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Valores de pardmetros hematoldgicos de amostras sanguineas de bovinos analisadas
em diferentes intervalos de tempo

Values of hematological parameters of bovine blood samples analyzed at different time
intervals

Kaori Shibuya®, Fabio Silva de Souza?", Raquel Silva Lisboa®

Resumo: AlteracGes nos valores dos constituintes celulares e bioquimicos sanguineos,
podem indicar precocemente a presenca de uma patologia. A exatiddo de um teste
laboratorial, além de outros fatores, depende da qualidade da amostra fornecida para analise.
O objetivo do presente estudo foi verificar a viabilidade de amostras sanguineas coletadas de
bovinos analisadas em diferentes intervalos de tempo e relatar as variagdes observadas nos
valores dos parametros hematoldgicos. Foram utilizadas 10 amostras de sangue total de
bovinos mesticos, refrigeradas (0-2°C), para a realizacdo de quatro hemogramas em cada
unidade amostral em espagos de tempo diferentes 2, 26, 52 e 74 horas ap6s a coleta. Houve
alteracdes nos valores de VG a partir de 26h, a contagem global dos eritrocitos foi o
parametro que mais variou entre os diferentes tempos avaliados. A dosagem de hemoglobina
teve um aumento na maioria das amostras nas analises apos 2h, provavelmente, devido a
ocorréncia de hemolise. Também ocorreu aumento nos valores de VGM nos diferentes
intervalos de tempo. Os resultados dos valores de PPT também se apresentaram alterados em
26h ap6s a coleta. J& o fibrinogénio foi o parametro que permaneceu com valores mais
estaveis nos diferentes tempos avaliados. Apenas nos periodos de 52h e 74h foram
visualizadas alteragdes morfoldgicas nos leucdcitos. Concluiu-se que ndo houve grande
variacdo nos valores dos parametros avaliados entre os periodos de 2h e 26h, se as amostras
forem conservadas adequadamente podem ser examinadas em até 24h.

Palavras chave: hemocomponentes, hemograma, ruminantes

Abstract. Changes in the values of biochemical and cellular blood constituents can
indicate the presence of early pathology. The accuracy of a laboratory test depends, among
other factors, on the quality of the sample provided for analysis. The aim of this study was to
verify the feasibility of collected blood samples from cattle analyzed at different time
intervals and report the variations observed at the values of haematological parameters. Ten
whole blood samples of crossbred cattle, refrigerated (0-2°C), to achieve four blood counts in
each sample unit, in different time 2, 26, 52 and 74 hours after collection were used. There
have been changes in the values of VG from 26h, the total count of erythrocytes was the
parameter that most ranged between the different times evaluated. Hemoglobin was increased
in most samples in the analysis after 2h, probably due to the occurrence of hemolysis. Also
there was an increase in the values of MCV in different time intervals. The results of the
values of TPP also demonstrated abnormal in 26h after collection. However, the fibrinogen
was the parameter that remained with more stable values in the different times evaluated.
Only in periods of 52h and 74h morphological changes were visualized in leukocytes. It was
concluded that there was wide variation in the values of the parameters evaluated between
periods of 2h and 26h, if samples are preserved properly can be examined within 24h.
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Introducéo

O exame laboratorial do sangue é
de grande valor na complementacdo do
exame clinico da circulacdo, sendo muitas
vezes até de importancia diagndstica
decisiva. As alteracfes, acima ou abaixo
do intervalo de normalidade da espécie,
dos valores dos constituintes celulares e
bioquimicos podem indicar precocemente
a presencga de uma patologia (DIRKSEN et
al., 1993).

Para a correta interpretacdo do
eritrograma, varios pesquisadores
chegaram a conclusdo de que os valores
hematologicos devem ser regionais e de
cada laboratorio, pois sdo influenciados
pela espécie animal, raca, sexo, idade,
temperatura ambiente, altitude, nutrigdo,
excitacdo do animal, gestacdo, puerpério,
lactacdo e balango hidrico (GOMES et al.,
2010).

Para bovinos, as variagcdes normais
na composicao quantitativa e qualitativa do
sangue podem ser determinadas por fatores

intrinsecos, como raca, idade e sexo de

cada animal e nas fémeas, o estado
gestacional,  desmame e
(DIRKSEN et al., 1993).

Ja, os fatores extrinsecos que

lactacdo

influenciam, em menor ou maior grau, 0S
pardmetros sanguineos seriam: alimentacéo
e manejo, assim como as condicBes de
coleta (data, local e técnica) (DIRKSEN et
al., 1993). Portanto, sdo varios os fatores
que contribuem para a ma qualidade das
amostras hematoldgicas, dentre eles a
pouca quantidade de sangue nos tubos de
coleta, levando as amostras a serem obtidas
com excesso de

(OLIVEIRA et al., 2010).

A necessidade de processar a

anticoagulante

amostra em menor tempo possivel, desde a
sua coleta, é um fator limitante,
particularmente para o profissional do
campo (LISBOA et al., 2001).

O objetivo do presente estudo foi
verificar a viabilidade de amostras
sanguineas coletadas de bovinos analisadas
em diferentes intervalos de tempo e relatar

as variagbes observadas nos valores dos
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parametros hematoldgicos.

Material e Métodos

Obtencdo das Amostras de Sangue de
Bovinos

As amostras de sangue de bovinos
mesticos foram obtidas por meio de
venopuncao jugular e acondicionadas em
tubos contendo anticoagulante EDTA. As
amostras  foram  transportadas  sob
refrigeracdo e encaminhadas a um
laboratorio  Veterinario de  Anélises
Clinicas na cidade de Manaus, AM, para a
realizacdo de hemogramas.

Realizacéo dos Hemogramas

Foram utilizadas dez amostras de
sangue total de dez bovinos mesticos sendo
identificados como animal 1 a 10 e entdo
refrigeradas entre 0-2°C para a realizagédo
de quatro hemogramas por amostra em
intervalos de tempo distintos padronizados
em horas: 2h, 26h, 52h e 74h ap0s a coleta.
Cada amostra coletada foi dividida em
duas aliquotas, sendo realizados dois
hemogramas para cada aliquota, sendo
uma utilizada para realizacdo dos
hemogramas referentes ao intervalo de 2h
e 26h e a segunda aliquota para as analises
de 52h e 74h.

Foram analisados 0s seguintes
parametros hematoldgicos: determinacéo
do volume globular (VG) e do fibrinogénio
plasmaético, efetuadas por meio do método
do micro-hematocrito segundo

metodologia descrita por Jain (1986);

concentracdo de proteinas plasmaéticas
totais (PPT), determinada por meio do
método de refratometria (COLES, 1984);
concentracdo de hemoglobina, dosada em
analisador bioquimico semiautomatico T-
3000 VET (Tekna®); contagens de
hemécias e leucdcitos totais realizadas em
hemocitdmetro, com solucdo fisioldgica e
liquido de Turck, respectivamente.

A contagem de leucdcitos foi
realizada na diluicdo de 1/20 e a de
eritrocitos na diluicdo de 1/200, utilizando
a camara de Neubauer. Foram contados 0s
leucocitos dos quatro quadrantes dos
cantos e os eritrocitos foram contados no
quadrante central em1/5 de mm® (cinco
subdivisdes do reticulo melhorado central
da camara de Neubauer). Os respectivos
fatores de correcéo para as contagens totais
de leucocitos e de eritrocitos foram o
namero de celulas contadas vezes 50 e
10.000, respectivamente, considerando-se
a area contada, altura da camara e diluicao
utilizada.

Por meio de formulas padronizadas
foram calculados os seguintes indices de
Wintrobe (1933): volume globular médio
(VGM) e concentragdo de hemoglobina
globular média (CHGM).

Para acompanhar as alteragOes
morfologicas das células foram realizados
esfregacos sanguineos de cada amostra em
cada tempo pré-determinado e realizada a

verificacdo da morfologia celular. Os
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eritrécitos e leucdcitos foram fotografados
com camera digital (Lumix Panasonic®
DMC-FH5).

Resultados e Discussao

Os parametros avaliados nas dez
amostras sanguineas de bovinos foram VG,
contagem global de eritrocitos,
hemoglobina, VGM, CHGM, PPT,
fibrinogénio e contagem global dos
leucdcitos. Sendo estas amostras avaliadas
em intervalos de 2h, 26h, 52h e 74h apos a
coleta. Os valores dos resultados nas horas
subsequentes sofreram alteragfes quando
comparados com o primeiro exame.

Na inspecdo visual as amostras de
sangue ndo apresentaram alteracGes quanto
ao aspecto quando armazenadas e
analisadas no tempo pré-determinado.
Todos os animais apresentaram valores
dentro da normalidade para a espécie, com
excecdo do animal 5, cuja contagem global
de leucécitos em 2h e 52h indicaram uma
leucopenia discreta; e, ocorreu um
aumento do numero de leucécitos na
contagem global do animal 10 em 74h.

Os valores dos  parametros
hematoldgicos obtidos nos hemogramas
podem ser verificados nas Tabelas 1 a 5.

Os valores de VG, 26h apds a
coleta aumentaram em seis amostras,
diminuiram em uma e mantiveram-se em
trés; em 52h esses valores aumentaram em
trés amostras e mantiveram-se em sete; ja

em 74h apdés a coleta os valores

aumentaram em sete e foram mantidos em
trés amostras.

Na avaliacao da contagem global de
eritrocitos, 2h apos a coleta os valores
diferiram entre as amostras, porém ainda
dentro da normalidade para a espécie em
questdo. Apos 26h os valores diminuiram,
neste parametro, em quatro amostras e
aumentaram nas outras seis amostras. Ja no
periodo de 52h a contagem aumentou em
cinco amostras e diminuiu nas outras
cinco; e, em 74h aumentou em duas,
diminuiu em sete e manteve-se igual em
uma amostra. Este parametro foi o que
mais variou entre os diferentes tempos.

Nas dosagens de hemoglobina
realizadas ap6s 26h, quando comparadas
com a analise de 2h, ocorreu um aumento
em oito amostras e uma diminui¢cdo em
duas; na analise de 52h ap6s a coleta
aumentaram em trés e mantiveram-se em
sete; e, em 74h aumentaram em quatro,
manteve-se em uma e diminuiram em
cinco.

Este pardmetro teve aumento na
maioria das amostras, quando analisadas
nos diferentes tempos, isto deve ter
acontecido, provavelmente, devido a
ocorréncia de hemdlise.

Foi observado que os valores de
VG e da hemoglobina aumentaram na
maior parte das amostras, diferente dos
resultados do trabalho de Junior Dias

(1986), onde esses mesmos parametros
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analisados em amostras de bovinos
mantidas na temperatura de 5°C
diminuiram.

O aumento dos valores de VGM
nos diferentes intervalos de tempo deveu-
se ao fato de que a quantidade de
eritrocitos diminuiu mais rapidamente em
relacdo ao VG e a hemoglobina, pois tais
pardmetros hematoldgicos séo utilizados
para os célculos do referido indice
globular, enquanto que, para o calculo da
CHGM onde se utiliza da concentracdo de
hemoglobina e VG, os valores encontrados
ndo sofreram alteracOes significativas para
0 periodo de tempo estudado. Os
resultados dos valores de PPT, nas 2h e
52h foram iguais e nas 26h foram maiores
que em 74h.

O fibrinogénio foi o parametro que
permaneceu com valores mais estaveis nos
diferentes tempos avaliados.

Nas 26h apds a coleta, a maioria
dos resultados ndo variaram muito, similar
as observacdes realizadas por Dalanhol et
al. (2009) onde verificaram que em
sangues conservados a 4°C, ndo houve
mudancas no VG e VGM, nas primeiras 24
horas. As demais alteracfes também sdo
mais lentas a essa temperatura, de modo
que o sangue pode ser guardado de um dia
para o outro no refrigerador, desde que néo
sofra congelagéo.

O valor de VGM aumentou em

quatro amostras nas primeiras 26h neste
trabalho, diferindo do trabalho de Oliveira
et al. (2010) que nas primeiras 12h, este
parametro apresentou diminuicéo.

No presente estudo, os valores de
VG e PPT aumentaram na maioria das
amostras e a contagem global dos
leucocitos aumentou em cinco amostras e
diminuiu nas outras cinco em 26h. Estes
resultados diferiram dos resultados de
Franco et al. (2007) onde os valores do
VG, PPT e leucdcitos diminuiram em 24
horas.

Nos resultados obtidos por Janior
Dias (1986), a CHGM foi o parametro que
apresentou diferenca entre as amostras
refrigeradas, o que ndo foi observado neste
estudo.

Uma  observacdo  interessante,
obtida a partir deste estudo, foi que os
resultados dos valores da maioria dos
pardmetros analisados foram iguais nas
analises de 2h e 52h, com exce¢do das
contagens de eritrGcitos que variaram
muito.

Suspeita-se que este acontecimento
se deva a permanéncia da segunda aliquota
em repouso na geladeira. Porém, mais
experimentos devem ser realizados para
confirmacéo ou rejeicdo desta hipotese.

Nas Figuras 1 a 4 estdo
apresentadas células dos esfregagos

sanguineos de um mesmo animal (animal
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2) nos quatro diferentes tempos para
verificacdo da presenca de alteragdes em
sua morfologia.

Nas 2h e 26h apds a coleta os eritrocitos e
os leucdcitos ndo apresentaram alteracoes
morfoldgicas. Ja nos periodos de 52h e 74h
foram visualizadas alteragdes, como
exemplo nos neutrofilos, que apresentaram
vacuolizacdo citoplasmética e tumefacédo

nuclear, devido a perda do padrdo da

cromatina. Os mondcitos apresentaram
vacuolos no citoplasma, os linfocitos halo
mais claro ao redor do nucleo e as
hemacias apresentaram-se aglomeradas e
com aspecto alterado. Essas alteragOes
morfoldgicas apresentadas pelos leucdcitos
no periodo de 52h e 74h apo6s a coleta
foram semelhantes ao observado por
Dalanhol et al. (2009).

Figura 1. Imagens demonstrando a morfologia dos eritrdcitos e dos leucécitos no tempo de anélise de 2h (setas).

Eosinotilo

Linfécitos

Neutréfilo

Monécito
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Eritrécitos

Figura 2. Imagens demonstrando a morfologia dos eritrdcitos e dos leucdcitos no tempo de analise de 26h (setas).

Eosindfilo Linfécito

Neutréfilos
Monécito
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Figura 3. Imagens demonstrando a morfologia dos eritrocitos e de células brancas no tempo
de anélise de 52h (setas).
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Figura 4. Imagens demonstrando a morfologia dos eritrocitos e de células brancas no tempo
de anélise de 74h (setas).
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Segundo estes autores, varios
neutrofilos sdo afetados, o nucleo cora-se
mais homogeneamente, 0s lobos nucleares
separam-se, a margem citoplasmatica
torna-se franjada ou imprecisa e surgem
pequenos vacuolos citoplasmaticos. A
contagem de leucécitos pode diminuir
muito se houver excesso de EDTA, por
diluicio da amostra sanguinea. As
alteragBes degenerativas nos leucocitos
afetardo muito as contagens diferenciais,
mas a conservacdo a 4°C previne
significativamente esse problema ao menos
até 24 horas. Enquanto que, Oliveira et al.
(2010) mencionaram que a concentracdo
de EDTA e o tempo de armazenagem nao
influenciaram os resultados da contagem
de leucdcitos, nem houve interacdo entre
eles ou deles com a temperatura de
conservagao em seu estudo.

Como ocorreram variagdes dos
resultados obtidos nos valores dos
diferentes parametros, como diminui¢édo ou
aumento, quando comparados entre 0S
tempos analisados (citando como exemplo
o animal 1 que no periodo de 52h o
resultado da contagem de eritrocitos teve
uma diminuigdo quando comparada com 0s
outros tempos), suspeita-se que essa
variacdo em alguns valores pode ter
acontecido devido a possibilidade de erros

nas técnicas, pois a realizacdo dos

hemogramas ndo foi de forma
automatizada aumentando a probabilidade
de erros. Sugere-se a repeticdo do
experimento com duplicatas, além da
avaliagdo de amostras com  outros
intervalos de tempo.

Conclustes

Os resultados dos parametros
avaliados na andlise de 2h encontraram-se
dentro dos valores de normalidade para a
espécie.

Apbs a analise no tempo de 2h os
valores das contagens de eritrocitos foram
0S que mais variaram.

Ndo houve grande variacdo nos
valores dos parametros avaliados entre 0s
periodos de 2h e 26h.

Os resultados dos valores da
maioria dos parametros analisados foram
iguais nas analises de 2h e 52h.

Os parametros avaliados nas
amostras sanguineas mantiveram-se com
valores proximos, ocorrendo alteracdes na
contagem global de leucdcitos no periodo
de analise de 52h e 74h.

A divisdo das aliquotas pode ter
sido um fator influenciador no padrdo dos
resultados.

As amostras de sangue de bovinos
destinadas a exame laboratorial, se
conservadas a temperatura adequada,

podem ser examinadas até 24h.
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Tabela 1. Resultados dos parametros hematoldgicos de amostras sanguineas dos animais 1 e 2 analisadas em diferentes intervalos de tempo (2h, 26h,

52h e 74h).
- ANIMAL 1 ANIMAL 2 -
PARAMETROS h 26h 59h 74h oh 26h 52h 24h Valores Padréo
VG 35 35 36 36 35 37 36 36 24— 46%
Eritrécitos 9,1 9,7 5,8 9,0 5,2 4,7 6,7 5,5 5,0 -10,0x10%/pL
Hemoglobina 115 12.3 125 11.8 12.1 12,6 12,5 72 8.0 - 15,0g/dL
VGM 38 36 62 40 67 78 54 65 40 — 60fL
CHGM 33 35 35 33 34 34 54 20 30 — 36g/dL
PPT 74 78 74 72 76 8.8 76 8.0 6.7 - 7,50/dL
Fibrinogénio 200 800 200 <300 300 1.200 <300 <300 300 - 700mg/dL
Leucécitos 9.400 9.000 9400 11350 6.050 5.950 6.050 5.000 4.000 -

12.000x10°mm?

** \/G- Volume globular; VGM- Volume globular médio; CHGM- Concentragdo da hemoglobina globular média; PPT- Proteina plasmatica total.

Tabela 2. Resultados dos parametros hematoldgicos de amostras sanguineas dos animais 3 e 4 analisadas em diferentes intervalos de tempo (2h, 26h,

52h e 74h).
~ ANIMAL 3 ANIMAL 4 ~
PARAMETROS h 26h 59h 74h oh 26h 59h 24h Valores Padrao
VG 33 33 33 33 31 32 33 33 24 — 46%
Eritrocitos 40 4,0 7,2 6,5 6,5 75 3,9 6,5 5,0 -10,0x10%pL
Hemoglobina 9,7 10,8 10,2 10 10,5 10,9 10,5 10 8,0 - 15,0g/dL
VGM 82 82 46 51 48 43 85 50 40 — 60fL
CHGM 29 33 31 30 34 34 32 30 30 — 36g/dL
PPT 8,2 8,6 8,2 8,2 8,0 8,4 8 8,2 6,7 - 7,50/dL
Fibrinogénio <300 400 <300 200 <300 800 <300 <300 300 — 700mg/dL
Leucécitos 4,500 5.950 4,500 7.600 6.350 6.200 6.350 7.600 4.000 -

12.000x10°mm?

** VG- Volume globular; VGM- VVolume globular médio; CHGM- Concentragdo da hemoglobina globular média; PPT- Proteina plasmética total.
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Tabela 3. Resultados dos parametros hematoldgicos de amostras sanguineas dos animais 5 e 6 analisadas em diferentes intervalos de tempo (2h, 26h,
52h e 74h).

N ANIMAL 5 ANIMAL 6 )
PARAMETROS h 26h 59h 74h oh 26h 59h 24h Valores Padréo
VG 32 33 2 33 28 33 28 28 24— 46%
Eritrécitos 6,3 6,1 51 5,8 6,1 5,6 10,4 5,8 50 —10,0x106/pL
Hemoglobina 101 153 101 10,2 8.6 14 8.6 8.5 8,0 - 15,0g/dL
VGM 51 54 63 57 46 59 27 48 40 - 6OFL
CHGM 31 46 31 31 31 42 31 30 30 — 36g/dL
PPT 78 8,0 78 76 7.0 7.4 70 70 6.7 - 7,50/dL
Fibrinogénio 400 1000 400 400 400 <300 400 400 300 - 700mg/dL
Leuccitos 3.850 5.850 3.850 7.300 11900 10900  11.900  11.000 4.000 -

12.000x10°mm’
** \/G- Volume globular; VGM- Volume globular médio; CHGM- Concentragdo da hemoglobina globular média; PPT- Proteina plasmatica total.

Tabela 4. Resultados dos parametros hematoldgicos de amostras sanguineas dos animais 7 e 8 analisadas em diferentes intervalos de tempo (2h, 26h,
52h e 74h).

~ ANIMAL 7 ANIMAL 8 ~
PARAMETROS h 26h 59h 74h oh 26h 59h 24h Valores Padrao
VG 29 30 29 30 33 34 33 33 24 — 46%
Eritrocitos 54 5,8 6,5 3,3 6,9 8,6 6,6 6,8 5,0 -10,0x10%pL
Hemoglobina 14,2 10,3 14,2 10,3 11,3 11,2 11,3 10,8 8,0 - 15,0g/dL
VGM 54 52 45 91 48 39 50 48 40 — 60fL
CHGM 49 34 49 34 34 33 34 33 30 — 36g/dL
PPT 7,6 8,0 7,6 7,6 6,8 7,0 6,8 7,0 6,7 - 7,50/dL
Fibrinogénio 400 <300 400 400 400 400 400 600 300 — 700mg/dL
Leucécitos 8.250 9.800 8.250 12.800 9.400 10.950 9.400 12.700 4.000 -

12.000x10°mm?
** VG- Volume globular; VGM- Volume globular médio; CHGM- Concentragdo da hemoglobina globular média; PPT- Proteina plasmética total.
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Tabela 5. Resultados dos parametros hematoldgicos de amostras sanguineas dos animais 9 e 10 analisadas em diferentes intervalos de tempo (2h,
26h, 52h e 74h).

~ ANIMAL 9 ANIMAL 10 ~
PARAMETROS h 26h 59h 74h oh 26h 59h 24h Valores Padrao
VG 42 39 42 43 36 36 36 37 24 — 46%
Eritrdcitos 8,0 7,4 6,4 7,4 9,1 9,1 9,2 8,6 5,0 -10,0x10%/uL
Hemoglobina 14,3 14,8 14,3 14,5 11,8 12,2 11,8 11,8 8,0 - 15,0g/dL
VGM 52 53 66 58 39 39 39 43 40 — 60fL
CHGM 34 38 34 34 32 34 33 32 30 — 36g/dL
PPT 6,8 6,8 6,8 6,8 7,6 7.4 7,6 7.8 6,7 - 7,50/dL
Fibrinogénio 200 <300 <300 400 <300 <300 <300 400 300 — 700mg/dL
. 4.000 -
Leucécitos 9.200 7.750 9.200 9.200 6.150 11.650 6.150 13.150 12 000x10°mm?

** VG- Volume globular; VGM- Volume globular

médio; CHGM- Concentragdo da hemoglobina globular média; PPT- Proteina plasmética total.
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