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RESUMO - Para mensuragdo da concentracgéo sérica de glicose, recomenda-se 0 uso de tubos sem aditivos com
separacdo do soro em menos de 30 minutos, uma vez que podera ocorrer glicélise in vitro alterando seus valores.
Entretanto, é importante considerar que, na medicina veterinaria, algumas particularidades inviabilizam o
cumprimento dessa conduta. Diante disso o objetivo deste trabalho foi determinar o percentual de variacdo na
concentragdo de glicose sérica de cdes, em amostras de sangue total, sem aditivos, na temperatura de 4°C,
centrifugados em diferentes intervalos de tempo e verificar a importancia dessas variagdes no diagndstico.
Amostras de sangue de 27 cdes foram coletadas e separadas em oito aliquotas. Uma aliquota processada logo
apos a coleta e as demais armazenadas por 1, 2, 4, 6, 10, 24 e 48 horas a 4°C.O valor médio inicial (107, 24
mg/dl + 7,8) estava dentro do intervalo de normalidade para a espécie e aumento gradual da porcentagem de
variagdo nas mensuragdes foi observado a medida que as amostras permaneceram em contato com o codgulo em
temperatura de refrigeracéo. Essa instabilidade se mostrou crescente em todos 0s tempos subsequentes, atingindo
variagBes de aproximadamente 17% apos 48 horas. A aplicacdo da maxima porcentagem de variacdo a média
dos valores iniciais de amostras hormoglicEmicas ndo causou erro de interpretacdo dos resultados e, do ponto de
vista clinico, ndo comprometeria o diagndstico de niveis séricos normais de glicose nesses animais.

Palavras-Chave: acondicionamento; estabilidade; glicemia.

ABSTRACT - For measurement of serum glucose without the use of additives to serum separation tubes is
recommended in less than 30 minutes, since glycolysis may occur in vitro altering their values. However, it is
important to consider that in veterinary medicine, some peculiarities make impossible the fulfillment of that
conduct. Therefore the aim of this study was to determine the percentage change in the concentration of serum
glucose dogs in whole blood samples without additives, at 4 ° C, centrifuged at different intervals of time and
verify the importance of these variations in diagnosis . 27 dogs blood samples were collected and separated into
eight aliquots. An aliquot processed immediately after collection and the other stored with 1, 2, 4, 6, 10, 24 and
48 hours at 4°C. The initial mean value (107, 24 mg / dl + 7.8) was within the range of normal range for the
species and gradually increasing the percentage of variation in the measurements was observed as the samples
remained in contact with the clot in cooling temperature. This instability showed increased at all subsequent
times, reaching variations of approximately 17% after 48 hours. The application of the maximum percentage
change from baseline to the average of normoglycemic samples did not cause error in interpretation of the results
and the clinical point of view, would not jeopardize the diagnosis of normal serum glucose levels in these
animals.
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INTRODUCAO

Testes laboratoriais sdo de grande importancia para
0 diagnostico, progndstico e monitoracdo de
diferentes enfermidades. Fatores pré-analiticos,
analiticos e de variacdo biolégica podem prejudicar
a acuracia destas provas. A escolha do exame a ser
realizado, as técnicas utilizadas para coleta de
material e o transporte e preservacdo da amostra,
até o momento da execucdo do exame, sao fatores
pré-analiticos capazes de afetar a estabilidade da
aliquota e promover resultados erréneos (SBPC,
2014). Tais fatores refletem em inadequadas
decisBes de procedimentos terapéuticos ou
conclusbes em projetos de pesquisa (Humann-
Ziehank & Ganter, 2012).

A concentracdo de glicose da amostra para a
dosagem bioquimica é altamente influenciada pelo
preparo do paciente antes da coleta de sangue, 0
tipo de tubo utilizado, a temperatura de estocagem e
0 tempo de contato do soro com as células
sanguineas antes da separacdo do coagulo
(Christopher & O’neil, 2000; Stockham & Scott,
2011; Oddoze et al., 2012). Em humanos, estudos
para avaliar diferentes formas de armazenamento e
conservacdo de amostras tém resultado em
diretrizes para a reducdo de erros pré-analiticos. No
entanto, na medicina veterindria esses dados sao
raros, especialmente em relacéo a glicose sérica de
cdes (Christopher & O’Neill, 2000; Clark et al.,
2003; Reynolds et al., 2006; Oddoze & Portugal,
2012).

A continua glicolise in vitro, provocada pelos

eritrocitos, pode produzir falsa hipoglicemia
quando o soro sanguineo ndo é separado
rapidamente (Ehsani et al.,, 2008), conforme

demostrado em estudos realizados com soro
humano (Ono et al., 1981). Variagbes na
concentragdo de leucdcitos e eritrocitos também séo
descritas como causa de erros analiticos,
ocasionando super ou subestimacdo (Barreau &
Buttery, 1988; Tang et al., 2000). O
armazenamento em tubos com inibidores de
glicolise ou, no caso do uso de tubos sem aditivos,
a separacdo do soro em menos de 30 minutos, sdo
condutas padrdes recomendadas (Christopher &
O’Neill, 2000). Embora essa orientagcdo nédo deva
ser desprezada, é importante considerar que na
medicina veterinaria, existem particularidades que
muitas vezes inviabilizam o cumprimento dessas
recomendagdes. Frequentemente a coleta €
realizada pelo clinico que encaminha o sangue, sem
centrifugacdo, a um laboratério. Com isso, o tempo
entre a coleta e separagdo do soro, quase sempre,
excede o limite recomendado.
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O conhecimento do comportamento da glicose
sérica em caninos normoglicémicos, tomando-se
por base a inadequada separacdo, o tempo de
processamento e as concentragdes de eritrocitos e
leucécitos da amostra, pode facilitar a identificacdo
de valores falsamente alterados desse analito.

Em vista disso o objetivo deste estudo foi
determinar o percentual de variacdo da
concentragdo de glicose sérica em amostras de
sangue total, armazenado sem aditivos, na
temperatura de 4°C e em diferentes intervalos de
tempo e verificar a importncia dessas variaces
para a aplicacdo do resultado no diagndstico em
cées.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionados 27 cées, com idade entre um a
cinco anos e peso corporal superior a 5 Kg,
independente de sexo e raga, sem jejum prévio.
Amostras de sangue (4 ml) foram colhidas por
venopuncdo jugular ou cefélica e distribuidas
imediatamente em oito tubos sem aditivos.
Mantiveram-se todas as aliquotas em temperatura
ambiente por 20 min para a retracdo do coagulo,
antes do inicio das dosagens. Soros lipémicos,
ictéricos ou com hemoélise visivel apds este periodo
foram descartados.

Imediatamente apds a retragdo do codgulo, uma das
aliquotas (T0) foi centrifugada a 3000g por 5 min e
0 soro resultante analisado pelo método enzimético
com kit comercial (Glicose Liquiform Vet Labtest
®) e analisador bioquimico semiautomatico. Os
valores do analito obtido na mensuracdo das
amostras processadas no TO foram considerados
referéncia para o individuo testado. As aliquotas
remanescentes foram armazenadas a 4°C e
processadas, conforme descrito anteriormente, apos
1h (T1), 2h (T2), 4h (T4), 6h (T6), 10h (T10), 24h
(T24) e 48h (T48).

A estabilidade do analito foi determinada pelo
calculo da porcentagem de variagdo na
concentragdo da glicose, em cada tempo, a partir
dos valores obtidos no TO, para cada animal.

Para determinar a porcentagem de variacdo (V%)
existente entre o valor de referéncia (TO) e os
valores obtidos nos diferentes tempos utilizou-se a
seguinte formula: V%y = {(TXn-TOy). 100} /TOy.
Para a melhor compreensdo desta, tornou-se
prudente explicitar o seguinte: V% = variacdo em
porcentagem para cada animal. N = identificacdo
do animal (sendo 1 o primeiro animal a participar
do estudo). TO = concentracdo de glicose obtida na
hora 0 (valor de referéncia para cada animal). TX =
valor obtido para a concentracdo de glicose em
cada tempo, sendo X a identificacdo para cada hora.
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RESULTADOS

O teste estatistico de Friedman foi utilizado para
comparar a variagdo nas concentracles séricas da As concentracfes de glicose das aliquotas obtidas
glicose nos diferentes tempos da analise. O imediatamente ap6s a retracdo do coagulo (TO),
resultado foi considerado significativo se p < 0,05. estavam dentro do intervalo de normalidade para a

espécie canina, com valores médios de 107, 24+ 7,8
Os procedimentos realizados foram aprovados pela mg/dl. A média e desvio padrdo da variacdo na
Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Fundagio concentracdo de glicose ap6s armazenamento em
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul sob o temperatura de refrigeracdo (4°C), nos diferentes
protocolo de nimero 620/2014. tempos testados constaram na Tabela 1.

Tabela 1. Média e DP-Desvio padrdo, em mdédulo, da variacdo da concentragdo de glicose, sérica, em amostras
caninas, nos diferentes tempos de armazenamento a 4°C.

Variacdo da Glicose

Temperatura  TO-T1 TO-T2 TO-T4 TO-T6 TO-T10 TO-T24 TO-T48

4c 7.43(5.02) 920(621) 922(7.06) 9,65(7,98) 1209894 1547(AL54) 16 4515 4)

Tempo apos retracdo de codgulo: T1=1 h, T2=2h, T4= 4h, T6= 6h, T10= 10h, T24= 24h, T48= 48h.

A figura 1 resumiu os dados de mudanga nas concentracdes de glicose sérica dos animais normoglicémicos do
estudo em cada tempo testado.
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Figura 1. Média, desvio-padrdo e valor maximo e minimo de variagdo na concentracdo de glicose em amostras
de sangue de cdes armazenadas em tubos sem aditivos e estocadas a 4°C.

Na temperatura de 4°C a concentracdo de glicose um periodo de tempo e sob condicBes especificas
sérica variou de forma crescente, partindo de 7,43% de armazenamento (1SO, 1992).
ap06s uma hora de armazenamento até 16,45% apds
48 horas de armazenamento. O efeito de estocagem A instabilidade da amostra, causada por fatores
a 4°C das amostras em tubo sem aditivos foi pré-analiticos, pode levar a variagbes e
significativa (p = 0,0024) para a concentragdo de inconsisténcias nos resultados (Humann-Ziehank &
glicose sérica entre o tempo inicial (T0) e T(24). Ganter, 2012). Contudo Stahl & Brandslund (2005)
sugerem que essa inconsisténcia pode ser
DISCUSSAO interpretada de maneira diferente se usada para uma

populagdo ou para um individuo.
Uma amostra € considerada estavel quando
consegue manter pequenas variagdes no valor As concentragdes de glicose no momento TO da
inicial mensurado de um componente ao longo de pesquisa em questdo foram similares ao intervalo
de referéncia considerado por Kerr (2003) e
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Stockham & Scott (2011) para cdes sem jejum
prévio (72 a 200 mg/dl). O tipo de tubo, o contato
do soro com o codgulo e a temperatura de
armazenamento ja foram responsabilizados por
oscilacdo na concentracdo de glicose sérica durante
os diferentes periodos de armazenamento. Assim
como no presente estudo, autores relataram
mudancas nos valores mensurados da glicose apos
as primeiras horas de armazenamento em
temperatura de refrigeracdo (Ono et al., 1981;
Ehsani et al., 2008; Oddoze et al., 2012).

Discordando essas observagdes, nos ensaios
realizados por Marjani (2008) os valores de glicose
s6 sofrem alteragdo apds 48 horas de
armazenamento a 4°C. Essa discrepancia de
resultados poderia estar relacionada a diferenga na
conservacao das aliquotas. O autor acima citado
armazenou a fracdo a ser usada, j& centrifugada
(soro), o que reduziu a glicélise, enquanto que no
trabalho em evidéncia, o soro foi mantido em
contato com o codgulo durante o armazenamento.
Variagdes entre espécies e métodos de andlise das
amostras também podem ser considerados como
causas dos resultados divergentes.

O aumento gradual das V% nas mensuracfes da
glicose (Tabelal) foi observado a medida que as
amostras permaneceram mais tempo em contato
com o codgulo e sob refrigeracdo. Esses dados
reforcaram o0 conceito de que a concentracdo de
glicose sérica decresce por hora de armazenamento
devido a utilizacdo da glicose pelos eritrdcitos e
leucdcitos presentes na amostra (Stockham & Scott,
2011).

Contudo quando aplicado & méxima porcentagem
de variagdo (T48) a média dos valores iniciais dos
individuos normoglicémicos, observou-se que essa
alteracdo provavelmente é pouco relevante, mesmo
apos 48 horas de armazenamento a 4°C, ja que ndo
causaria erro de interpretacdo dos resultados,
assemelhando-se as observacdes de Reynolds
(2006).

A principal indicagdo para a dosagem sérica de
glicose em cédes é a suspeita clinica de diabetes
mellitus. Nessa doenca, a inadequada atividade da
insulina causa persistente hiperglicemia. A
elevacdo nos valores séricos da glicose, depois de
descartadas causas ndo endocrinas, permite a
confirmagéo da endocrinopatia. Estudos
epidemioldgicos indicam que em caes diabéticos a
concentragdo sérica de glicose atinge, em média,
aproximadamente 400 mg/dl (Péppl & Gonzélez,
2005, Humann-Ziehank & Ganter, 2012). Segundo
Stockham & Scott (2011), em cées o quadro de
diabetes mellitus pode ser considerado sempre que
a glicose sérica casual (sem jejum) exceder 200
mg/dl. Em vista disso considerando-se os dados
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apresentados pela literatura consultada e aplicando-
se a V% nas observada nos diferentes tempos do
presente trabalho, foi possivel suspeitar que,
mesmo em amostras hiperglicEmicas, ndo haveria
prejuizo na conclusdo diagndstica.

Desse modo, a analise resultante da pesquisa em
discussdo indicou que, embora com oscilagdes nos
valores séricos de glicose em consequéncia do
tempo de armazenamento da amostra em tubos sem
aditivos e a 4°C, a instabilidade ndo comprometeu o
diagndstico clinico de normoglicemia em cées.
Além disso, considerando-se as peculiaridades da
medicina veterinaria, principalmente no que diz
respeito ao encaminhamento de amostras a
laboratorios de referéncia, excepcionalmente,
amostras armazenadas a 4°C, por até 48 horas
podem ser utilizadas para uma triagem inicial de
glicose para a espécie canina.

CONCLUSAO

VariagGes crescentes nas concentragfes de glicose
sérica sdo observadas durante 0 armazenamento a
4°C em amostras ndo centrifugadas e em tubo sem
aditivo, no entanto essas variagfes ndo
comprometem a conclusdo diagnostica para cédes
normoglicémicos, quando utilizada até 48 horas
apos a coleta.
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