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RESUMO

O resultado de um exame laboratorial confidvel e de qualidade depende
do preparo do animal, da colheita do material e do manuseio e
armazenamento da amostra colhida. Fatores como hemdlise, medo,
excitacdo, lipemia, armazenamento inadequado, demora no
processamento da amostra e a falta de informagdes sobre os sinais clinicos
e medicamentos utilizados no paciente podem interferir no diagndstico e
tratamento de diversas patologias. Este trabalho tem o objetivo de fazer
uma revisdo bibliogrdfica sobre os cuidados que devem ser tomados ao
colher e enviar amostras para realizacdo de exames complementares no
laboratério de Patologia Clinica.
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ABSTRACT

The result of a reliable and of quality laboratory procedure depends on
the preparation of the animal, collection of the material, handle and
storagethe sample collected. Factors such as hemolysis, fear, excitement,
lipemia, inadequate stock, delay on the sample processing and the lack of
information of the clinical signs and the drugs used in the patient may
interfere in the diagnostic and treatment of several pathologies. This essay
aims to make a bibliography review about the cares that must be taken
when collecting and sending samples for complementary exams to the
clinic pathology laboratory.

Key words: collection, hemolysis, lipemia, clinic pathology.

INTRODUCAO

A acuracia dos testes laboratoriais e a interpretacdo dos resultados
dependem, primariamente, da qualidade da amostra recebida. Respeitar
as técnicas de colheita prepara-las e realiza-las com cuidado, buscando
artificios para minimizar as alteracbes que possam ocorrer antes (ex.
estresse), durante (ex. garroteamento prolongado a anti-sepsia
inadequada), e apds colheita (ex. contaminacdo) colabora para que haja
uma correta interpretacdo dos exames. A confiabilidade no uso do
laboratério como apoio diagnéstico depende da qualidade do material
utilizado para andlise, ou seja, colheita e conservacdo adequada da
amostra. Adicionalmente, para o aproveitamento 6timo das andlises em
patologia clinica deve existir uma relacdo estreita entre o médico
veterinario clinico e o laboratério de diagnéstico.

Os autores Gonzales e Silva (2003); Kerr (2003) e Rebar et al. (2003)
relatam que envio de amostras inadequadas implica em perda de tempo,
de recursos e, em ocasides, complicacoes na saiude do animal devido a
uma interpretacdo incompleta ou incorreta de resultados.

ENVIO DE AMOSTRAS

Amostras enviadas a qualquer laboratdrio de diagndstico, devem possuir
uma identificacdo adequada, utilizando material que resista ao manejo,
isto é, tintas permanentes resistentes a agua, fitas com cola ou etiquetas
com adesivo apropriado. Devem ser enviadas logo apds a colheita e de
preferéncia refrigeradas.

Gonzaéles e Silva (2003), Kerr (2003) e Rebar et al. (2003) comentam que
as amostras devem ser acompanhadas com um protocolo que inclua:
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* Identificacdo do proprietdrio, médico veterindrio ou pessoa responsavel,
telefone e endereco;

* Dados de identificacdo do animal ou animais amostrado(s);

* Anamnese completa do paciente e/ou do rebanho, sem omitir dados
relevantes da histdria clinica, nutricdo, reproducao, producdo e manejo;

* A suspeita de doencas infecciosas, especialmente se elas forem
zoonoticas;

* O uso de qualquer tratamento medicamentoso, dieta diferente, excitacao/
agitacdo durante a colheita da amostra, ou a utilizacdo de um anestésico
geral que possa ser relevante na interpretacdo subseqiiente dos resultados.

Segundo os autores citados acima, conservantes fisicos ou quimicos devem
ser utilizados com muita cautela, pois o uso inadequado pode fazer com
que a amostra seja inviabilizada. A embalagem a ser usada deve ser segura
para a amostra e principalmente aos que a manuseardo. A padronizagao
da colheita por parte do médico veterindrio através de um manual contendo
todos os procedimentos de colheita, € uma forma de garantir a qualidade
do resultado final do exame.

Bush (2004) relata que se varios exames forem realizados, é desejavel colher
todas as amostras no mesmo momento, pois isso permite a correlacdo dos
achados e evita a possibilidade de que, entre as colheitas, o quadro clinico
tenha mudado, produzindo inconsisténcias nos resultados obtidos.

AMOSTRAS PARA HEMOGRAMA

Para o hemograma ndo importa o vaso sangiiineo selecionado para realizar
a obtencdo da amostra, uma vez que nao existem diferencas significativas
nas concentracdes dos componentes sangiiineos que sdo mensurados
(GONZALES e SILVA, 2003). Porém, a veia jugular é grande o suficiente,
até mesmo em gatos para que sejam aspirados até 5 mL de sangue em
poucos segundos. Isso minimiza a estase venosa e a hemodlise e permite
que a amostra seja transferida para um tubo com anticoagulante antes
de comecar a coagular. O periodo de contencdo é muito mais curto e,
muitos animais parecem rejeitar menos o posicionamento (KERR, 2003).

O 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) é o anticoagulante de escolha
para a realizacdo do hemograma nas espécies domésticas com excecao
das ratitas (avestruz) onde é preconizado o uso da heparina, pois nesta
espécie avidria, o contato dos eritrécitos com o EDTA causa hemolise intensa
da amostra. A heparina ndo é capaz de impedir a agregacao plaquetdria e
causa alteracoes morfoldgicas nos leucdcitos, e por isso ndo deve ser
utilizada para a colheita de sangue para fins de realizacdo e interpretacdo
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do hemograma nas espécies veterindrias. O citrato de sddio é recomendado
para os estudos das plaquetas e testes de coagulacdo (REBAR et al., 2003;
SINK e FELDMAN, 2006).

A amostra de sangue pode ser obtida diretamente de um tubo de colheita
contendo anticoagulante (tubos a vacuo) ou com uma seringa e
rapidamente transferido para um tubo de colheita com EDTA. O uso de
tubos a vacuo nao é preconizado em pequenos animais devido a ocorréncia
de hemdlise na amostra, sendo preconizado a colheita em seringa. Apds a
colheita com seringa deve ser realizada a transferéncia do sangue para o
tubo com EDTA, este tubo deve estar inclinado de forma que o sangue
desca pela parede, minimizando a hemolise. Imediatamente o tubo deve
ser fechado e homogeneizado por inversdo delicadamente, propiciando
que o anticoagulante entre em contato com toda a amostra.

E essencial que os tubos com EDTA sejam preenchidos com o volume
especificado no rétulo. Se for colhida uma quantidade muito pequena de
sangue, a concentracdo resultante de EDTA danificard as células, se ao
contrario, o tubo for por preenchido em demasia, o sangue provavelmente
coagulard (KERR, 2003).

Tempo de armazenamento

Segundo Gonzales e Silva (2003) as hemacias apresentam aumento da
suscetibilidade a lise apds 24 horas em contato com EDTA. Este fato
permite que uma amostra possa ser processada até 24 horas ap0s a colheita,
desde que a mesma permaneca sob refrigeracdo, esperando pelo menos
15 minutos depois da colheita em temperatura ambiente antes de ser
refrigerada, para evitar que ocorra hemoélise. Se o sangue colhido
permanecer a temperatura ambiente, deve ser processado o mais rapido
possivel apos a colheita, pois as mostras sangiiineas armazenadas no EDTA
podem produzir alteracdes leucocitarias e artefatos morfoldgicos nas
laminas de esfregaco se o sangue for deixado em temperatura ambiente
por mais de 3 horas (WEISS e TVEDTEN, 2004).

Efeito da hemdlise no hemograma

Segundo Gonzales e Silva (2003); Rebar et al. (2003); Sink e Feldman
(2006), as principais causas de hemdlise sdo:

* Aspirar sangue rapidamente para dentro da seringa, usando uma agulha
com calibre pequeno;

e Tubos com fluoreto, que alteram o metabolismo das hemadcias e a
deterioracdo celular comeca imediatamente.
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* Seringas ou agulhas iimidas, ou dgua entrando nos tubos de colheita;

* Perder o vaso no meio da colheita e aplicar pressao negativa no sangue
ja presente na seringa, ao procurar pelo vaso “perdido”;

* Colocar o sangue no tubo de colheita sem tirar a agulha da seringa, a
qual sempre deve ser removida;

* Homogeneizacdo violenta, pois a inversdo repetida é suficiente para
homogeneizar adequadamente;

* Amostras lipémicas;

* Tempo decorrido até o processamento, especialmente se a amostra nao
for refrigerada;

* Congelamento da amostra.

As alteragcdes no hemograma e proteina plasmatica total decorrentes de
amostras hemolisadas encontram-se listadas na Tabela 1. Cabe salientar
que o grau de alteracoes esta relacionado com a hemolise evidenciada na
amostra.

Tabela 1 - Efeitos da hemdlise nos pardmetros eritrocitarios do hemograma e na proteina plasmatica total (PPT).

EXAME EFEITO DA HEMOLISE
Eritrograma
Contagem de eritrdcitos Diminuicdo
Hematdcrito Diminuicdo
Hemoglobina Aumento
CHCM* Aumento
VCM** Diminuicdo
PPT Aumento

* Concentragdo de hemoglobina corpuscular média; **volume corpuscular médio
Fonte: Meyer et al. (1995).

Efeito da lipemia no hemograma

A lipemia ocorre com freqiiéncia em amostras colhidas exatamente apos
alimentacdo de um paciente (animais monogastricos), ndo sendo um
problema da amostra ou do manuseio desta, e sim uma caracteristica do
paciente, podendo ser evitada pelo jejum no minimo de 6 a 12 horas
(MEYER et al., 1995; KERR, 2003).

No eritrograma a concentracdo de hemoglobina falsamente elevada,
também pode ser causada pela lipemia, devido ao efeito do aumento de
turbidez na membrana fotométrica. Isto resultard em um valor falsamente
elevado de CHCM (KERR, 2003).
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Efeito do medo e excitacdo no hemograma

Esses efeitos sdo principalmente os da adrenalina, e tendem a ser mais
pronunciados no gato que no cdo, além de serem transitérios.
Particularmente no gato, estes efeitos podem estar associados com o medo
e a contencao na colheita e também sdo evidentes em amostras sangiiineas
colhidas sob anestesia geral, se tiver ocorrido excitacdo durante a indugéao
(BUSH, 2004).

Para Gonzales e Silva (2003), Rebar et al. (2003), Bush (2004) e Sink e
Feldman (2006) os principais efeitos do medo e excitacdo no hemograma
sdo descritos como:

* Aumento transitorio no hematdcrito, CHCM e contagem de eritrécitos,
resultante da contrac¢do do bacgo, liberando mais eritrécitos para a
circulacdo;

*Aumento na contagem de neutréfilos segmentados que migram do
compartimento marginal e sdo temporariamente redistribuidos para o
compartimento circulante, causando um discreto aumento no seu
numero, um efeito que dura cerca de 30 minutos. Isto ndo é muito
comum em cdes, mas ocorre freqiientemente em gatos, especialmente
naqueles mais jovens e saudaveis (é menos freqiiente em animais
doentes), sendo que neste caso nao havera desvio a esquerda;

* Aumento tempordrio do numero de linfdécitos na circulagao
(geralmente maior que o aumento de neutrdfilos) ocorre em gatos,
mas niao em caes;

* Alteracdo na contagem de eosindfilos, primeiramente ocorre uma discreta
eosinofilia (pico apds 1 hora), seguida de uma eosinopenia moderada com
menores valores apds, aproximadamente, 4 horas;

* Aumento no numero de plaquetas, pois elas sdo mobilizadas do bago
apos a excitacdo, sendo que no gato pode ser de apenas 3 minutos.

AMOSTRAS PARA PROCEDIMENTOS BIOQUIMICOS

A maior parte das andlises bioquimicas requer sangue total, plasma ou
soro. As instru¢does acompanham os analisadores bioquimicos e devem
ser consultadas para o tipo de amostra exigido (HENDRIX, 2006).

A principal fonte de deterioracdo, no que se refere aos exames bioquimicos,
sdo as hemadcias, as quais devem ser separadas o mais rdpido possivel. A
melhor maneira de tratar uma amostra para bioquimica é fazer a
separacao do plasma ou soro imediatamente depois da colheita. Se houver
atraso na separacao das hemadcias da amostra, isso fard toda a diferenca
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entre uma amostra Util e uma massa hemolisada que nao devera ser
analisada (KERR, 2003).

Efeito da hemdlise sobre a bioquimica sangliinea

As alteracGes nos exames bioquimicos decorrentes da andlise de uma
amostra hemolisada estdo listadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Efeito da hemdlise sobre os resultados dos exames bioquimicos.

EXAME EFEITO DA HEMOLISE

Aspartato aminotransferase — AST Aumento

Alanina aminotransferase — ALT Aumento

Lactato desidrogenase — LDH Aumento

Creatina quinase — CK Aumento

Amilase Diminuicdo

Lipase Aumento

Fosfatase Alcalina Aumento ou diminuicdo (dependendo do método utilizado)
Proteina total Aumento

Albumina Aumento

Cdlcio Aumento

Fdsforo Aumento

Creatinina Diminui¢do (dependendo do método utilizado)
Potdssio Aumento (eqiiino, bovino, cdo da raca Akita)
Bilirrubina Leve aumento

Fonte: Meyer et al. (1995).

Efeito da lipemia na bioquimica sanglinea

A lipemia altera a andlise da amostra devido ao fato de que a opacidade
interfere com andlise fotométrica e, nos casos graves, fica impossivel obter
os valores bioquimicos (MEYER et al., 1995). Bush (2004) relata como
principais efeitos da lipemia na bioquimica sangiliinea, as seguintes
alteracoes:

* Atividade da amilase falsamente elevada, sendo uma consideracao
importante no diagnostico de pancreatite aguda porque a presenca de
lipemia é bastante provavel,

* Niveis de sdédio e potdssio falsamente diminuidos. Os niveis de sédio e
potdssio aparecem menores porque os eletrélitos estdo presentes apenas
na fracdo aquosa do plasma/soro. Quando houver um grande aumento
na fracdo lipidica (ndo aquosa), ha o efeito de “diluicao” de sédio e potassio
presentes no volume da amostra em questao;
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* A hemdlise também é uma conseqiiéncia, pois a lipemia aumenta a
tendéncia a hemolise apos colheita e manipulacao.

Kerr (2003) descreve como efeitos da lipemia o aumento dos valores de
PPT, obtidos com um refratometro. Estes valores podem estar falsamente
elevados pela turbidez e, dependendo da acuracia ou da determinacao de
albumina, produzem uma relacdo albumina/globulina imprecisa.

Efeito do medo e da excitagao na bioquimica sangiiinea

Para Hendrix (2006) o medo e a excitacdo podem causar uma elevagao
nos valores de glicose, porém nos cées a concentragao de glicose raramente
excede 150 mg/dL pela excitacdo e, portanto, € pouco comum haver
glicosuria. Ja nos gatos, a concentracao de glicose no sangue pode atingir
300 a 400 mg/dL ou até mais, com a excitacado e medo podendo ocorrer
glicostria.

AMOSTRA PARA URINALISE

A primeira etapa na realizacdo de uma urindlise é a colheita apropriada
de uma amostra urindria, que deve ser obtida cuidadosamente para
garantir resultados significativos. H4 quatro métodos bdsicos para colheita
de uma amostra urindria: cistocentese, cateterizacdo, compressao vesical
e micc¢ao espontanea (KERR, 2003). Os métodos preferidos sdo cistocentese
e cateterizacdo, pois proporcionam amostras ideais para todos os aspectos
da urindlise ao manter a amostra livre da contaminac¢éo a partir do trato
genital distal e das dreas externas (HENDRIX, 2006).

Idealmente devem-se analisar amostras dentro de 30 minutos apds a
colheita para evitar artefatos pos-colheita e alteracoes degenerativas. Se
uma analise imediata nao for possivel, a refrigeracdo preserva a maior
parte dos constituintes urindrios por 6 a 12 horas adicionais. Em amostras
que sdo deixadas repousar por longos periodos em temperatura ambiente,
pode ocorrer reducdo de concentracoes de glicose e bilirrubina, aumento
de pH resultante de degradacao bacteriana da uréia em amonia, formagéao
de cristais com aumento da turvacdo da amostra, desintegracdo de
cilindros e eritrocitos (especialmente em urina diluida ou alcalina) e
proliferacdo bacteriana. Podem se formar muitos cristais em amostras
refrigeradas. As amostras devem ser aquecidas em temperatura ambiente
antes da avaliacdo e, ocasionalmente, cristais que sdo formados durante
o resfriamento podem nao dissolver quando a amostra é aquecida. As
células tendem a se deteriorar rapidamente na urina e, assim, caso se
tenha de realizar uma avaliacdo citolégica, deve-se centrifugar a urina
logo apds a colheita e acrescentar 1 a 3 gotas de soro do paciente ou
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albumina bovina ao sedimento para preservar a morfologia celular (KERR,
2003; HENDRIX, 2006 ).

Efeito do medo e excitagao na urinélise

Segundo Navarro (1996) e Bush (2004), as alteracdes causadas na
urindlise pelo medo e a excitacdo sdo as seguintes:

* Glicosturia, a chamada glicostria emocional, causada pela liberacao
subita de adrenalina, que leva a um aumento da mobilizacao da glicose.

* pH aumentado que pode ser resultado de ansiedade, causando palpitagdo
(hiperventilagdo) e perda de di6éxido de carbono.

AMOSTRAS PARA ANALISE DE EFUSOES

A colheita dos liquidos cavitarios se faz através da pun¢do com seringa e
agulha. Deve-se fazer sempre uma tricotomia no local de introducao da
agulha e proceder a uma anti-sepsia rigorosa, ndo esquecendo nunca o
risco de contaminacao dos tecidos adjacentes que o procedimento oferece.
Deve-se utilizar uma agulha fina, pois as agulhas mais grossas apresentam
o inconveniente de produzir um orificio muito grande que pode levar ao
extravazamento de liquido. Se a quantidade de liquido for pequena, deve-
se transferi-lo imediatamente a um frasco contendo EDTA. Se a quantidade
for maior, deve-se encher também um tubo de ensaio sem anticoagulante.
O fluido acondicionado no tubo com EDTA serve para prevenir a
coagulacdo uma vez que é comum a puncdo de pequenos vasos no
momento da colheita. Este fluido deve ser utilizado para a determinacao
de contagem celular. O frasco sem anticoagulante, serve para avaliar
parametros bioquimicos (COWELL e TYLER, 1993; SHELLY, 2003;
NAVARRO, 2005).

A toracocentese ¢ comumente realizada no sexto, sétimo ou oitavo espaco
intercostal, imediatamente abaixo da articulacdo costocondral. Este
procedimento pode ser realizado com uma agulha borboleta de pequeno
calibre (n° 19 a 23). O ponto selecionado deve ser tricotomizado e, se
necessario, deve ser realizado o bloqueio anestésico local. O local é preparado
assepticamente e a agulha é introduzida no meio do espaco intercostal
selecionado. A agulha deve ser introduzida no espaco pleural até que a
pleura seja puncionada. O liquido deve ser aspirado delicadamente e as
amostras devem ser colocadas em frascos com e sem EDTA (FOSSUM, 2004).

Na abdominocentese o paciente deve ter a bexiga e os intestinos vazios
previamente, devido ao risco de perfurar esses érgdos durante a colheita.
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O melhor local para puncdo é na linha média do abdome, 1 a 2 cm
posteriormente ao umbigo, com o animal também em pé ou em decubito
lateral. Nao ha necessidade de anestesia ou tranquilizacdo, mas o animal
deve ser bem contido. Se o liquido aparecer posteriormente a uma cirurgia,
deve-se tomar cuidado para ndo introduzir a agulha na ferida cirdrgica,
pelo risco que isso traz de traumatizar visceras que eventualmente estejam
aderidas a sutura. Para colheita pode ser utilizado um cateter, o paciente
deve ser colocado em dectbito lateral e, procedida de uma anti-sepsia
local. Uma vez introduzido o cateter, fixa-se uma seringa a extremidade
do mesmo e puxa-se delicadamente o émbolo. Se o liquido nao vier, pode-
se introduzir uma pequena quantidade de solucdo salina estéril e morna,
massageando delicadamente o abdome para espalhar o liquido. Este deve
ser retirado por pressdo negativa (NAVARRO, 2005).

CONSIDERACOES FINAIS

Os exames laboratoriais sdo uteis no direcionamento do diagndstico e na
evolucdo de diversas patologias sendo que a obtencdo de resultados
confidveis depende principalmente da qualidade da amostra enviada.
Portanto, o laboratério de Patologia Clinica podera ser de grande auxilio
na investigacdo e tratamento de afeccdes, desde que o clinico forneca
uma amostra adequada para processamento e dados suficientes para uma
melhor interpretacdo dos exames.
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