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RESUMO

As amostras sanguineas podem conter alteracdes hematoldgicas ocasionadas pela acdo de anticoagulantes,
acarretando assim na omissdo de resultados laboratoriais confidveis e podendo levar a erros de diagnéstico. O
presente estudo visou avaliar os resultados de hemogramas pertencentes a cdes que foram obtidos através da
utilizagdo de dois diferentes anticoagulantes, sendo avaliados hemacias, leucécitos e plaquetas. Para isso fez-se a
coleta de sangue por venopuncdo jugular dos animais e dividiu-se a amostra em um tubo contendo &cido
etilenodianimotetracético (EDTA) e outro com citrato de sodio 3,2%. As amostras foram analisadas em trés
diferentes tempos, sendo trinta amostras analisadas no tempo de Oh (T1), dez amostras analisadas no tempo de
Oh (T1) e 3h (T2) e dez amostras analisadas no tempo de Oh (T1) e 5h (T3). As analises foram representadas
através de graficos, e os dados encontrados demonstraram uma diminuicéo na contagem de plaquetas em todas
as amostras colhidas com citrato de s6dio, mostrando uma reducéo na contagem de plaquetas em T1 e ao longo
de T2 e T3. Na contagem de leucécitos 0 EDTA se manteve mais estavel nas amostras analisadas em T2 e T3, j&
na contagem de hemacias ambos os anticoagulantes se mantiveram estaveis em T2 e T3, mostrando um nimero
reduzido de hemacias em amostras colhidas com citrato de sodio. A partir dos dados obtidos, 0 EDTA deve ser o

anticoagulante de escolha, pois apresentou maior estabilidade nos tempos analisados na maioria das amostras.
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1. INTRODUCAO

Um laboratério de patologia clinica tem como propdsito fundamental realizar
procedimentos analiticos de forma adequada, auxiliando no diagndstico e tratamento do
paciente. O exame laboratorial € um meio de diagndstico complementar, com a finalidade de
acompanhamento das condic¢des de satde do animal (MOHRI et al., 2007).

O hemograma é de grande importancia e muito solicitado na clinica de animais de
companhia, sendo importante no acompanhamento e no tratamento de diversos distirbios
hematoldgicos, portanto é necessario que os resultados do hemograma sejam confiaveis para

uma correta interpretacdo, porém muitos fatores sdo determinantes para uma boa anélise,
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incluindo fatores pré-analiticos como métodos de coleta, tipo do anticoagulante e tempo de
armazenamento (BUTTARELLO, 2004).

Tem-se a necessidade de acuracia em exames complementares a fim de se realizar a
avaliacdo do paciente e obter o diagndstico definitivo. Porém, inimeros fatores sao
responsaveis por ocasionar interferéncia no resultado das anélises hematoldgicas, acarretando
assim em erroneidade dos resultados e do diagndstico. O presente estudo visa comparar a agdo
dos anticoagulantes EDTA e citrato de sodio em hemogramas realizados em diferentes

intervalos de tempo, contribuindo assim para a acuracia do hemograma em caes.

2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

Na clinica de animais de companhia o hemograma é o exame laboratorial mais
solicitado devido ao baixo custo, praticidade e grande eficiéncia no acompanhamento do
estado geral do paciente e no auxilio ao diagnostico definitivo. Além disso, também &
imprescindivel o pedido de hemograma completo do animal antes do mesmo ser encaminhado
para qualquer procedimento cirargico (LOPES et al., 2009).

Vérios fatores podem contribuir para um resultado incorreto das amostras
hematoldgicas, tais como os métodos de coleta, tempo, forma de armazenamento e a
proporcéo de sangue e anticoagulante (OLIVEIRA et., al 2011), devido a isso, a idoneidade
dos laudos emitidos por laboratérios de andlises clinicas é essencial, pois cerca de 70% dos
diagnosticos séo feitos com base nesses resultados (GUIMARAES et al., 2011)

Levando-se em conta essas informacbes é fundamental dispor de estratégias para
evitar a ocorréncia de erros durante as fases pré-analitica, analitica e pds-analitica do
hemograma (COSTA, MORELLI, 2012), pois segundo Guimardes (2011) a etapa pré-analitica
compreende a anamnese, preparacdao do paciente, coleta, armazenamento das amostras e € a
fase que alberga a maior parte dos erros devido aos procedimentos serem manuais.

Para manter a integridade das células, a amostra sanguinea deve ser colocada em um
tubo contendo anticoagulante, um aditivo que interrompe a coagulagdo do sangue de forma
que a concentracdo da substancia a ser mensurada ndo sofre alteracdes por determinado
periodo (MOHRI, 2007), para que o resultado do teste tenha confiabilidade é imprescindivel a
adequada escolha do anticoagulante (BRAUN, 2015).

O é&cido etileno-diamino-tetra-acético (EDTA) é um anticoagulante encontrado na

forma de sal de s6dio ou potassio, por ser um agente quelante do célcio ao reagir com o
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mesmo impede sua acdo no processo de coagulacdo (GARCIA-NAVARRO et al., 2005). Para
Kerr (2003) o EDTA néo preserva as células, mas é o anticoagulante de escolha para o
hemograma na medicina veterinaria por ser o que menos as danifica. Ele preserva melhor o
volume celular e as caracteristicas morfologicas das células no esfregaco sanguineo, mas em
muitos casos causa alteracdo na contagem de plaguetas, mostrando nimeros muito abaixo dos
parametros padrdes, enquanto o sangue coletado com citrato de s6dio ou heparina apresentam
valores normais (THRALL, 2007).

O anticoagulante citrato de sodio reage com o célcio e impede sua acao no processo de
coagulagdo, mas tem a desvantagem de ocasionar alteracbes morfologicas nas células
(NAVARRO & PACHALY, 1994). Seu uso acaba se restringindo a dosagem de glicose,
testes bioguimicos, testes de coagulacdo sanguinea e devido a sua baixa toxicidade, também é
indicado para transfusdes (THRALL, 2007).

A proporgdo de sangue e anticoagulante também deve ser obedecida, pois o0 excesso de
EDTA induz a modificagbes na membrana celular, podendo causar desidratacdo dos
eritrocitos, diminuindo o volume corpuscular (SILVA, 2009). Amostras processadas em
tempo superior ao indicado também sofrem grandes alteracfes comprometendo o resultado do
hemograma. (OLIVEIRA et., al 2011). Silva (2016) relata que amostras que ficam
armazenadas por um longo periodo de tempo, podem apresentar alteracbes morfolégicas em
neutrofilos, linfocitos e mondcitos.

Tubos com anticoagulante podem causar alteracdes nos resultados plaquetarios de
amostras sanguineas, como a pseudotrombocitopenia que se define pelo falso nimero de
plaquetas abaixo do valor de referéncia. Um dos fatores que pode causar a
pseudotrombocitopenia se da por uma modificacdo antigénica na superficie da plaqueta,
originada pelo uso de anticoagulante. O anticoagulante citrato de sodio é de preferéncia
guando ha pseudotrombocitopenia induzida pelo EDTA. Contudo, alguns autores relatam que
o citrato de s6dio pode provocar aglutinacdo in vitro. (DUSSE et al., 2011).

O EDTA ¢ o anticoagulante de eleicdo para coleta de sangue em testes que avaliam
contagens celulares e exames que dependem da integridade celular. Este anticoagulante
mostra em sua estrutura conjuntos amina e carboxilato, que se organizam com metais duros,
estimulando a cascata de coagulacdo (ASSIS et al., 2011).

O EDTA ¢é fundamental em vérias de suas fases e age como um mediador, bem como
na relacdo célula a célula durante as reacfes de coagulacdo (NAVARRO, 2005). O citrato de
sodio € usado para determinagdo bioquimica de substancias ou fatores que se relacionam aos

mecanismos de coagulagdo (THRALL, 2007).
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi aprovado pela comissdo de ética no uso de animais (CEUA). O
presente trabalho foi realizado no Hospital Veterinario FAG, situado em Cascavel, municipio
pertencente a regido oeste do estado do Parana. O experimento foi realizado com 15 cdes que
foram escolhidos de forma aleatéria no momento do exame clinico, sendo de sexo, raca e
portes distintos.

Ap0s anti-sepsia realizou-se a coleta de sangue por venopuncao jugular, com agulha
25x7 mm acoplada em seringas de 5ml, seguida da imediata distribuicdo para tubos de
polipropileno de 1ml com 0,05ml de EDTA e 4ml com citrato de sodio a 3,2%, resultando em
um total de 30 amostras.

As amostras foram divididas em aliquotas pares e encaminhadas para o laboratorio de
patologia clinica do Hospital Veterindrio FAG, onde ocorreu a avaliacdo da amostra em trés
tempos distintos. O tempo um (T1) se deu logo ap6s a coleta em 30 amostras, em seguida as
amostras foram mantidas sob refrigeracdo a uma temperatura de 4°C até serem avaliadas
novamente no tempo dois (T2), sendo avaliadas 10 amostras apos trés horas e no tempo 3
(T3), apbs cinco horas, outras 10 amostras foram analisadas.

Os resultados das amostras foram processadas no analisador hematoldgico
automatizado Sysmex pocH-100iV Diff®, observando os padrbes hematolégicos de
hemécias, leucdcitos e plaguetas. Em uma planilha quantificou-se o resultado dos

hemogramas, demonstrando as médias variancias entre os diferentes anticoagulantes.

4. ANALISES E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Fez-se a comparagdo na contagem total de hemécias, leucdcitos e plaquetas em um
total de 30 amostras analisadas, sendo quinze amostras com EDTA e quinze amostras com
citrato de sodio,

Resultados referentes a contagem de leucdcitos, onde foram analisados cinco tubos
contendo EDTA e cinco tubos contendo citrato de sédio em T1 (zero hora) e T2 (trés horas)
ndo apresentaram diferencas estatisticas significantes para tubos contendo EDTA com o
passar do tempo, apresentou uma maior variagdo em tubos com citrato de s6dio como mostra
abaixo no Grafico 1, demonstrando uma reducdo na contagem de leucdcitos trés horas apos a

coleta.
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Gréfico 1 - Contagem total de leucocitosem Tl e T2.
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Fonte: Arquivo Pessoal, 2018.

Como demonstram os dados, a contagem de leucécitos nas amostras colhidas com
EDTA se manteve mais estdvel com o passar do tempo em compara¢do ao citrato de sddio,
pois ndo houve diferenga expressiva entre os tempos de contagem.

No Gréafico 2, estdo representados os dados da contagem de leucdcitos em T1 (zero
hora) e T3 (cinco horas) de dez amostras. Podemos observar gque as analises das amostras com
EDTA néo tiverem diferencgas relevantes ao longo do tempo, ja as amostras com citrato de

sodio apresentaram novamente uma reducdo na contagem de leucécitos apos cinco horas.

Gréfico 2 - Contagem de leucécitosem Tl e T3.
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Fonte: Arquivo Pessoal, 2018.

No Grafico 3 estdo representados os resultados de 30 amostras analisadas no tempo

zero, mostrando um valor inferior na contagem de leucdcitos para citrato de sodio com média
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de 14,4, ndo apresentando diferenca significativa entre as médias das amostras analisadas
quando comparadas com EDTA que apresentou uma média de 15,08.

Corroborando com estudos feitos por COHLE et al. (1981), ndo foram observadas
alteracdes significativas nos leucocitos nas amostras de sangue humano armazenadas sob

refrigeracdo ou temperatura ambiente por um periodo de até 48 horas.

Gréfico 3 - Contagem de leucécitos no T1.
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Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

Os resultados na contagem de plaquetas de 10 amostras no T1 apresentaram média de
395 para amostras colhidas com EDTA, e média de 279 para amostras colhidas com citrato de
sodio, demonstrando uma diferenca significativa. A contagem de plaquetas no T2 apresentou
uma media de 380 para amostras com EDTA, e media de 241 para amostras com citrato de
sodio, exibindo uma reducdo maior no nimero de plaquetas em amostras contendo citrato de
sodio ao longo de trés horas, conforme mostra no Grafico 4.

Analisando os resultados na contagem de plaquetas, notou-se que as amostras
contendo EDTA se mantiveram mais estaveis, em contrapartida, o citrato de sddio apresentou
valores menores em todas as amostras analisadas quando comparadas ao EDTA.

Estudos realizados com sangue canino demonstraram uma diminui¢do expressiva na
contagem de plaquetas em amostras com citrato de sodio ap6s determinado periodo de tempo,
sugerindo que essa diminuicdo se da devido a aglutinacdo ou satelitismo plaquetario
(OLIVEIRA, 2010).
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Grafico 4 - Contagem de plaquetas em T1 e T2..
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Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

Em 10 amostras analisadas em T1 e T3, demonstraram que o EDTA apresentou um
aumento significativo na contagem de plaquetas em ambos os tempos quando comparado ao
citrato de sodio. Na contagem de plaquetas em tubos com EDTA a média foi de 229,8 em T1,
tendo um aumento gradativo ap6s cinco horas de repouso, expondo uma média de 305 em T3,
tendo um aumento consideravel no nimero de plaquetas. Em tubos contendo citrato de sodio,
a média foi de 185,8 em T1, e houve uma discreta diminui¢cdo na contagem de plaquetas em

T3, com média de 163,8, sem diferencas expressivas.

Grafico 5 — Contagem de plaquetasem Tl e T3.
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As trinta amostras analisadas em T1 exibiram uma contagem de plaquetas superior nos
tubos com EDTA em relag&o ao citrato de sodio. Os tubos contendo EDTA apresentaram uma
média de 351,3, enquanto as amostras com citrato de sdédio demonstraram média de 255,73,
expondo um maior ndmero de plaquetas em amostras com EDTA quando comparadas ao
citrato de sodio, conforme mostra o Gréfico 6.

Em estudo comparativo entre 0 EDTA e o citrato de sodio em cdes, mostrou que o
EDTA é mais eficaz, inibindo a formacdo de agregados plaquetarios. Pesquisadores
compararam os efeitos do EDTA e citrato de sodio, e condi¢bes de armazenamento da
amostra sobre a agregacdo plaquetéria e tamanho das plaquetas em cées saudaveis. O estudo
mostrou que a agregacdo plaquetaria foi de 1,9 vezes mais provaveis com citrato de sodio,
guando comparado com o EDTA. Esta analise do estudo corrobora com o presente trabalho
onde se teve uma agregacdo plaquetaria maior no anticoagulante citrato de sodio.
(MYLONAKIS et al., 2008).

De acordo com Dusse et al., (2004), o citrato de sédio pode causar aglutinacdo das
plaquetas in vitro, causando uma diminuicdo na contagem total de plaquetas. Para Stokol e
Erb (2007) o citrato de sddio deve ser recomendado somente quando forem utilizados valores

de referéncia exclusivos para esse anticoagulante.

Gréfico 6 — Contagem de plaquetas em T1.
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Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

Na contagem de hemécias de 10 amostras, em tempos T1 e T2, as variacdes foram
irrelevantes, percebe-se que o nimero de hemécias nos tubos contendo citrato de sodio foi

menor em relagdo aos tubos com EDTA.



Vinicius Anténio Marchi Carneiro — Vanessa Tharin Krzyonoski Holsbach

Gréafico 7 — Contagem de hemacias em EDTA e citrato de sodio em T1 e T2.
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Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

A andlise de 10 amostras em T1 e T3 se mantiveram estaveis, mantendo a diferenca do
Gréafico 7, onde os tubos contendo citrato de sddio apresentaram um numero menor de

hemaécias quando comparados aos tubos com EDTA.

Gréfico 8 — Contagem de hemacias em EDTA e citrato de sodio em T1 e T3.
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Em 30 amostras analisadas em T1 na contagem de hemdcias, as amostras com citrato
de sodio apresentaram uma média inferior em relacdo as amostras com EDTA. A média da
contagem de heméacias com EDTA foi de 5,97, enquanto as amostras com citrato

apresentaram média de 4,73.
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Estudos realizados por Freise (2008) demonstraram que ndo houve alteragdes na
contagem de hemécias de sangue humano mantido sob refrigeracédo, ficando de acordo com o
presente estudo. O decréscimo na contagem de hemécias em tubos com citrato de sédio

provavelmente ocorreu devido a lise das hemacias.

Gréfico 9 — Contagem de hemécias em EDTA e citrato de sédio em T1.
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Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, a contagem de leucdcitos se manteve mais estavel em amostras colhidas
com EDTA, desde a colheita até trés e cinco horas depois, quando comparadas ao citrato de
sodio onde se observou uma redugdo no nimero de leucdcitos apos T2 e T3.

A contagem de plaquetas em sangue canino apresentou uma diferenca significativa
entre ambos o0s anticoagulantes, demonstrando numeros menores em todas as amostras
analisadas em tubos contendo citrato de s6dio e uma diminuicdo gradativa na contagem de
plaquetas em T2 e T3.

O EDTA e citrato de sddio mantiveram-se estaveis na contagem de hemécias ao longo
de T2 e T3. Amostras colhidas com EDTA apresentaram médias superiores em relacdo as
amostras colhidas com citrato de sodio.

Os dados obtidos em trinta amostras analisadas permitem concluir que o EDTA se
apresentou mais estavel em todas as condi¢es de tempo. Portanto, 0 EDTA deve ser o

anticoagulante de escolha para avaliagdo de hemécias, plaquetas e leucocitos.
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