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INFLUENCIA DO TEMPO E DA TEMPERATURA DE ESTOCAGEM DE
AMOSTRAS DE SANGUE NAS VARIAVEIS HEMATOLOGICAS DE CAES

PORTADORES DE ENFERMIDADE RENAL CRONICA

RESUMO

O hemograma, amplamente utilizado na medicina veterinaria por
apresentar praticidade e baixo custo, € rotineiramente solicitado para o
diagnéstico de diversas enfermidades que acometem os animais de companhia,
bem como para o acompanhamento destes pacientes. Faltam estudos que
reflitam a realidade que os laboratorios enfrentam: as amostras recebidas,
pertencentes a animais enfermos, nem sempre podem ser processadas na hora,
podendo ficar armazenada por horas. Paralelamente a essa situagédo, a doenca
renal crbnica é a afeccao renal mais comum em caes e gatos, que acabam
necessitando de acompanhamento clinico e, para tanto, 0 hemograma € uma das
ferramentas utilizadas. Além disso, a DRC possui consequéncias diretas no
sangue do paciente. Diante deste problema, realizou-se este ensaio com o fito de
analisar a estabilidade de alguns dos parametros do hemograma, de amostras
retiradas de pacientes em diferentes estagios de doenca renal crbnica, e
estocadas a diferentes temperaturas e tempos. Foram utilizados 24 animais da
rotina clinica. O sangue foi coletado, processado e entdo armazenado para
posteriores contagens de hemacias, leucocitos e plaquetas, assim como a
determinacao do volume globular, concentracdo de hemoglobina, volume
corposcular médio, hemoglobina corpuscular média, concentragdo de
hemoglobina corpuscular média, contagem diferencial de leucécitos em
esfregacos sanguineos e contagem de reticulécitos. Desta forma, o sangue foi
distribuido em duas fracdes, armazenadas a 4°C e a 25°C e analisadas logo ap6s
a coleta, e entdo passadas quatro, oito, vinte e quatro, quarenta e oito e setenta e
duas horas. Os resultados corroboraram com experimentos anteriores realizados
com caes higidos. Foi possivel observar que, apesar do sangue urémico provocar

menor viabilidade celular in vivo, os resultados ndo foram significativamente



diferentes dos trabalhos realizados com animais saudaveis, permanecendo assim
o tempo ideal de estocagem para a realizacdo dos exames laboratoriais de até
oito horas em temperatura ambiente (25°C) e de até quarenta e oito horas sob
temperatura de refrigeracao (4°C).

Palavras-chave: Hemograma, Conservacdao, Cao, Temperatura, Doenca Renal
Cronica.
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INFLUENCE OF THE TIME AND TEMPERATURE OF STORAGE OF BLOOD
SAMPLES IN HEMATOLOGICAL VARIABLES OF DOGS WITH CHRONIC
RENAL FAILURE

SUMMARY

The complete blood count, widely used in veterinary medicine by presenting
practicality and low cost, is routinely requested for diagnosis of various diseases
that affect pets, as well as monitoring these patients. There is a lack of studies that
reflect the reality that laboratories face: the samples, deriving from sick animals,
can't always be processed as they are received, and may be stored for hours.
Parallel to this, chronic kidney disease is the most common kidney illness in dogs
and cats that end up needing clinical follow-up and, therefore, the CBC is one of
the tools used. In addition, the CKD has direct consequences on the patient's
blood. Faced with this problem, this test was carried out with the aim of analyzing
the stability of some of the parameters of the CBC, in samples taken from patients
at different stages of chronic kidney disease, and stored at different temperatures
and times. 24 animals from the clinical routine were used. Blood was collected,
processed and then stored for later counts of red blood cells, white cells and
platelets, as well as packed cell volume, hemoglobin concentration, mean
corpuscular volume, mean corpuscular hemoglobin, mean corpuscular hemoglobin
concentration, leukocyte count in blood smears, and reticulocyte count. Thus, the
blood was distributed in two fractions, stored at 4°C and 25°C and analyzed
immediately after collection, and then after four, eight, twenty-four, forty-eight and
seventy-two hours. The results corroborate previous experiments carried out on
healthy dogs. It was observed that despite that uremic blood lead to lower cell
viability in vivo, the results were not significantly different from works carried out on
healthy animals, thereby remaining the ideal time of storage to carry out laboratory
tests up to eight hours at room temperature (25°C) and up to forty eight hours
under refrigeration temperature (4 °C).

Keywords: Complete Blood Count, Conservation, Dog, Temperature, Chronic
Kidney Disease.



1. INTRODUCAO

O hemograma é um procedimento laboratorial amplamente utilizado na
medicina veterinaria (FURLANELLO et al., 2006), porém, a estabilidade dos
constituintes hematolégicos é pouco documentada (MEDAILLE et al., 2006).

Em muitos casos, corre-se o risco de obtencdo de resultados nao
confiaveis, uma vez que as amostras colhidas na rotina clinica de pequenos
animais, na maioria das vezes, tém que ser enviadas aos laboratérios. O tempo
até a andlise pode ser longo, principalmente quando as amostras sédo colhidas no
final de semana e feriados e, uma vez que faltam laboratérios que funcionem em
regime de plantdo, as amostras serdo analisadas somente no préximo dia util.

O cao é hoje o principal animal de companhia no Brasil, a espécie mais
atendida nas clinicas do pais e, consequentemente, a maior parte das amostras
de sangue enviada aos laboratorios € da espécie canina. Entretanto, existem
poucos estudos sobre estocagem de sangue periférico de caes, todos utilizando-
se apenas de animais higidos, ou seja, que nao apresentavam alteracoes em
seus parametros hematologicos e ndo possuiam sinais clinicos. Sabe-se que essa
nao € a realidade com o qual os laboratérios se deparam no dia a dia. A maioria
das amostras é colhida em caes enfermos que apresentam alteracdes, tais como
contagem global leucocitaria baixa, cuja causa dessa alteracdo pode ser um
tempo de vida médio reduzido podera, no lapso de tempo entre a colheita e
processamento da amostra, redundar em resultados subestimados e,
consequentemente, em interpretagdes equivocadas.

Visando este problema, esse trabalho possui o objetivo de avaliar a
estabilidade das caracteristicas hematoldgicas das amostras do sangue de caes

enfermos, estocadas por até setenta e duas horas, sob diferentes temperaturas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia do hemograma na avaliacao clinica do paciente.

O hemograma, que compreende fundamentalmente o eritrograma, o
leucograma e o trombograma, é o exame de sangue mais solicitado na rotina
laboratorial, por apresentar baixo custo, praticidade e utilidade na pratica clinica
(KERR, 2003). Tal exame é um importante meio de diagnéstico, que reflete o
estado de saude do animal no momento da colheita do sangue. Contagens
globais de células sanguineas séo rotineiramente utilizadas por veterinarios para
a avaliacao pré-cirurgica e, cada vez mais, como parte dos cuidados gerais pés-
operatérios dos animais. A realizacdo do hemograma pode ser uma boa atitude
subsidiaria ao exame fisico geral, mas hemogramas sequenciais devem, sempre
que possivel, ser realizados para se acompanhar a evolugdo do quadro clinico e
recuperacao do paciente (JAIN, 1993).

2.1.1 Eritrograma

O eritrograma inclui a contagem global de eritrocitos, a concentracéo de
hemoglobina, o hematdcrito ou volume globular e os indices eritrocitarios volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragcéao
de hemoglobina corpuscular média (CHCM) (JAIN, 1993).

2.1.1.1 Contagem Global de Eritrécitos, Concentracao de Hemoglobina
e Hemataocrito

A contagem global de eritrécitos, taxa de hemoglobina e hematécrito sdo
medidas de eritron e da capacidade de carrear oxigénio no sangue (REBAR,
1998). O estudo laboratorial de tais parametros permite colocar em evidéncia
estados de normalidade da crase eritrocitaria assim como anemia e eritrocitose,
uma vez que a anemia é definida como diminuicdo na contagem de eritrécitos,

concentragdo de hemoglobina e hematécrito, abaixo dos valores de referéncia, e



eritrocitose como sendo um aumento dos referidos valores, relativa ou
absolutamente (JAIN, 1993; FELDMAN et al, 2000; FIGHERA, 2001; KERR,
2003).

A anemia pode ser relativa ou absoluta, que é clinicamente importante e
merece ampla investigacao (JAIN, 1993). Na sua expressdo absoluta, a anemia
pode ser classificada de acordo com o volume e conteudo hemoglobinico dos
eritrocitos, os mecanismos patogénicos e a resposta eritréide da medula 6ssea
(JAIN, 1993; MEYER et al., 1995; FIGHERA, 2001). Dentre as causas da anemia
absoluta, podem-se observar, com frequéncia, doencgas inflamatorias, que
resultam em uma reducao na producao eritrocitaria, e redugéo do tempo de vida
dos eritrocitos. Alguns farmacos e outros compostos quimicos também resultam
em diminuicao da sobrevida ou da producao eritrocitaria (FELDMAN et al., 2000).

A eritrocitose também é classificada como relativa ou absoluta. A
eritrocitose relativa € a forma mais comumente observada em caes e ocorre como
resultado da reducdo do volume plasmatico, determinada por desidratagédo ou
desvios de liquidos, ou ainda por aumento transitério da massa de células
vermelhas no sangue circulante, especialmente nas condigdes em que se verifica
contracao esplénica (JAIN, 1993; REBAR, 1998; FELDMAN, 2000; THRALL et al.,
2004). A eritrocitose absoluta é a elevagcdo do numero de eritrécitos circulantes
decorrente do aumento na producdo dessas células, sem que haja aumento
correspondente do volume plasmatico. A eritrocitose absoluta pode ainda ser
classificada como primaria, quando ocorre desordem mieloproliferativa
caracterizada por proliferacdo exacerbada de células eritréides, ou secundaria,
quando ocorre aumento da eritropoetina (JAIN, 1993; FELDMAN, 2000).

2.1.1.2 indices Eritrociticos

O VCM e o CHCM sao indices eitrocitarios muito utilizados clinicamente
pois possibilitam a classificagdo morfoldégica das anemias, levando-se em
consideracao o tamanho e a saturacdo de hemoglobina das hemacias. Estes

indices nao especificam a etiologia da anemia, mas sao muito Uteis para



determinar o mecanismo fisiopatoldgico, o que auxilia na selecao do protocolo de
tratamento (MEYER et al., 1995).

O HCM ¢ calculado a partir da concentracdo de hemoglobina e da
contagem de hemacias (THRALL et al., 2004). Por variar com o tamanho das
heméacias e com a espécie, nao é frequentemente utilizado em medicina
veterinaria (JAIN. 1993).

O VCM é obtido por simples relagdo matematica entre o hematécrito e a
contagem global das hemacias (DUNCAN et al., 1994; KERR, 2003). Este indice
permite a classificacdo das anemias em macrociticas, quando o VCM estiver
acima do valor maximo para a espécie; normocitica, quando estiver dentro do
intervalo de normalidade; e microcitica, quando estiver abaixo do valor minimo
considerado para a espécie (MEYER et al.,, 1995). Os valores do VCM variam
bastante entre as espécies e sédo independentes do tamanho do animal. Animais
jovens tendem a ter hemacias maiores em relagdo aos animais adultos (JAIN,
1993; FELDMAN et al., 2000; KERR, 2003).

O CHCM é definido como o grau de saturacao de hemoglobina em 100 mL
de sangue e € obtido por simples relacdo matematica entre hemoglobina e
hematécrito (DUNCAN et al.,, 1994; KERR, 2003). Este indice permite a
classificacdo das anemias em normocrémicas, quando o valor do CHCM estiver
dentro do intervalo de referéncia; e hipocrémicas, quando estiver abaixo do valor
minimo de referéncia. O valor normal para mamiferos independe da espécie, bem

como do tamanho das hemacias (KERR, 2003).

2.1.1.3 Reticuloécitos

Os reticulécitos sao células vermelhas imaturas, com citoplasma repleto de
organelas, como mitocdndrias, ribossomos e complexo de golgi, o que lhes
confere coloracdo azulada por acdo de corantes supravitais, rotineiramente
utilizados. Os reticulécitos sdo chamados policromatéfilos e, quando presentes,
caracterizam a condicao de policromasia ou policromatofilia. Para a contagem dos

reticulécitos sdo necessarios os referidos corantes supravitais, tais como o azul



de metileno ou o azul brilhante de cresil, que se precipitam nas organelas,
conferindo a célula a imagem de uma rede de cordées ou pontos basofilicos
(FELDMAN et al., 2000; FIGHERA, 2001).

Os reticuldcitos sao liberados da medula 6ssea, sob agéao da eritropoetina,
em resposta a hipbéxia tecidual e, durante eritropoese intensa, sao
prematuramente langados na circulagdo. Reticulocitemia e policromasia séo
indicadores de eritropoese intensa e sua presenga ou auséncia permite a
classificacdo das anemias em regenerativas ou arregenerativas, respectivamente
(FELDMAN et al., 2000).

2.1.2 Leucograma

O leucograma € a parte do hemograma que reflete as alteragcdes
quantitativas e qualitativas da série leucocitaria e compreende as contagens
global e diferencial dos leucocitos (REBAR et al., 2003) e é normalmente
realizado para detectar e monitorar processos inflamatorios (MEYER et al., 1995).

2.1.2.1 Contagens Global e Diferencial dos Leucodcitos

O termo leucédcito inclui todas as células brancas do sangue e seus
precursores medulares. Estas células sao transportadas pela corrente sanguinea
a partir da medula 6ssea até os tecidos, seu destino final. A quantidade de
leucécitos circulantes, portanto, reflete o equilibrio entre produgédo e perda. A
contagem global de leucécitos engloba todas as variedades leucocitarias, que
podem ser agrupadas em granuldcitos, que incluem os neutrofilos, eosindfilos e
basdfilos e agranuldcitos, que incluem linfocitos e mondcitos (KERR, 2003). De
outra parte, a contagem diferencial dos leucdcitos diz respeito a enumeragao de
cada variedade leucocitaria, a partir do exame de um esfregaco sanguineo
devidamente corado por uma mistura de anilinas &cidas e basicas tipo
Romanowsky. De posse das contagens global e diferencial dos leucécitos
(férmula leucocitaria relativa), torna-se possivel a determinacdo da férmula

leucocitaria absoluta, por uma regra de trés direta, (JAIN,1993).



Do ponto de vista funcional, os leucécitos circulantes pertencem a dois
sistemas de defesa, a saber o fagocitico e imunocitico. O sistema fagocitico é
constituido por granulécitos e mondcitos/macrofagos e o sistema imunocitico
engloba linfécitos T e B circulantes. Os fagocitos sdo a primeira linha de defesa
contra o0 processo infeccioso ou toxico-infeccioso. Essas células fagocitam e
destroem as bactérias ou outros agentes invasores. O sistema imunocitico é o
sistema imune especifico e suas células efetoras sao responsaveis pela
consecucao da imunidade humoral, na forma de anticorpos produzidos contra
agentes especificos, e imunidade mediada por células, por meio da produgédo de
citocinas especificas (REBAR, 1998).

2.1.2.2 Aspectos Morfofuncionais e Bioquimicos dos Leucécitos

2.1.2.2.1 Granulocitos

Os basdfilos sao células pouco estudadas, pois sdo raras na medula 6ssea
e no sangue circulante (JAIN, 1993). As referidas células compartilham a mesma
célula progenitora dos mastocitos tissulares. Ambas as células desempenham
funcbes similares e possuem histamina (que desempenha papel fundamental nas
reacdes de hipersensibilidade imediata), heparina (que contém efeito
anticoagulante importante no processo inflamatério) e, em algumas espécies
animais, serotonina em seus granulos. Os basoéfilos sdo ainda capazes de
sintetizar diversas citocinas que iniciam ou modulam uma resposta inflamatéria
(REBAR et al., 2003).

Os eosindfilos tém participacdes nas regulacées das respostas alérgica e
inflamatdria, por meio da modulacdo da atividade dos mastécitos, das suas
propriedades anti-histaminicas e antiinflamatérias e da agao das substancias de
seus granulos, tais como a serotonina e a bradicinina, que inibem a inducéo de
edema (JAIN, 1993). Além disso, tais células possuem as capacidades de
fagocitose e de degranulacdo. Também atuam no controle de infeccoes
parasitarias por meio de acao parasiticida intermediada pela interacdo com
mastocitos e linfocitos (JAIN, 1993; REBAR, 1998).



Os neutréfilos sdo os granulécitos circulantes predominantes em cées,
gatos, seres humanos, dentre outros, e, apesar de sua funcdo primaria ser a
fagocitose de microorganismos, estas células também exercem fungao secretoria,
participando assim da resposta inflamatéria sistémica (REBAR, 1998; THRALL et
al., 2004).

O aumento (neutrofilia) e a diminuicdo (neutropenia) no numero de
neutréfilos sao clinicamente significantes, particularmente em doencas
inflamatérias (REBAR, 1998). Em condicbes normais, os neutrofilos bastonetes,
um estadio evolutivo que antecede o dos neutréfilos segmentados, sdo raramente
observados. A liberacado de neutréfilos imaturos para a circulagéo € clinicamente
relevante e ocorre quando aumenta a demanda por neutréfilos para os tecidos ou
em casos de leucemias mielégenas ou mielomonociticas agudas ou crénicas
(REBAR, 1998; THRALL et al., 2004). Em determinadas situacdes (intensa
infeccdo local ou sistémica, inflamacéo estéril ou toxicidade por substancias), os
neutréfilos adquirem aspecto toxico, com basofilia citoplasmatica, vacuolizacao,
corpusculos de Déhle e, raramente, granulacao téxica.

Outras alteragdes que os neutrofilos podem apresentar incluem assincronia
da maturagéo nuclear e hipersegmentacao (encontrados nos casos de neutrofilia
ressurgente e significativa, na leucemia mieléide e na sindrome mielodisplasica).
Portanto, a visibilizacdo dos neutréfilos por meio de microscopia Optica fornece
importantes informagdes sobre a enfermidade do paciente (FELDMAN et al.,
2000).

2.1.2.2.2 Agranuldcitos

Os linfécitos do sangue periférico diferenciam-se tanto na medula 6ssea
quanto do timo. Diferentemente dos granulécitos e mondcitos, que se movem
unidirecionalmente da medula éssea para o sangue e tecidos, alguns tipos de
linfécitos recirculam. O padréo de trafego dos linfécitos € do sangue para os
linfonodos, linfa e novamente para o sangue (REBAR et al., 2003).

Desta forma, o aumento no numero de linfécitos circulantes (linfocitose)

pode ocorrer por estimulacdo antigénica no hipoadrenocorticismo, resposta a



excitacao e consequente liberacdo de epinefrina, e também em linfossarcomas e
leucemias linfociticas, sendo, nesses dois ultimos casos, eventos tardios. Por sua
vez, a diminuicdo do numero de linfécitos (linfopenia) ocorre quando ha elevagéao
da concentracdo de glicocorticoides na circulagdo, interrupcado da circulagéao
linfatica, como ocorre em efusdes quilosas, diminuicdo da linfopoese, em
linfossarcomas como resultado da incapacidade dos linfocitos de emigrarem do
tecido linféide comprometido, em infeccbes bacterianas agudas (septicemia e
endotoxemia) e na fase aguda de infec¢des virais (FELDMAN et al., 2000;
REBAR et al., 2003, THRALL et al., 2004).

No caso dos mondcitos, sua continua maturagéo, até o estadio tecidual de
macrofagos, representa a segunda maior linha de defesa do sistema de fagécitos.
A funcao dessas células, além de fagocitose de microorganismos, € a regulacao
da resposta inflamatéria por meio da liberagdo de mediadores inflamatérios,
processamento de antigenos para apresentacdo aos linfécitos, producédo de
citocinas e fatores estimuladores de colénia requeridos na hematopoese,
reparacao tecidual e participacdo na regulacdo dos estoques de ferro no
organismo (FELDMAN et al., 2000; REBAR et al., 2003). A elevacao do numero
de mondcitos no sangue ocorre nas anemias imunomediadas, inflamagbes

(agudas ou crénicas), septicemias e neoplasias (FELDMAN et al., 2000).

2.1.3 Trombograma

As plaquetas sao produzidas na medula Ossea, por fragmentacdo do
citoplama dos megacariécitos (JAIN, 1993; FELDMAN et al., 2000). A funcéo
primaria destas células é a manutencdo da hemostasia. As plaquetas sédo a
primeira linha de defesa frente a perturbacao da parede vascular e, atuando por
intermédio de suas propriedades de aderéncia ao subendotélio, secrecao e
recrutamento de plaquetas adicionais para a area, agregacao e aglutinacao,
facilitam a formacdo local de trombina e fibrina em um microambiente que
assegura a rapida formacao do trombo. Além disso, as plaquetas desempenham
funcdo importante na inflamagédo, em decorréncia da liberagdo de mediadores



soluveis que modulam a atividade de células sanguineas e do endotélio vascular
(FELDMAN et al., 2000).

As desordens plaquetarias sdo classificadas em quantitativas ou
qualitativas. Os transtornos quantitativos incluem a trombocitopenia ou diminuicao
do numero de plaquetas, que € a anormalidade plaguetaria mais comumente
encontrada. A trombocitopenia €, provavelmente a causa mais comum de diatese
hemorragica em seres humanos e caes. Por outro lado, a trombocitose, que é o
aumento do numero de plaquetas, tem frequéncia baixa (JAIN, 1993).

A trombocitopenia pode ocorrer como resultado da diminui¢cdo da producao,
encurtamento da vida média das plaquetas ou de ambas as causas,
desencadeadas por acao de agentes infecciosos como a Ehrlichia canis,
Anaplasma platys, drogas como citostaticos, antibiéticos e antifungicos, processos
neoplasicos ou desordens imunomediadas; aumento do consumo de plaquetas,
que esta associado a coagulacdao intravascular disseminada (CID),
hemangiossarcomas, vasculites e outras injurias vasculares e aumento da
destruicao das plaquetas que é resultante do aumento da fagocitose de plaquetas
pelo sistema mondcito-macrofagico ou mecanismos imunomediados, tendo como
consequéncia principal a trombocitopenia imunomediada (THRALL et al., 2004).
Além da avaliagdo quantitativa das plagquetas presentes no sangue periférico, seu
exame morfoldégico também contribui para o esclarecimento da situacdo do
paciente, especialmente nos casos de neoplasias e leucemia felina (FELDMAN et
al., 2000).

2.2 Influéncia do periodo de estocagem e da temperatura do sangue

nas variaveis eritrocitarias

FURLANELLO et al. (2006) realizaram estocagem, por 48 horas, de
sangue total, conservados em &cido etilenodiaminotetracético (EDTA), de caes
higidos, e observaram que as alteracbes no hematocrito, VCM e CHCM foram
maiores nas amostras conservadas a temperatura ambiente do que a 4°C em
todos os momentos analisados. A partir de 12 horas, ocorreu um aumento
significativo do VCM, tanto em amostras estocadas a 4°C, quanto nas estocadas
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a temperatura ambiente. O CHCM diminuiu significativamente entre 12 e 24 horas
e continuou a diminuir até 48 horas, tanto a temperatura ambiente quanto a 4°C,
contudo, a diminuicdo foi maior nas amostras a temperatura ambiente que nas
amostras refrigeradas. Reportaram também um aumento pequeno dos valores de
hemoglobina e aumento significativo do hematdcrito, apds 12 horas de estocagem
a temperatura ambiente e a 4°C, e, ademais, observaram que os referidos
parametros continuaram a aumentar ao longo das 36 horas que se seguiram.

PASTOR et al. (1997) avaliaram as alteragbes nos parametros do
hemograma de 10 cées, apds 72 horas de estocagem, a temperatura ambiente e
a 4°C de amostras conservadas em EDTA, e observaram que a contagem global
de hemacias e a taxa de hemoglobina se mantiveram estaveis. Os valores do
hematdcrito tenderam a aumentar com diferengas estatisticamente significativas
observadas em amostras estocadas a temperatura ambiente por 24 horas.

Ja MEDAILLE et al. (2006) avaliaram amostras, de sangue total de cées,
estocadas com EDTA por 48 horas, a temperatura ambiente, e relataram
diminuicao significativa da contagem global de hemacias ap6s 24 e 48 horas de
estocagem e, além disso, estabilidade da taxa de hemoglobina durante todo o
estudo.

No estudo de COELHO (2006), realizado com amostras também estocadas
em EDTA a 4°C, porém, observou-se reducdo do valor de CHCM, apenas apo6s
36 horas. Observou também resultados semelhantes, com a contagem
eritrocitaria estavel ap6s 96 horas, e aumento no hematocrito apds 36 horas.

Cabe ressaltar que em amostras de sangue estocadas por longos periodos,
geralmente desenvolve-se o fenbmeno hemolitico com consequente diminuicao
do hematécrito e da liberagcdo de hemoglobina para o plasma, que € progressiva
como relatado por BAILEY & BOVE (1975), FAGLIOLO et al. (1986) e ELLIOT et
al. (2003).
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2.3 Influéncia do periodo de estocagem e da temperatura do sangue
nas variaveis leucocitarias

De acordo com COELHO (2006), que analisou o sangue de caes higidos,
ndao foram observadas diferencas significativas dos leucogramas,
independentemente da temperatura de estocagem (ambiente ou 4°C), em
qualquer um dos momentos do experimento (96 horas).

Segundo PASTOR et al. (1997), a contagem global de leucécitos aumentou
significativamente, apés 24 horas, nas amostras estocadas a temperatura
ambiente e diminuiu significativamente a partir de 72 horas, nas amostras
refrigeradas, porém as diferencas ndo foram clinicamente relevantes.  Ja de
acordo com FURLANELLO et al. (2006), ocorreu diminuigdo significativa na
contagem de leucocitos apos 48 horas de estocagem nas amostras a temperatura
ambiente.

Segundo MEDAILLE et al. (2006), a média da contagem de leucdcitos
aumentou apos 24 horas de estocagem, sem diferencas estatisticamente
significativas.

GULATI et al. (2002) avaliaram as alteragcbes nas contagens global e
diferencial de leucécitos durante a estocagem de sangue humano em EDTA a
temperatura ambiente, por sete dias, e observaram alteracbes na contagem
diferencial de leucécitos nas primeiras 24 horas, incluindo aumento progressivo

de neutrdfilos, linfécitos e eosindfilos e diminuicado dos mondcitos.

2.4 Influéncia do periodo de estocagem e da temperatura do sangue

nas caracteristicas plaquetarias

PASTOR et al. (1997) observaram que os valores das plaquetas
diminuiram com o tempo, sendo que, nas amostras refrigeradas, as diferencas
nao foram significativas, contudo, foi observada uma diminuicdo progressiva na

contagem de plaquetas estocadas sob refrigeracao.
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Segundo MEDAILLE et al. (2006), ocorreu diminuicdo significativa na
contagem de plaquetas apds estocagem a temperatura ambiente decorridas 24
horas.

Ja FURLANELLO et al. (2006) relataram que a contagem de plaquetas
diminuiu significativamente ap6s 36 horas de estocagem, a temperatura ambiente,

e se manteve constante nas amostras refrigeradas.

2.5 Doenca Renal Crénica

A doenca renal crénica (DRC) é caracterizada pela incapacidade dos rins
em realizar as fungbes de excrecado, controle e sintese, em razdo da perda
irreversivel de néfrons ao longo de meses a anos. A falha da funcdo excretora
provoca a retencao de nitrogénio uréico, creatinina, fésforo, e outras substancias
excretadas por filtracao glomerular (GRANT, 2006).

Uma insuficiéncia renal que progride rapidamente, ou seja, em menos de 3
meses, deve ser classificado como Insuficiéncia Renal Aguda, em contraste com
a azotemia estavel da insuficiéncia renal cronica, com taxa de filtragdo glomerular
constante, sintomas urémicos presentes por mais de um més e polidria
(MADOUGALL, 1988).

Algumas racas sao predispostas em razdo da doenca renal crénica
congénita ou familiar. No entanto, a maior parte dos céaes e gatos com DRC
possui idade avancada e doenca adquirida, seja resultante de doencgas
infecciosas ou inflamatérias (Lesao glomerular imunomediada, secundaria a esse
quadro, normalmente evolui para DRC), amiloidose, substancias nefrotoxicas e
doenca glomerular idiopatica ou tubulointersticial. O comprometimento da
capacidade dos rins em controlar o equilibrio hidroeletrolitico e acidobasico
ocasiona poliuria e polidipsia, hipocalemia, e acidose metabdlica, bem como
outras anormalidades. A incapacidade dos rins em sintetizar calcitriol causa

hiperparatireoidismo renal secundario (GRANT, 2006).
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2.6 Reflexos da Doenc¢a Renal Crénica no sangue

A anemia na doengca renal Crbnica é caracterizada por hemacias
normociticas e normocrémicas. A contagem de reticuldcitos é baixa para o grau
de anemia, e a medula 6ssea apresenta anemia hipoplastica eritréide, sem
interferéncia na leucopoiese ou na megacariocitopoiese (REMUZZI et al, 2004).

Em pacientes com DRC, a anemia é multifatorial e pode ser exacerbada
por doengas concomitantes. Entre os fatores resultantes da DRC estao, o tempo
reduzido de vida das hemacias, anormalidades nutricionais (deficiéncia de ferro e
a perda gastrointestinal crénica de sangue), plasma urémico (que acaba inibindo
a eritropoiese), perdas ocultas de sangue, mielofiborose e deficiéncia de
eritropoetina, uma vez que os fibroblastos peritubulares do cértex renal sado a
maior fonte de sua sintese (POLZIN et al, 2005).

As hemacias de pacientes urémicos séo intrinsicamente normais, uma vez
que estudos mostraram que hemacias de pessoas normais possuem um tempo
de vida reduzido apés transfusdo a pacientes urémicos, enquanto hemacias de
pacientes urémicos possuiram um tempo de vida normal em pacientes sadios. Em
humanos, além de restaurar a eritropoiese, terapias com eritropoetina
recombinante humana (rhEPO), trouxeram aos eritrcitos sua sobrevida e
viabilidade normais. Outro fator importante na diminuicdo do tempo de vida das
hemacias é a peroxidacéo lipidica da membrana da célula, cujo motivo pode ser a
atividade antioxidante defeituosa durante a uremia (REMUZZI et al, 2004).

A quimiotaxia leucocitdria se encontra prejudicada durante a uremia.
Entretanto a atividade granulocitaria se mostra normal (Abruptyn et al, 1977), e
estudos mais recentes sugerem que a uremia esta associada a um aumento na
ativacado de granuldcitos (REMUZZI et al, 2004).

Dados clinicos e experimentais sugerem a possibilidade que a tendéncia
hemorragica da uremia esta associada com o excesso de formacao de Oxido
nitrico, uma molécula vasoativa potente. Pacientes com doenca crdnica renal
possuem uma agregacao plaquetaria precaria associada a essa sintese de éxido
nitrico acima do normal (REMUZZI et al, 2004).
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3. OBJETIVOS

Considerando o apelo cada vez mais presente da adocao de boas praticas
de laboratério para o alcance de resultados clinico-patolégicos que se afigurem
como exatos e precisos, bem como considerando as dificuldades impostas por
amostras biolégicas ndo representativas, ao diagnéstico clinico-patolégico seguro
e confiavel, concebeu-se este ensaio com o fito de avaliar a influéncia do tempo e
da temperatura de estocagem nas caracteristicas eritro, leuco e trombométricas
(contagem global de hemacias, leucdécitos, plaquetas e reticulocitos, bem como os
valores de hemoglobina, hematécrito, volume corpuscular médio, hemoglobina
corpuscular média e concentracdo de hemoglobina corpuscular média) de
amostras do sangue de caes doentes renais crbénicos, estocadas a temperatura
ambiente (25°C) ou sob refrigeracao (4°C), bem como em diferentes momentos
do periodo de estocagem.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizadas amostras de sangue de caes atendidos pelo Servigo de
Nefrologia do Hospital Veterindrio “Governador Laudo Natel”, da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinadrias — Unesp, Campus de Jaboticabal. Os caes
passaram por exame clinico, quando entdo eram colhidas amostras de sangue
para os exames hematol6gico e bioquimico, bem como urina para a urindlise.

O estadiamento da doenca renal crénica dos animais foi realizado de
acordo com os resultados da mensuracdo da pressdao sanguinea € nivel de
creatinina no soro, de acordo com os parametros impostos pela International
Renal Interest Society (IRIS) e mensurados pelo sistema de diagnéstico Labtest,
por espectofotdmetro semi automatico (Labquest):

Estagio 2 = 1,4 a 2,0 mg/dL;
Estagio 3 = 2,1 a 5,0 mg/dL;
Estagio 4 = Acima de 5,0 mg/dL.

O estagio 1 da doenca renal crbénica ndo foi utilizada, uma vez que os
animais raramente apresentam sinais clinicos e, portanto, € identificavel somente
sob acompanhamento clinico intensivo do cdo, com consecultivas analises
bioquimicas e urinalises.

Animais que se encontravam higidos eram separados para O grupo
controle. Foram separados no total seis amostras para cada um dos estagios da
DRC e seis amostras de cées higidos para controle, fazendo um total de 24

amostras de sangue

4.2 Hemograma

Logo ap6s a colheita, as amostras de sangue, conservadas em
anticoagulante EDTA-K3, foram encaminhadas ao Laboratério de Patologia
Clinica Veterinaria “Prof. Dr. Joaquim Martins Ferreira Neto”, do referido hospital
veterinario, onde as caracteristicas eritro, leuco e trombométricas foram obtidas
com auxilio de um contador automatico de células (ABC-VET), e o esfregaco

sanguineo confeccionado e corado com uma mistura de metanol, May-Grunwald
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e Giemsa — MGG, para obtencdo da férmula leucocitaria relativa. As amostras
foram também coradas com Azul Brilhante de Cresil para contagem de
reticuldcitos no microscopio optico.

As amostras, apds a primeira analise, foram divididas em duas fragdes,
que foram armazenadas sob temperatura ambiente (25°C) e temperatura de
refrigeracdao (4°C), respectivamente. As caracteristicas eritro, leuco e
trombométricas das amostras em questao foram determinadas apds quatro, oito,
vinte e quatro, quarenta e oito e setenta e duas horas, do periodo de estocagem.

4.3 Grupos

Para facilitar a interpretacdo dos dados, ao se analisar os resultados, as
amostras foram separadas nos seguintes grupos experimentais:
G1: cées higidos, cujas amostras foram conservadas a 4°C (n=6);
G2: cées higidos, cujas amostras foram conservadas a 25°C (n=6);
G3: caes no estagio 2, cujas amostras foram conservadas a 4°C (n=6);
G4: caes no estagio 2, cujas amostras foram conservadas a 25°C (n=6);
G5: céaes no estagio 3, cujas amostras foram conservadas a 4°C (n=6);
G6: céaes no estagio 3, cujas amostras foram conservadas a 25°C (n=6);
G7: céaes no estagio 4, cujas amostras foram conservadas a 4°C (n=6);
G8: caes no estagio 4, cujas amostras foram conservadas a 25°C (n=6).
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5. ANALISE DOS RESULTADOS

Os dados obtidos para cada parametro hematolégico foram devidamente
tabulados, ao longo dos diferentes momentos de avaliagdo, e submetidos a um
delineamento inteiramente casualizado, cujas médias foram comparadas pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o programa
estatistico Statistical Analysis System (SAS), versao 9. A normalidade dos dados
foi checada. Para as variaveis que nao apresentaram distribuicdo normal, utilizou-
se a transformacao log (obs + 1) (SNEDECOR & COCHRAN, 1987).
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6. RESULTADOS

Como mostrado na tabela (Apéndice 1), segundo o estadiamento da DRC
do animal , quase todas as variaveis foram significativas, excetuando pela variavel
Basdfilos, que mostra uma enorme coeficiéncia de variagdo. Porém, a relevancia
dessa informacao sera melhor detalhada adiante.

De acordo com a temperatura, apenas as variaveis Leucdcitos, Neutrofilos
Segmentados e Linfécitos ndo demonstraram resultados significativos. Com o
Tempo, os resultados foram parecidos, apenas nao sendo significativos para
Basofilos, Eosindfilos e Linfocitos.

Analisando a interacdo Estagio x Temperatura, entretanto, das quinze
variaveis, apenas Reticuldcitos, Volume Corpuscular Médio, Hemoglobina
Corpuscular Média, Leucécitos, Neutrofilos segmentados e Plaguetas se
mostraram significativas. Algo similar ocorre na interagdo Estagio x Tempo, onde
apenas as variaveis Reticulécitos, Hemoglobina, Volume Corpuscular Médio,
Baséfilos, Eosindfilos e Neutréfilos Bastonetes se mostraram significativos.

A interagdo Temperatura x Tempo, como esperado, se mostrou significativo
na maioria das variaveis, excetuando Hemoglobina, Basdfilos, Eosindfilos,
Neutréfilos Segmentados, Linfocitos e Plaquetas.
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7. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Apesar de estatisticamente significativas, o estadiamento da doenca renal
cronica nao deve ser levado em conta, a menos que relacionada com o tempo ou
temperatura. Sua variacao decorre da diferenca do estado de saude dos animais
no momento em que o sangue foi coletado que, desde o inicio do experimento, ja
apresentavam anemia e valores maiores no leuco e trombograma, ainda que
dentro da normalidade e portanto ndo caracterizando leucocitose e trombocitose.

Segundo a temperatura, apenas valores relativos ao leucograma nao foram
significativos. Enquanto as variaveis Neutréfilos segmentados e Linfocitos podem
ser apenas um reflexo da variavel Leucécitos. Esse dado discorda apenas dos
achados de PASTOR et al. (1997), que relatou a diferenca na alteracbes dos
valores leucocitarios a 25°e a 4°C.

Todas as variaveis foram significativas, dependendo de quantas horas
apos a coleta as amostras de sangue foram examinadas. As variaveis Basofilos e
Eosindfilos ndo foram significativas, porém tendem a ser variaveis com um alto
coeficiente de variagdo. A contagem de linfécitos, apesar de aumentar com o
tempo, nao foi significativa, portanto, corroborando apenas em parte com o0s
achados de GULATI et al. (2002).

7.1 Hemacias

Na contagem global de hemacias, ndo houve diferenca significativa nas
interacoes Estagio x Tempo e Estagio x Temperatura (Apéndices 1 e 2). A
tendéncia foi a mesma tanto para animais saudaveis quanto para doentes:
estaveis a temperatura de resfriamento, mas com uma redugéo significativa a
temperatura ambiente partir de 24 horas. Os dados sobre a contagem de
hemécias corrobora com MEDAILLE et al. (2006), porém, em parte discordam
com PASTOR et al. (1997) e COELHO (2006), que relataram a estabilidade de

hemacias tanto a 4°C quanto a 25°C.
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7.2 Reticulocitos

Na contagem de reticuldcitos, todas as interagdes foram significativas. A
tendéncia na variagdo dos valores foi comparavel a das hemacias: estabilidade a
4°C e reducgado dos valores com o tempo a 25°C. Porém, com o estadiamento
avancado da doencga renal crbnica, os valores sofreram uma reducao mais sutil a
25°C, onde passaram a nao ser estatisticamente significativas (Apéndice 3).

Ocorre uma maturacao in vitro dos reticuldcitos durante a estocagem de
sangue periférico (COWGILL at al., 2003). Segundo THRALL et al. (2004), a
maturacdo dos reticulécitos envolve uma continua e progressiva perda de
organelas. A medida que os reticulécitos perdem suas organelas, a identificagao
dessas células é dificultada, uma vez que diminuem os pontos basofilicos
formados no citoplasma através da precipitagdo das organelas apés utilizacao de
corantes supravitais, 0 que condiz com a diminuigéo das células.

Porém, é possivel que a reduzida variagdo do valor de reticulécitos em um
alto estadiamento da doenca renal crénica seja decorrente do menor nivel de
maturacdo dos reticuldcitos presentes no sangue. Essa teoria é suportada por
BUTTHERP et al. (2000) que analisou reticulécitos na insuficiéncia renal crénica e
encontrou também um aumento significativo na quantidade de organelas

presentes nos reticulécitos desses pacientes.
7.3 Hemoglobina

Nos valores de hemoglobina, apenas a interacdo Estagio x Tempo foi
significativa. Entretanto, na comparacao das médias e desvios-padrao dos valores
(Apéndice 4), nao houve nenhuma alteragdo notavel nos valores que explique
essa significancia.

A tendéncia dos valores é de um pequeno aumento decorrida as 72 horas,
0 que somente corrobora com os achados de FURLANELLO et al. (2006). Porém,
analisando cada um dos grupos na comparacao das médias, apenas 4 destes
variaram significativamente (G1, G3, G7 e G8), portanto, a tendéncia ao valor de
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hemoglobina se manter estavel, citado por PASTOR et al. (1997), MEDAILLE et al.
(2006) e COELHO (2006) pode ser aplicado a este estudo.

7.4 Hematocrito

A variagdo do valor de hematécrito se mostrou significativa apenas na
interagdo Temperatura x Tempo. Os valores comegaram a apresentar aumento no
valor apos 48 horas, o que condiz com os achados de PASTOR et al. (1997) e
COELHO (2006). Entretanto, contrariando os autores supracitados, observou-se
uma maior alteragdo em amostras estocadas a 4°C do que nas amostras
estocadas a 25°C (Apéndice 5).

7.5 Volume Corpuscular Médio (VCM)

O VCM aumentou significantemente ap6s 24 horas em amostras estocadas
a 25°C. Nas amostras estocadas a 4°C, a elevacao significativa ocorreu somente
apds 72h em todos os grupos experimentais. Esses achados corroboram em
parte com os achados de PASTOR et al. (1997), FURLANELLO et al. (2006) e
COELHO (2006) que relataram variacoes significativas a 4°C apenas 24, 12 e 36
horas apds a coleta, respectivamente.

Todas as interacdes foram significativas para essa variavel. Quanto ao
estadiamento da doencga renal crénica do animal, quanto mais avangado o estagio,
observa-se valores iniciais e apdés as 72 horas mais baixos comparado ao grupo
de animais higidos (Apéndice 6). Apesar da anemia da doenca cronica renal ser
classificada como normocitica, é justo lembrar que as hemacias se encontram em
uma situagao precaria de vida e viabilidade (REMUZZI et al, 2004).

A elevacado do VCM durante a estocagem € causada pelo aumento do
conteudo de fluido no interior das hemacias, levando a reducdo do volume
plasmatico. O aumento do volume eritrocitario e diminuicdo do volume plasmatico

sdo possiveis causas do aumento do hematécrito (MEDAILLE et al, 2006).
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7.6 Hemoglobina Corpuscular Média (HCM)

Os valores de HCM se mantiveram estaveis a 4°C, e aumentaram
significativamente a partir de 24 horas a 25°C. Esses dados discordam tanto de
PASTOR et al. (1997), que relatou estabilidade em ambas as temperaturas por 72
horas, quanto de COELHO (2006), que relatou, nas amostras estocadas a 25°C,
aumento apdés 12 horas, mas reducgao a partir de 48 horas.

Houveram variag6es significativas nas interagcdes Estagio x Temperatura e
Temperatura x Tempo. E possivel observar que o maior estadiamento da doenca
cronica do animal resulta em uma variacdo maior ap6s 72 horas da coleta em

amostras a 25°C (Apéndice 7).
7.7 Concentracao de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM)

Nos valores de CHCM, houve apenas uma variacao significativa dentro da
interacao Temperatura x Tempo. Na comparacao de médias (Apéndice 8), apenas
os valores provenientes de amostras de cées higidos, tanto armazenados a 4°C e
a 25°C, mostraram uma reducao estatisticamente significativa, apds 48 horas,
enquanto as demais se mantiveram estaveis. Este achado corrobora parcialmente
do que foi relatado por FURLANELLO et al. (2006), que relatou uma reducéo logo
apos 12 horas, e por COELHO (2006), que relatou reducao ap6s 24 horas nas
amostras a 25°C e reduc¢ao apo6s 36 horas em um grupo de amostras estocadas a
4°C.

7.8 Leucocitos

A contagem global de leuc6citos mostrou uma variagao significativa com o
tempo, e com as interacoes Estagio x Temperatura e Temperatura x Tempo. As
amostras conservadas a 4°C apresentaram valores maiores com o tempo que as
amostras conservadas a temperatura ambiente (Apéndice 9). Do mesmo modo,

um maior estadiamento da doenca renal crbnica do animal resultou em uma



23

diferenga menor nos resultados entre as amostras estocadas nas duas
temperaturas.

Apesar de na comparacdo de médias o dado ndo ser estatisticamente
significativo para seis dos oito grupos, com o tempo, a contagem mostrou uma
elevacao no numero de leucécitos. Esse achado discorda de grande parte dos
autores, como FURLANELLO et al. (2006), que relatou uma reduc¢ao na contagem
apdés 48 horas, e GULATI et al. (2002) e COELHO (2006), que relataram
estabilidade na contagem por um periodo de até 96 horas. Apenas PASTOR et al.
(1997) e GREEN et al. (1976) relataram aumento no numero de leucécitos. Uma
explicacdo para esse fator pode ser a possivel perda de liquidos do plasma na
amostra de sangue, seja para o ambiente, para a parede e tampa do tubo
vacutainer durante a homogeneiziacdo ou para as hemacias (que apresentaram
aumento no volume) resultando em uma maior concentracdo de leucécitos na
amostra. GREEN et al. (1976) também teorizou que, possivelmente esse aumento
pode ser devido a contaminacdo da amostra ou devido a degeneracdo
leucocitaria, onde o contador automatico pode interpretar erroneamente
fragmentos destes leucécitos.

Sendo esse aumento na contagem de leucécitos apenas um artefato do
processamento da amostra, pode-se teorizar que, no estadiamento avangado da
doencga renal cronica, o aumento sutil do valor de leucdcitos era na verdade
reflexo de uma degeneracao leucocitaria mais rapida, comparado a contagem de

leucocitos de caes higidos.

7.9 Plaquetas

Na contagem de plaquetas, trés grupos de amostras (G1, G3 e G7), todas
armazenadas a 4°C, apresentaram reducao estatisticamente significativas 4 horas
apods a coleta, que se estendeu até as 72 horas (Apéndice 10). Os outros grupos
apresentaram reducao nao significativa dos valores. Esses dados corroboram em
parte com os achados de MEDAILLE et al. (2006) e COELHO (2006), que relatam
reduca@o na contarem 24 horas apés a coleta; e FURLANELLO et al. (2006), que
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encontraram reducdo na contagem de plaquetas apdés 36 horas de
armazenamento.

PASTOR et al. (1997) afirma que a diminuicdo na contagem de plaquetas
ocorre devido a agregacao plaquetaria. OLSEN et al. (2001) relata que, em
humanos, a formagdo destes agregados ocorre com menos frequéncia, nas
amostras estocadas a temperatura ambiente que nas amostras refrigeradas, isto
pois, tém sido proposto que as plaquetas séao ativadas quando entram em contato
com o EDTA em baixas temperaturas. Essa informagdo corrobora com os
resultados do presente trabalho. As amostras foram examinadas dez minutos
apoés retornarem a temperatura ambiente, tempo diferente utilizado por PASTOR
et al (1997), que as mantinha cinco minutos em temperatura ambiente, e
FURLANELLO et al. (2006), que processava as amostras apds deixa-las trinta

minutos em temperatura ambiente.
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8. CONCLUSOES

Com o referido estudo, podemos chegar as seguintes conclusdes:

1- Deve-se processar a amostra de sangue para hemograma:

e Dentro de no maximo 8 horas em temperatura ambiente.

e Dentro do prazo de até 48 horas em temperatura de refrigeracéo, a 4°C.
2- Amostras de sangue refrigeradas devem permanecer mais de dez minutos em
temperatura ambiente antes da analise, para evitar contagens subestimadas do
namero de plaquetas.
3- O estadiamento da doenca renal crénica ndo mostrou grande influéncia nos
parametros eritrocitarios, quando comparado as amostras de animais sadios. Os
reticulécitos mostraram uma pequena alteragdao significativa, que pode ser
resultado da maturacéo tardia causada pela DRC.
4- Nao se pode tirar conclusdes definitivas sobre a influéncia da DRC no
leucograma. A principio, nenhuma alteracdo significativa foi observada entre
animais sadios e doentes renais cronicos.
5- Nao houve alteracdo significativa na contagem de plaquetas nos diferentes
estagios da doenca renal crénica.
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