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Anadlise da integridade de células sanguineas de ciaes com diferentes métodos

de coleta de sangue em Rondonia.
Luiza Vieceli Nunes?; Jhonatan Fantin Pereiral

1 Centro Universitario Sdo Lucas Ji-Parana - Afya, Rondonia, Brasil

RESUMO: O hemograma é um exame de sangue fundamental para avaliar a satde
dos animais, analisando trés populagdes celulares: leucdcitos, hemacias e plaquetas.
Este estudo processou 150 hemogramas de 50 caninos, comparando duas técnicas
de coleta, divididas em coleta por cateterismo venoso de calibre 22, e coleta com
seringa de 5 ml e deposicao de 2 ml de sangue em tubo de EDTA de tampa fechada
e deposicao de 2 ml de sangue em tubo de EDTA de tampa aberta. Os cdes foram
selecionados por amostragem de conveniéncia e cumpriam os seguintes requisitos:
serem adultos com mais de 1 ano, acima de 15 kg, porte grande, escore corporal
ideal, higidos e ativos, com normofagia, normodipsia, normuria e normoquesia. As
coletas eram realizadas pelo mesmo médico veterinario. No eritrograma, (42%) das
amostras foram mais eficientes e causaram menores alteragdes em eritrdcitos com
a coleta de sangue com cateter 22G. No leucograma, (38%) das amostras foram mais
eficientes e causaram menores alteracdes nos leucécitos com a coleta de sangue com
a seringa e deposicao em tubo de tampa fechada. E no plaquetograma, (36%) das
amostras foram mais eficientes e causaram menores altera¢des em plaquetas com a
coleta de sangue com a seringa e deposicao em tubo de tampa aberta. Com base nos
resultados, foi possivel observar que as diferentes técnicas de coleta de sangue em
cdes apresentaram impactos variados na integridade celular e nas contagens dos

componentes do hemograma, demonstrando ter vantagens e limitagdes.

Palavras-chave: hemolise; hemograma; leucograma; plaquetas.



INTRODUCAO

O sangue é composto por duas partes: uma liquida, denominada de plasma (se for
colhida com anticoagulante) ou soro (quando colhida sem anticoagulante) e uma
celular, composta por eritrécitos, leucécitos e plaquetas. A principal funcdo do
sangue é o transporte de substancias essenciais para a vida das células do corpo, tais
como oxigénio, diéxido de carbono, nutrientes e hormonios e de produtos oriundos
do metabolismo, indesejaveis ao organismo, os quais sdo levados aos 6rgdos de

excrecao (Lopes et al., 2007).

0 hemograma consiste em um exame de sangue bastante solicitado na rotina devido
a sua utilidade no ambito clinico. Ele é responsavel por avaliar as populacdes
celulares presentes no sangue, oferecendo informag¢des importantes para que,
associadas ao histérico e demais sinais clinicos, auxiliem no diagnéstico do paciente
em questdo. Segundo Meneguelli (2017), sdo avaliadas trés popula¢des celulares no
hemograma: os leucdécitos, conhecidos como série branca ou leucograma; as
hemadcias, conhecidas como série vermelha ou eritrograma; e as plaquetas,
conhecidas como série plaquetdaria. O eritrograma é composto pela contagem global
de hemacias, determinacao do hematocrito, dosagem de hemoglobina e calculo dos
indices hematimétricos: Volume Globular Médio (VGM), Hemoglobina Globular
Média (HGM) e Concentracao de Hemoglobina Globular Média (CHGM); ja o
leucograma, avalia a série branca ou leucécitos que sdo constituidos por
granulécitos (neutrofilo, eosinéfilo, basoéfilo) e agranulécitos (linfécitos e
mondcitos) (Soares et al, 2012). Sendo assim, o leucograma é composto pela

contagem global e diferencial de leucdcitos (Silva, 2017).

Como descrito por Santos e Vieira (2013), os laboratérios de analises clinicas estdo
sujeitos a erros no desenvolvimento das amostras, e por isso, divide-se o
processamento das amostras em trés fases: pré-analitica, analitica e pés-analitica. A
fase pré-analitica compreende desde a solicitacdo do exame, a coleta do material e
os procedimentos realizados com a amostra antes da analise e é responsavel pela
maior parte destes erros, pois envolve diretamente a atividade humana. O
garroteamento, o tipo de coleta, a pung¢do sanguinea, o anticoagulante utilizado, a
homogeneizacdo apos a coleta e a confeccao do esfregaco sanguineo, sao fatores pré-

analiticos inerentes ao exame, fundamentais para um exame fidedigno.



Segundo Silva (2017), quando as hemadcias estdo senescentes, parasitadas, com
alguma alteragdo enzimatica ou morfoldgica elas sdo retiradas de circulagao e
destruidas por um processo denominado hemolise, com a ruptura da membrana
plasmatica e liberacdo da hemoglobina. Thrall et al. (2006) explicam que as causas
mais comuns de hemdlise relacionados a clinica do paciente sdo mecanismos
imunomediados, hemoparasitas e medicamentos ou substancias quimicas que
provocam lesdo oxidativa, resultando na formacao de corpusculos de Heinz. Lopes
etal. (2007) explicam que durante a coleta da amostra sanguinea, alguns fatores sao
importantes para que ocorra hemolise, tais como: calor excessivo, seringas e agulhas
molhadas e/ou quentes, demora na colheita, forte pressdo negativa na seringa,
descarga violenta da seringa no frasco, homogeneizacdo violenta com o
anticoagulante e o uso incorreto dos anticoagulantes. Os autores também
classificam os anticoagulantes em: EDTA (Etileno diamino tetra acetato de sddio ou
de potassio) recomendado para a rotina hematolégica, porque nao interfere na
morfologia celular, preservando-a por até 24 horas quando refrigerado
adequadamente; fluoreto de sédio, que é indicado para determinagdo da glicose,
visto que impede a glicdlise sanguinea, realizada in vitro principalmente pelos
eritrocitos; heparina utilizada em bioquimicos por ser inibidor da trombina e
tromboplastina e ndo é recomendada para hemograma; e citrato de sddio, utilizado
para provas de coagulacdo (tempo de protrombina, tempo de tromboplastina

parcial ativada).

Referente a coleta de sangue, esta é uma das principais fases do hemograma, afinal,
é por meio dela que se obtém a matéria necessaria para a realizacdo dos exames e
se esta for realizada de forma inadequada, acarretarda em resultados irreais.
Carvalho (2008), descreve que o local de pungdo varia de acordo com a espécie,
quantidade de sangue a ser colhido e a finalidade laboratorial da amostra. As veias
podem ser acessadas de diversas maneiras e a escolha do acesso envolve o tamanho
do animal: animais maiores geralmente possuem veias mais calibrosas nos
membros anteriores, enquanto que animais menores ja oferecem a veia jugular

como um caminho mais facil para se obter a amostra.

No cdo, a coleta é, preferencialmente, por pungao venosa das veias cefalica e jugular
(Soares et al, 2012). E para realiza-la, é necessario que os materiais estejam
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previamente separados, tais como: tubo, seringa, garrote e dlcool 70%. Em caso de
hemograma, o tubo deve ser o de tampa roxa que contém o anticoagulante EDTA, a
fim de preservar melhor o volume celular e as caracteristicas morfoldgicas das
células nos esfregacos corados (Thrall et al., 2006). Para a realizacdo da coleta,
diferentes métodos podem ser utilizados. Lopes (2009) traz que as formas mais
indicadas para se realizar pung¢do venosa sao o sistema a vacuo (agulha e um
acoplador para o tubo e escalpes), ou utilizando uma seringa e agulha. Em seu
estudo, o autor ainda traz uma outra forma de coleta, para situagdes especificas, por
meio de cateter de infusdo. Ja Quiroz et al. (2000) explicam que a coleta sanguinea
pode ser realizada por agulha direta, sistema a vacuo com vacutainer e sistema a

vacuo com tubos de plastico e seringa.

Lopes (2007) descreve a colheita de sangue venoso periférico nos seguintes passos:
conter o animal adequadamente, proporcionando o minimo de estresse, para se
obter um resultado hematolégico representativo; apds antissepsia com alcool 70%,
introduzir agulha percutaneamente através da veia distendida por prévio garrote
manual abaixo do ponto de colheita; conectar seringa descartavel graduada e colher
0 sangue lentamente, correspondente a quantidade de anticoagulante contida no
frasco de acondicionamento; ap6s completar o volume desejado, desfazer o garrote
e retirar a seringa e a agulha e transferir o sangue colhido da seringa, com suave
compressao do émbolo para evitar hemolise, dentro de vidro estéril contendo
anticoagulante EDTA (2,0 mg/mL de sangue). Apds coletados, os tubos devem ser
homogeneizados com movimentos leves de dez a doze vezes (Lopes, 2007) e levados

ao laboratorio para a realizacdo do exame.

Considerando o contexto apresentado, o proposito fundamental desta pesquisa
consiste em analisar se ha alteracao dos componentes sanguineos e sua integridade
celular, realizando diferentes técnicas de coleta de sangue em caes, em busca de

direcionar qual o melhor e mais fidedigno método de coleta sanguinea para caninos.

MATERIAIS E METODOS

Aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais em Experimentagio (CEUA)

com protocolo n® 010.24/2.



A coleta de amostras sanguineas foi realizada em cdes sem raga definida
pertencentes ao Canil Municipal do Municipio de Ji-Parana/RO. Foram selecionados,
por amostragem de conveniéncia, 50 caninos, com os seguintes requisitos: serem
adultos acima de 1 ano de idade, com mais 15 kg, porte grande com escore corporal
ideal, higidos e ativos, com normofagia, normodipsia, normuria e normoquesia.
Estes eram conduzidos individualmente até o ambulatério dentro das instalacdes do
canil, e analisados pelo mesmo médico veterinario que verificava se o animal atendia

aos requisitos estabelecidos, e caso aprovado, prosseguia com a coleta sanguinea.

Foram realizadas duas coletas sanguineas de cada animal por acesso a veia cefalica,
na mesma pata, sendo a primeira por seringa descartavel e a outra por cateter
intravenoso. As coletas eram feitas na mesma ordem, pelo mesmo médico
veterinario e com diferenca de 1 a 3 minutos de uma técnica para outra, em que a
segunda coleta era realizada acima do local da primeira, de forma padrao para todos

0s animais.

Para que as amostras fossem colhidas, todos os animais eram devidamente contidos,

e a antissepsia com alcool 70% e o garrote acima do local de coleta eram realizados.

Em relacdo a primeira coleta, ela era realizada por seringa de 5 ml descartavel com
calibre 22. Esse método dividia-se em duas etapas, que consistia em coletar 4 ml de
sangue, sendo depositados 2 ml da amostra em um tubo com EDTA (Acido
etilenodiamino tetra-acético) K3 de 2 ml a vacuo por meio da tampa emborrachada
utilizando-se a agulha e o vacuo do tubo para o acondicionamento do sangue e os
outros 2 ml da amostra em outro tubo com EDTA K3 de 2 ml, com a abertura da
tampa e a retirada da agulha para deposicdo do sangue por meio da parede do tubo
com leve pressio no émbolo. Ambas amostras eram homogeneizadas e
identificadas. A préxima coleta era realizada por cateter intravenoso de calibre 22.
Apés a venopuncgao, fazia-se a remocgao do cateter, permanecendo o tubo de silicone
dentro da veia por onde escorria o sangue diretamente para dentro do tubo de EDTA
K3 de 2 ml, destampado e em sua parede, mediante o bombeamento manual na pata.

Em seguida, eram homogeneizadas e identificadas.

Todas as amostras foram acondicionadas em temperatura de 22C - 8°C, com o auxilio

de caixa térmica com termometro e conduzidas ao laboratério de Analises Clinicas
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Veterinarias do Centro Sao Lucas Campus Ji-Parand, apo6s duas horas de sua coleta,
para a realizacdo de hemograma com leitura de esfregaco sanguineo, sendo que o

mesmo biomédico realizava a recep¢do, processamento e analises dessas amostras.

Para a andlise dos dados, todos os hemogramas foram planilhados no Google Sheets,
separados por animal e sua forma de coleta. Para que a comparacdo entre os
métodos fosse executada, utilizou-se andlise quantitativa por meio de porcentagem.
Cada variavel do hemograma, sendo eritrograma, leucograma e plaquetas, foi
analisada individualmente. A metrificagdo ocorreu comparando as 3 amostras de
cada animal buscando identificar a que, em cada uma das variaveis do hemograma,
menos demonstrava alteracdes sanguineas e se assemelhava ao padrdo de
referéncia desejado descrito por Weiss e Wardrop (2011), sendo: eritrograma com
5,5-8,5 (x10¢/L) para eritrécitos, 12-18 (g/dL) para hemoglobina e 37-55 (%) para
hematdcrito; leucograma, com 6,0-17,0 (x103/uL) para Leucécitos, 3.000 a 11.500
(nL) para Neutrofilos e 1.000 a 4.800 (uL) para linfécitos e plaquetas, com 200 a
500 (x10°/L).

Desta forma, os 3 hemogramas de todos os pacientes foram comparados, analisados
e identificados os valores de menor alteracdo para que entdo pudesse ser realizada

a andlise quantitativa e tabula¢do dos resultados.

RESULTADOS

Ao todo, foram realizadas 50 coletas de cada uma das trés metodologias (cateter,
seringa com deposicdo em tubo com tampa fechada e seringa com deposi¢do em

tubo com a tampa aberta) resultando em 150 hemogramas analisados.

A primeira variavel analisada trata-se do eritrograma, em que se adotou como a
forma de coleta mais viavel aquela que apresentou menores alteracées nos
eritrocitos seguindo o padrao descrito anteriormente. Das 50 amostras coletadas
com cateter intravenoso, 21 delas apresentaram menores alteragdes da série
vermelha, significando que 42% dos resultados encontrados indicam que esta é a
forma mais eficiente de coleta para analise do eritrograma conforme descrito na

Tabela 1.

10



Tabela 1 - Analise da variavel Eritrograma.

Método de coleta Eritrogramas com menor %
alteracao em eritrocitos

Cateter 22G 21 42%

Seringa e tubo de tampa 13 26%
fechada

Seringa e tubo de tampa 16 32%
aberta

A préxima varidvel analisada trata-se do leucograma em que se adotou como a
forma de coleta mais viavel aquela que apresentou menores alteracées nos
leucdcitos seguindo o padrao descrito anteriormente. Das 50 amostras coletadas
realizadas com seringa e depositadas em tubo por meio da tampa fechada, 19 delas
apresentaram menor alteracdo na série branca, significando que 38% dos
resultados encontrados indicam que esta é a forma mais eficiente de coleta para

analise do leucograma conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2 - Analise da variavel Leucograma.

Método de coleta Leucograma com menor %
alteracao em leucocitos

Cateter 22G 16 32%

Seringa e tubo de tampa 19 38%
fechada

Seringa e tubo de tampa 15 30%
aberta

A tultima variavel analisada trata-se do plaquetograma, em que se adotou como a

forma de coleta mais viavel aquela que apresentou menores alteracdes nas
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plaquetas seguindo o padrao descrito anteriormente. Das 50 amostras coletadas
realizadas com seringa e depositadas em tubo com a tampa aberta, 18 delas
apresentaram menor alteracdo na série plaquetaria, significando que 36% dos
resultados encontrados indicam que esta é a forma mais eficiente de coleta para

analise do plaquetograma conforme descrito na Tabela 3.

Tabela 3 - Analise da variavel Plaquetograma.

Método de coleta Plaquetograma com menor %
alteracao em plaquetas

Cateter 22G 15 30%

Seringa e tubo de tampa 17 34%
fechada

Seringa e tubo de tampa 18 36%
aberta

Sendo assim, temos que o cateter é o método que apresentou menores alteragdes no
eritrograma; a coleta de seringa e deposicao no tubo pela tampa fechada apresentou
menos alteracdes no leucograma e a coleta de seringa e deposicao no tubo com a

tampa aberta apresentou menores alteragoes de plaquetas.

Referente aos métodos que causaram maiores alteracdes, o cateter apresentou
modifica¢cdes significativas no plaquetograma; seringa com deposicdao em tubo
aberto apresentou alteracdes no leucograma e seringa com deposicao em tubo

fechado apresentou maiores alteracdes no eritrograma.
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DISCUSSAO

A coleta de sangue é uma pratica comum na rotina veterinaria, visto que a busca por
um diagnostico comecga por meio de exames complementares. Desta forma, cada

profissional escolhe a que melhor se adapta para utiliza-la em seu dia-a-dia.

Segundo Fonseca et al. (2023), existem dois métodos de coleta de sangue, o sistema
aberto que é quando se utiliza uma seringa e um tubo separados e o sistema fechado,
em que se utiliza uma estrutura unica. Lopes (2009) e Quiroz et al, (2000)
corroboram com tal afirmacao, trazendo em seus estudos que as formas mais
indicadas para se realizar pun¢do venosa sao o sistema a vacuo (agulha e um
acoplador para o tubo e escalpes), ou utilizando uma seringa e agulha. Ferreira et al.
(2001) explicam ainda que ap6s a coleta de sangue com seringa, a agulha deve ser
retirada e o sangue depositado no tubo escorrendo pela parede, sendo o tubo de
tampa aberta; informacdo também discutida por Lopes (2007) que atribui que o
sangue injetado pela tampa do tubo gera mais hemolise nas amostras. Duas das
metodologias descritas pelos autores supracitados foram utilizadas no presente
estudo, sendo o método de seringa e agulha (sistema aberto) e a deposi¢cdo do

sangue em tubo com a tampa aberta.

Segundo a Sociedade Brasileira de Patologia Clinica (2010), a coleta de sangue via
cateter de infusdo nao é recomendada devido aos riscos inerentes a esse
procedimento, como contaminagdes no local da coleta e no cateter, além de aumento
consideravel do volume a ser colhido. Esta foi a terceira metodologia utilizada nesta
pesquisa, sendo pouco discutida em outros estudos quanto a sua eficacia como
método de coleta, mas bastante utilizada na rotina médica veterinaria, visto que é
passivel de aproveitamento quando se realiza a venopuncdo do animal que necessita
de fluidoterapia, em que se pode realizar a coleta de sangue antes de administrar

solugdes intravenosas.

Grant (2003) demonstra em seu estudo que o sangue coletado por cateteres
intravenosos resultou significativamente em mais hemolise do que o coletado com
uma agulha reta. Tais dados também foram encontrados por Martins et al. (2021),
onde o maior numero de hemolise ocorreu na coleta por cateter. Porém, estas

informacdes ndo condizem com os achados desta pesquisa, visto que a técnica que
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mais se apresentou eficiente para garantir menores alteracdes em eritrocitos foi o
cateter intravenoso em veia cefalica. Tal resultado pode se justificar com o relato de
Paiva Junior et al. (2024) que explicam que durante a coleta de sangue, a hemdlise
pode ser induzida por varias praticas inadequadas, como a utilizacdo de agulhas
de calibre inadequado, a aplicacdo excessiva de forca durante a aspiracdo do
sangue, a coleta inadequada com seringa e agulha, a aspiracdo rapida e a

transferéncia brusca do sangue para os tubos de coleta.

Em relacdo ao método de coleta com menor alteragao no leucograma, a coleta por
seringa e deposicdo pela tampa com tubo fechado foi a mais eficiente. As alteracdes
encontradas se justificam por Santos e Vieira (2013), que afirmam que a pratica de
atividade fisica antes de realizar o hemograma deve ser considerada como uma
variavel pré-analitica, tendo em vista que, os exercicios promovem leucocitose com
neutrofilia. Por tratarem-se de animais de um canil municipal que vivem soltos, esta
afirmacgdo contribui para a validagdo dos achados na coleta de cateter e seringa com
deposicao em tubo aberto. Além disso, Lopes (2009), contribui dizendo que o EDTA
pode causar pseudo leucocitose, sendo o ideal realizar um esfrega¢o sanguineo com
0 sangue sem anticoagulante ou logo ap6s a coleta quando ndo possivel. Nesta
pesquisa, os esfregacos foram realizados 2 horas apés a coleta e o tubo utilizado foi

o de EDTA K3 de 2 ml, contribuindo com os resultados encontrados.

Sobre o método mais eficiente para analise do plaquetograma, temos a coleta por
seringa e deposicdo com tubo de tampa aberta. Descrito por Santos (2021), no
plaquetograma, o excesso de EDTA pode aumentar o tamanho das plaquetas e
causar lise, sendo encontrados com frequéncia agregados plaquetarios e satelitismo
plaquetario (Silva et al., 2020). Fuck et al. (2012) afirma que o citrato de s6dio pode
ser recomendado como anticoagulante de escolha para colheita de sangue,
oferecendo vantagens sobre o EDTA por diminuir a ocorréncia de
pseudotrombocitopenia e pseudo leucocitose. Tais informac¢des podem justificar os
resultados encontrados, visto que todas as amostras foram coletadas com EDTA.
Wills & Wardrop (2008) relatam o caso de um canino diagnosticado com
pseudotrombocitopenia secundaria aos efeitos do EDTA, um fenémeno in vitro, ndo
patolégico, mas que pode ser clinicamente significativo se o tratamento for iniciado
baseando-se na trombocitopenia observada no contador hematolégico. Bauer et al.
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(2011) realizou uma pesquisa comparando técnicas de coleta de sangue sendo
seringa e cateter intravenoso e sua influéncia na fun¢ao plaquetéaria e variaveis de
coagulacdo em cdes, e em geral, nenhuma das técnicas de coleta teve impacto
significativo nos resultados. Porém, neste estudo, entre as metodologias utilizadas,
a coleta de sangue com seringa e deposi¢cdao em tubo com tampa aberta apresentou

menores alteracdes.

CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados desta pesquisa, foi possivel observar que o cateter é o
método que apresentou menores alteracdes no eritrograma; a coleta de seringa e
deposicao no tubo pela tampa fechada apresentou menos alteragdes no leucograma
e a coleta de seringa e deposicao no tubo com a tampa aberta apresentou menores
alteracdes de plaquetas. Nao ha um dnico método elegivel como melhor e mais
fidedigno que compreenda as trés variaveis do hemograma, visto que cada um deles
apresentou uma vantagem e limitacao. Sendo assim, faz-se a realizacdo de novos

estudos com um numero de amostragem maior.
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