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bioquimicos na veterinaria

1. INTRODUCAO E OBJETIVO

Os exames hematoldgicos e bioquimicos auxiliam no
diagnéstico, prognostico e acompanhamento de doengas veterinarias
(Rahman, 2018). Na interpretacdo desses exames € indispensavel que os
intervalos de referéncia (IRs) estabelecidos para a espécie sejam comparados
com os resultados do paciente (Russell e Roussel, 2007; George et al., 2010).

Os IRs sdao determinados a partir de animais saudaveis, utilizando
metodologias padronizadas, calculos estatisticos e representam uma
estimativa dentro da qual 95% dos individuos clinicamente sadios devem ser
encontrados (George et al., 2010). Os IRs podem variar, principalmente, por
fatores genéticos, demograficos, nutricionais, analiticos e ambientais
(Friedrichs et al., 2010; Odhiambo et al., 2015). Assim, é importante
estabelecer intervalos que se aproximem da realidade nacional, regional ou,
preferencialmente, da populacdo atendida pelo laboratorio (Chung et al.,
2016).

Estipular IRs préprios é dispendioso para sua execucao, além de
ser mais trabalhoso e requerer a utilizagdo de um elevado nimero de animais.
A validagao de intervalos ja existentes é uma alternativa, necessitando para
isso apenas de 20 amostras de animais saudaveis (Nielsen et al., 2010).

No Brasil os IRs hematologicos e bioquimicos utilizados
rotineiramente na veterinaria foram estabelecidos ha bastante tempo, em
outras regidoes geograficas e, provavelmente, nao retratam a realidade atual.
Assim, fica demonstrada a importancia da atualizagdo ou validacao dos IRs ja
existentes.

Nesse contexto, a presente nota técnica tem como objetivo
descrever um procedimento que pode ser utilizado na validacao de IRs para o

hemograma e exames bioquimicos veterinarios.
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2. PROPOSTA METODOLOGICA

A metodologia apresentada segue o protocolo do Clinical and
Laboratory Standards Institute-CLS/ e foi utilizada na validacao de IRs para o
hemograma e exames bioquimicos de cdes domiciliados na AmazOnia
Oriental (Marques et al., 2021).

A seguir serao descritos as etapas importantes para realizacdao da
metodologia de validagdo, a saber: escolha dos Intervalos de referéncia e
parametros a serem validados; selecao dos animais; coleta e processamento
das amostras e procedimento de validagdo. A titulo de exemplificagdao sao

apresentados os resultados da validacao realizada por Marques et al. (2021).

Etapa 1. Escolha dos Intervalos de referéncia e parametros a serem validados

Nessa etapa sugerimos que sejam escolhidos para validacdo os
IRs utilizados no laboratério e liberados nos laudos dos exames. No trabalho
de Marques et al. (2021) foram utilizados os IRs estabelecidos por Jain (1993)
e Kaneko (1997) para o hemograma e os exames bioquimicos,
respectivamente. Esses intervalos sdo utilizados por muitos laboratorios
veterinarios e expressos nos resultados do dos exames.

A selecao dos parametros que serdao submetidos ao processo de
validacdo pode ser realizada de acordo com as necessidades de cada
laboratério. Recomendamos que todos os parametros descritos no
hemograma sejam utilizados na validagdo. Para os exames bioquimicos
podem ser validados os analitos mais frequentemente utilizados na rotina,
como exemplo: enzimas, glicose, proteinas totais e fragdes, bilirrubina, ureia,
creatinina, colesterol e triglicerideos. No quadro 1 estdo descritos o
parametros submetidos ao processo de validagdo realizado por Marques et al.
(2021).
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Quadro 1. Parametros hematoldgicos e bioquimicos submetidos ao
procedimento de validacao realizado por Marques et al. (2021).

Parametros hematologicos Parametros Bioquimicos
(unidades) (unidades)

Hemacias (x106/ul) Albumina (g/L)
Hemoglobina (g/dL) ALT (U/L)
Hematocrito (%) AST (U/L)

VGM (fl) Colesterol (mg/dl)
CHGM (%) Creatinina (mg/dl)
Leucocitos (x 103/pL) Fosfatase alcalina (U/L)
Monécitos (x 103/uL) GGT (U/L)

Linfécitos (x 103/ulL) Glicose (mg/dl)
Neutrofilos Segmentados (x 103/uL) Globulinas (g/L)
Neutrofilos em bastdo (x 103/ulL) Proteinas totais (g/L)
Eosindfilos (x 103/pL) Triglicerideos (mg/dl)
Basofilos (x 103/pL) Ureia (mg/dl)

VGM- Volume Globular Médio; CHCM- Concentracdao de Hemoglobina Globular Média; ALT-
Alanina Aminotransferase; AST- Aspartato Aminotransferase; GGT- Gamaglutamiltransferase.

Etapa 2. Selecdo dos animais

No Procedimento de validacdo sao utilizadas, no minimo,
amostras de 20 animais clinicamente saudaveis. Entretanto, pode ser
necessaria uma segunda amostragem para concluir ou ndo a validagdo de
alguns parametros hematoldgicos ou bioquimicos. Assim, recomendamos
que sejam utilizados o dobro (n=40) ou um numero maior de animais.

Os animais devem passar por um rigoroso exame clinico e
recomenda-se aplicagdo de um questionario ao tutor para avaliagdo do
historico dos animais. Devem ser excluidos animais gestantes ou em lactagao,
filhotes, idosos, com doenca clinica em curso, com lesdes aparentes, ou que
estejam utilizando medicagdes como hormdnios ou promotores de
crescimento, indutores enzimaticos (corticosteroides ou antiepilépticos), entre
outras drogas que podem interferir nos exames hematologicos e bioquimicos

de acordo com o estabelecido por Friedrichs et al. (2012).
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O protocolo experimental deve ser aprovado por um Comité de
Etica para Uso de Animais (CEUA). Lembrar que a utilizacdo de vertebrados
em pesquisa e ensino é regulamentada pela Lei Federal n°® 11.794/08, assim a
aprovacao ética do protocolo deve ser previamente realizada.

No trabalho de Marques et al. (2021) foram utilizados 44 animais
adultos (com mais de um ano de idade) de diferentes ragas e sexos, que nao
apresentavam sinais de doenca nas duas semanas anteriores ou seguintes a
coleta de amostras. Os tutores responderam um questionario sobre o
historico clinico dos animais com perguntas sobre manejo alimentar,
utilizacdo de medicagbes, esquemas de vacinagcao, vermifugacao etc
(APENDICE A).

Etapa 3. Coleta e processamento das amostras

Para coleta os animais podem ser contidos fisicamente e, quando
necessario, focinheiras devem ser utilizadas. O sangue pode ser obtido
preferencialmente por puncao da veia cefalica, utilizando seringas e agulhas
descartaveis. Em animais de pequeno porte recomenda-se a utilizacdo da veia
jugular e microtubos de coleta.

O procedimento de coleta deve ser realizado obedecendo todas
as recomendacgoes pré-analiticas de cuidados com o paciente e amostra. Os
animais devem estar em jejum de oito horas, tranquilos e descansados. A
coleta deve ser rapida, minimizando o estresse e com garroteamento nao
ultrapassando um minuto.

Os cuidados com a amostra incluem: utilizar o tubo adequado
para o exame; identificar corretamente o tubo e as fichas de cada animal;
respeitar a correta relacdo anticoagulante/sangue; refrigerar as amostras e
remeter o mais rapido possivel ao laboratério. As amostras para o
hemograma devem ser processadas em até 6 horas apos a coleta. O soro ou

plasma para os exames bioquimicos devem ser congelados e processados em
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até 15 dias.

O procedimento analitico das amostras pode ser realizado
usando a metodologia (manual ou automatizada) e equipamentos da rotina
do laboratorio. Recomenda-se que a calibracao, a manutencao preventiva e
os procedimentos de controle de qualidade estejam atualizados. No
fluxograma estao descritos os procedimentos de coleta e processamento das
amostras realizado no trabalho de Marques et al. (2021).

Figura 1. Fluxograma de coleta e processamento de amostras.
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E importante excluir as amostras que apresentem coagulos, lipemia, hemolise
ou outras alteragdes pré-analiticas que possam interferir nos resultados do
hemograma e analises bioquimicas.
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Etapa 4. Protocolo de validacao

Da populacdao de referéncia (animais clinicamente saudaveis),
selecionar aleatoriamente 20 amostras e comparar o resultado de cada
parametro hematoldgico ou bioquimico com o IRs que se deseja validar (12
amostragem). O parametro é considerado validado quando apenas duas
amostras estiverem fora do intervalo de referéncia estabelecido, ou seja, 10%
do total. Quando cinco ou mais amostras ficarem fora do intervalo de
referéncia este € imediatamente rejeitado. Caso o ndmero de amostras
divergentes seja de trés a quatro, uma nova amostragem pode ser realizada
(22amostragem), utilizando outros 20 animais saudaveis e deve-se proceder
como na primeira amostragem. Quando, apdés a segunda amostragem, os
resultados permanecerem rejeitados um novo IR deve ser calculado para esse

parametro.

Figura 2. Procedimento de validacao de intervalos de referéncia (Marques et
al, 2022) adaptado de Nielsen et al. (2010).
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3. RESULTADO DO PROCEDIMENTO DE VALIDAGCAO (Marques et al., 2021)

Dos 44 caes utilizados por Marques et al. (2021), 24 eram fémeas
e 20 machos de racas variadas. A idade dos caes variou entre um a nove anos
(3,5+2,07 anos).

Foram submetidos ao processo de validacdo um total de 25
parametros (13 hematoldgicos e 12 bioquimicos). Desse total, 76% (19/25)
dos intervalos foram validados e 24% (6/25) foram rejeitados.
Para os parametros hematolégicos, o método validou 69,2% (9/13) dos
parametros. Os resultados obtidos para eosinéfilos e hemoglobina foram
rejeitados na primeira amostragem, com sete amostras fora do intervalo de
referéncia. Os resultados de linfocitos e CHGM tiveram que ser submetidos a
uma segunda amostragem e permaneceram nao validados (tabela 1). Os
demais parametros hematologicos foram validados no primeiro

procedimento de amostragem.

Tabela 1. Intervalos de Referéncia (IRs) hematologicos (Jain, 1993) e
bioquimicos (Kaneko, 1997) para espécie canina e o resultado do
procedimento de validagao para os seis parametros nao validados.

12 28 IRs IRs
Parametros amostragem amostragem Jain (1993) Kaneko
(1997)
Albumina (g/L) 9/20 - - 26-33
GGT (U/L) 7/20 - - 0-10
Hemoglobina (g/dL) 7/20 - 12-18 -
CHGM (%) 3/20 4/20 32-36 -
Linfécitos (x103/pL) 3/20 6/20 1.0-4.8 -
Eosinofilos(x103/pl) 7/20 - 0.1-1.25 -

GGT = Gama Glutamiltransferase; CHGM = Concentra¢do de Hemoglobina Globular Média
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Para bioquimica foram validados 83,3% (10/12) dos parametros
testados. Apenas dois (albumina e GGT) foram rejeitados na primeira
amostragem, pois mais de cinco amostras estavam fora do intervalo de
referéncia proposto por Kaneko (1997). Os resultados de proteina total e ureia
tiveram que passar por uma segunda amostragem, pois trés amostras ficaram
fora do intervalo, e foram validados. Os demais parametros foram validados.

Para os parametros nao validados é importante que novos IRs
sejam estabelecidos, pois serdao mais representativos da populacdo atendida
pelo laboratoério. Para esse propdsito pode-se utilizar os resultados obtidos
de toda populacao de referéncia selecionada para o processo de validagao. O
QRcode abaixo direciona para o artigo de Marques et al. (2021), onde pode
ser encontrada a metodologia utilizada para estabelecimento de IRs

utilizando pequenas amostras.

“Validacdo dos intervalos de
referéncia  hematologicos e

bioquimicos estabelecidos para
caes domiciliados na Amazonia
Oriental, Para, Brasil”
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4. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

A principal recomendacdo é que cada laboratorio veterinario
estabeleca seus proprios IRs, pois sdo mais representativos da populacao
atendida. Na impossibilidade de estabelecer intervalos proprios, o
procedimento de validacdo descrito na presente nota técnica pode ser
utilizado para verificar se intervalos antigos ou estabelecidos em outras
regides geograficas sao validos para realidade local.

Os IRs estabelecidos para outros parametros bioquimicos
(eletrolitos, minerais e outras enzimas) devem passar pelo procedimento de
validacao e, se necessario, novos intervalos devem ser estabelecidos para os
que nao forem validados.

A recomendacao de validar ou estabelecer novos IRs pode e deve
ser ampliada também para outras espécies domeésticas (felinos, ovinos,
caprinos, bovinos, suinos, equinos e bubalinos) e silvestres.

O trabalho de Marques et al. (2021) demonstrou que, para a
maioria dos parametros bioquimicos e hematoldgicos, os IRs estabelecidos
previamente na literatura ainda sdo validos para utilizacdo em céaes criados na

Amazonia Oriental.
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APENDICE A

Questionario — Aspectos sanitarios dos animais a serem selecionados para
o procedimento de validacao de IRs

Universidade Federal do Para
Instituto de Ciéncias Biologicas
Programa de Pos-Graduacao em Analises Clinicas

Dados do Tutor

Nome: Sexo: Ocupacao:
Endereco: E-mail:
Nome: Raca: Sexo: Idade:

1. Tipo de alimentacao:

Industrial () Caseira( ) Mista( ) Petiscos( )

2. Manejo alimentar:

Umavezaodia( )Até3vezesaodia( ) avontade( )
3. Vocé leva seu animal ao veterinario?

Nunca( ) Periodicamente( ) So6 quando adoece( )
4. Vacinacao em dia?

sim( )Nao( )

5. Quais vacinas?

6. Onde vacina?

Campanha () Casa agropecuaria( ) Clinica veterinaria ()

7. Fez exames laboratoriais (hemograma, bioquimica, urinalise,
parasitologico etc) nos ultimos 60 dias?

Sim( )Nao( )

8. Se sim, quais?

9. Caso tenha feito exames, o resultados estavam normais?
Sim( )Na&ao( )
10. Se nao, quais as alteracées observadas nos exames?

11. Vermifugacao recente?
Sim( )Nao( )
12. Se sim, qual medicacao usada? Ha quanto tempo?
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13. Historico de doencas nos ultimos 60 dias?
Sim( )Nao( )
14. Se sim, quais doencas diagnosticadas?

15. Uso de medicacao recente?
Sim( )Nao( )
16. Se sim, quais?

17. Uso de medicacao de uso continuo?
Sim( )Nao( )
18. Se sim, quais?

19. Faz uso de hormonios, promotores de crescimento ou corticoides?
Sim( )Nao( )

20. Historico de convulsoes?

Sim( )Nao( )

21. Miccao normal?

Sim( )Nao( )

22. Se nao, descrever o problema:

23. Defecacao normal?
Sim( )Nao( )
24. Se nao, descrever a alteracao nas fezes:

25. Presenca de ectoparasitas?
Sim( )Nao( )
26. Se sim, quais?

27. O animal ja passou por cirurgia recente?
Sim( )Nao( )
28. Se sim, quais e ha quanto tempo?

29. Problemas de pele?
Sim( )Nao( )
30. Se sim, quais e qual o tratamento?

31. O animal tem acesso a rua?

Sim( )Na&ao( )

32. Tem contato com outros animais?
Sim( )Nao( )





