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RESUMO

Os exames hematoldgicos e bioquimicos auxiliam no diagnéstico e prognostico de
varias doencas veterinarias. Para correta interpretacdo desses exames é
indispensavel que os intervalos de referéncia (IRs) estabelecidos para a espécie
sejam comparados com os resultados dos pacientes. Dessa forma, é importante que
esses intervalos sejam confidveis e, de preferéncia, estabelecidos por cada
laboratério. A determinacao de IRs préprios € um processo demorado, trabalhoso e
oneroso. Assim, uma alternativa € validar os ja estabelecidos e disponiveis na
literatura. A metodologia proposta pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) j& foi utilizada para caes, e a American Society for Clinical Veterinary
Pathology (ASCVP) disponibiliza recomendacdes para orientar a determinacdo e
validacdo de IRs para espécies animais. No Brasil os IRs hematolégicos e
bioguimicos utilizados rotineiramente para cdes foram estabelecidos ha bastante
tempo em outras regibes geograficas e, provavelmente, ndo retratam a realidade
atual. Assim, os objetivos do trabalho foram: validar IRs para hematologia e
bioquimica sanguinea de cées criados na Amazonia Oriental e estabelecer, para os
parametros ndo validados, novos IRs. Foram utilizadas amostras de 44 cées adultos
clinicamente saudaveis, de diferentes racas e sexos. Para validacdo foi usada a
metodologia proposta pelo CLSI e na determinagéo dos IRs dos parametros néo
validados utilizou-se metodologia estatistica proposta pela ASCPV. Foram
submetidos ao processo de validacdo um total de 25 parametros (13 hematoldgicos
e 12 bioquimicos). Desse total, seis (24%) parametros ndo foram validados
(Hemoglobina, CHGM, eosindfilos, linfocitos, albumina e GGT) e para estes foram
estabelecidos novos intervalos. Para a maioria (76%) dos parametros hematologicos
e bioquimicos os IRs estabelecidos previamente na literatura ainda sao validos para
utilizacdo em caes criados na Amazoénia Oriental. Para os parametros néo validados,
apenas para eosindfilos e linfécitos recomendamos que outros trabalhos, com um
namero maior de animais, sejam realizados para confirmar os nossos resultados ou
estabelecer novos IRs. Os IRs estabelecidos para hemoglobina, CHGM, albumina e
GGT podem ser utilizados em substituicdo aos intervalos antigos.

Palavras chave: Intervalo de referéncia. Diagndstico laboratorial. Validac&o.



ABSTRACT

Hematological and biochemical help in the diagnostics and prognostics of many
veterinary diseases and for their correct understanding it is essential that the
reference ranges (IRs) established for the species be compared with the patients'
results. In this way, it is important that these intervals be reliable and preferably
established by each laboratory. The determination of own IRs is a time consuming,
laborious and costly process, so, an alternative is to validate those already
established and available in the literature. The methodology proposed by the Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) has already been used in dogs, and the
American  Society for Clinical Veterinary Pathology (ASCVP) provides
recommendations to guide the determination and validation of IRs for animal species.
In Brazil the hematological and biochemical IRs routinely used for dogs have been
established for a long time in other geographical regions and probably do not reflect
the current reality. Therefore, the objectives of the work were: to validate RTIs for
hematology and blood biochemistry of dogs created in the Eastern Amazon and to
establish, for the non-validated parameters, new RTIs. It was used samples of 44
clinically healthy adult dogs of different breeds and sexes. The methodology
proposed by CLSI was used for validation and for the determination of the IRs for the
non-validated parameters the statistical methodology proposed by ASCPV was used.
A total of 25 parameters (13 hematological and 12 biochemical) were submitted to
the validation process. Of this total, six (24%) parameters were not validated
(Hemoglobin, CHGM, eosinophils, lymphocytes, albumin and GGT), which
established new intervals. For most (76%) of the hematological and biochemical
parameters the IRs previously established in the literature are still valid for use in
dogs bred in Eastern Amazonia. For non-validated parameters, only for eosinophils
and lymphocytes we recommend that other works, with a larger number of animals,
are performed to confirm our results or establish new IRs. The IRs established for
hemoglobin, CHGM, albumin and GGT can be used in place of the old ranges.

Key words: Reference interval. Laboratory diagnosis. Validation.



1 INTRODUCAO

O diagnostico laboratorial € um instrumento Util na investigacdo de vérias
enfermidades, além de dar apoio e orientar nos resultados do tratamento. Tanto os
exames hematoldgicos quanto os bioquimicos, auxiliam no diagnéstico e progndstico
de vérias doengas veterinarias (RAHMAN, 2018).

A interpretacdo dos exames hematoldgicos e bioquimicos e deve levar em
consideracdo a anamnese e os dados obtidos no exame clinico. Além disso, é
indispensavel que os intervalos de referéncia (IRs) estabelecidos para a espécie
sejam comparados com os resultados dos pacientes (BIRGEL JUNIOR et al. 2001,
RUSSEL & ROUSSEL, 2007). O intervalo de referéncia é um recurso de
fundamental importancia no parecer médico e pode ser 0 meio mais utilizado para
tomada de decisédo na avaliacdo do paciente (GEORGE, et al. 2010).

Os Irs sdo 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). Fatores ambientais, raca, idade, género, manejo, nutricdo, e
estado fisiologico sdo causas de variacbes nos Irs obtidos para caes e outras
espécies animais. Dessa forma, os Irs podem variar muito e, segundo Friedrichs
(2010), e importante estabelecer esses intervalos levando em consideracdo os
aspectos fisiologicos, geograficos e analiticos.

No Brasil, os Irs para exames laboratoriais usados na medicina sdo, ha
maioria dos casos, baseados na bibliografia internacional, porém esses intervalos
podem divergir em muitos pontos da realidade nacional (FERREIRA & ANDRIOLO
2008). Na veterinaria essa divergéncia também ocorre, sendo importante
estabelecer Irs que se aproximem da realidade nacional ou, preferencialmente,
regional. Segundo Russel & Roussel (2007), h4 uma maior credibilidade quando um
intervalo de referéncia € definido a partir de amostras originadas da populacdo da
gual o paciente faz parte.

Estipular Irs préprios é mais dispendioso para sua execucdo, além de ser
mais trabalhoso e requerer a utilizacdo de um namero significativo de animais. A
validacdo de intervalos ja existentes é uma alternativa, necessitando para isso de
apenas 20 amostras de animais saudaveis (FERREIRA & ANDRIOLO 2008,
GEORGE et al. 2010, OZARDA 2016).
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O Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), possui uma norma
padréo para validacao de Irs. A metodologia proposta pelo CLSI j& foi utilizada para
cées (NIELSEN et al. 2010). A American Society for Clinical Veterinary Pathology
(ASCVP) disponibiliza recomendacfes para orientar a determinacéo e validacéo de
Irs para espécies animais (FRIEDRICHS et al. 2012). O regulamento proposto pela
ASCVP foi utilizado recentemente para caes de racas variadas (CHUNG et al. 2016)
e especificamente para raca Sheepdog (RUGGERONE et al. 2018).

No Brasil os Irs hematolégicos e bioquimicos utilizados rotineiramente para
cdes foram estabelecidos ha bastante tempo em outras regides geogréaficas e,
provavelmente, ndo retratam a realidade atual. Nesse contexto, 0os objetivos desse
trabalho foram: validar Irs para o hemograma e exames bioquimicos de caes criados
na Amazonia Oriental, além de estabelecer intervalos proprios para os parametros

nao validados.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de realizacao

O trabalho foi realizado no Laboratério de Analises Clinicas Divisdo
Veterinaria (LAC-Vet) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do

Pard — Campus Belém.

2.2 Animais

Para compor a populacdo de referéncia, foram utilizados 44 animais adultos
(com mais de um ano de idade) de diferentes racas (SRD, Golden Retriever, Shitzu,
Jack Russell, Pinscher, Pastor Belga, Yorkshire, Border Collie, Dogue Alemao) e
sexos, que ndo apresentavam sinais de doenca nas duas semanas anteriores ou
seguintes a coleta de amostras. Para conhecer o histérico clinico dos animais os
tutores responderam um questionario (ANEXO 1) com perguntas sobre alimentacao,
cirurgias recentes, histérico de doencas, uso de medicacbes, esquema completo de

vacinagéo e vermifugacao em dia.
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Foram excluidos do estudo animais gestantes ou que estivessem
amamentando, com doenca clinica em curso, com lesfes aparentes, ou fazendo uso
de medicagcbes como hormdénios ou promotores de crescimento, indutores
enzimaticos (corticosterdides ou antiepilépticos), entre outras drogas que poderiam
interferir nos exames hematoldgicos e bioquimicos de acordo com o estabelecido
por Friedrichs et al. (2012).

2.3 Coleta das amostras

Para a coleta de sangue os animais foram contidos fisicamente e, quando
necessario, foram utilizadas focinheiras. O sangue foi coletado preferencialmente
por puncgéo da veia cefalica, utilizando seringas e agulhas descartaveis.

Para realizacdo dos hemogramas foram coletadas amostras de sangue (3
mL) em tubos contendo o anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (EDTA).
Apos as coletas todas as amostras foram refrigeradas e imediatamente remetidas ao
LAC-Vet. Todos os animais estavam em jejum de 8 horas antes da coleta.

Para a realizacdo das dosagens bioquimicas foram coletadas amostras (3ml) em
tubos sem anticoagulante. As amostras foram imediatamente remetidas ao

laboratorio e centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos.

2.4 Andlises hematoldgicas e bioquimicas

O sangue total foi utilizado para a determinacdo do hematdécrito, dosagem de
hemoglobina, contagem global de hemacias, indices hematimétricos (VGM, HGM e
CHGM), contagem global de plaguetas e contagem global de leucécitos. Foi utilizado
um equipamento automatizado Humancount 30 (In vitro Diagndstico) calibrado para
espécie canina.

A contagem diferencial de leucécitos foi realizada em esfregacos sanguineos
corados com Leishman. Foram contados 100 leucocitos, os quais foram
diferenciados em neutrofilos, eosinodfilos, basofilos, mondcitos e linfécitos. Os
resultados obtidos foram expressos em valores absolutos (células/ uL de sangue).

Para a realizacdo das dosagens bioquimicas os soros obtidos foram
congelados a -20°C até realizacdo das analises (média de 15 dias apoés a coleta) de

colesterol, triglicerideos, glicose, uréia, creatinina, albumina, globulinas e proteinas



12

totais. Foi determinada a atividade das enzimas alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase  (AST), fosfatase alcalina (FA) e gama
glutamiltransferase (GGT). As dosagens bioquimicas foram realizadas empregando
Kits comerciais da marca INTERTECK KATAL em equipamento automatizado CM
200 (WINER LAB) utilizando as metodologias descritas no quadro 1. Amostras

hemolisadas, lipémicas ou ictéricas ndo foram processadas.

Quadro 1- Método de andlise dos parametros bioquimicos

Parametros Método

Albumina Colorimétrico

ALT Cinético UV

AST Cinético UV

Colesterol Enzimatico colorimétrico
Creatinina Enzimatico colorimétrico
Fosfatase alcalina  Cinético

GGT Cinético

Glicose Enzimatico colorimétrico
Globulinas Célculo (Proteina total — Albumina)
Proteinas totais Enzimatico colorimétrico
Triglicerideos Enzimatico colorimétrico
Uréia Enzimatico colorimétrico

2.5 Protocolo de validacéo e determinacéo de intervalos de referéncia

Foram utilizados para validacéo os intervalos estabelecidos por Jain (1993) e
Kaneko (1997) para o hemograma e os exames bioquimicos, respectivamente. O
procedimento de validacdo seguiu o protocolo do CLSI (NIELSEN et al. 2010).

Foram selecionados, aleatoriamente, 20 animais clinicamente saudaveis e
suas amostras foram usadas para validacdo de cada parametro hematolégico ou
bioquimico (12 amostragem). O parametro foi considerado validado quando apenas
duas amostras estavam fora do intervalo de referéncia estabelecido, ou seja, 10%
do total. Quando cinco ou mais amostras estivessem fora do intervalo de referéncia
este era imediatamente rejeitado. Caso o humero de amostras divergentes fosse de
trés a quatro, uma nova amostragem foi realizada (22 amostragem), utilizando outros

20 animais saudaveis e suas amostras foram submetidas ao mesmo procedimento
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aplicado (Figura 1). Quando, apés a segunda amostragem, o0s resultados

permaneceram rejeitados um novo intervalo de referéncia foi calculado para cada

parametro.
Até 10% (0-2)das
s, amostras forado p={Intervalode referéncia validado
intervalo
Validagdo
de 1
intervalos ( ]
de (12 amostragem) 5325%”““}1915[5 Eetabelcinentod
2 o | oumais|das . T ElECImEnto de
reﬁ;:f;ma Andlisede20 [ amoctras forado Intervalo de referéncia rejeitado oovs IR
1093) anostras intervalo
aanekn, dh ’ —
(1997) — o )
Quandomas e (22 amostragem) Cattmos s .
- 10%até 25% (32 , i \ Estabelzcimento de
1)das amostras oral | Repeiuse 0 procedinient com agturs novos IRs
I 20 novas amostras FEMOsLragent:
do intervalo rejeituufse

Figura.l. Procedimento de validacdo de intervalos de referéncia, adaptado de
Nielsen et al. (2010).

Os IRs foram determinados usando o programa Excel com o suplemento
Reference Value Advisor (versdo 2.1). O software executa os calculos de acordo
com as recomendacdes do CLSI, conforme sugerido pelas diretrizes da ASCVP. Os
IRs foram calculados usando um método ndo paramétrico que também calculou o
intervalo de confianca (IC) de 90%, exceto quando o numero de observacdes fosse
menor de 40. Nesse caso, foi utilizado o método robusto com os dados
transformados em Box - Cox, conforme recomendado pelo software. Estatistica

descritiva, testes de normalidade de acordo com o método de Anderson - Darling
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com histogramas e Q - Q gréficos e transformagdo Box-Cox foram calculados. Para
encontrar e remover outliers, foram utilizados os testes de Dixon - Reed e Tukey

(Ruggerone et al. 2018).

2.6 ETICA

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de Animais da
Universidade Federal do Para (CEUA/UFPA) recebendo o protocolo n° 1368140219
(ANEXO 2 ). Todos os tutores foram esclarecidos sobre os objetivos do projeto e
assinaram um termo de consentimento (ANEXO 3) conforme exigido na Resolucéo
Normativa do Conselho Nacional de Controle de Experimentagcdo Animal (CONCEA)
n° 22 de 25 de junho de 2015.

3 RESULTADOS

Dos 44 cées utilizados no estudo 24 eram fémeas e 20 machos de racas
variadas. A idade dos caes variou entre um a nove anos (3,5£2,07 anos).

Para os hemogramas foram descartadas duas amostras, uma por estar
coagulada e outra pela deteccdo de microfilaria no esfregaco sanguineo. Para as
analises bioquimicas trés amostras hemolisadas foram descartadas e a amostra do
animal com microfilaria.

Foram submetidos ao processo de validacdo um total de 25 parametros (13
hematolégicos e 12 bioquimicos). Desse total, 76% (19/25) dos intervalos foram
validados e 24% (6/25) foram rejeitados.

Para os parametros hematolégicos o nimero de observacfes fora dos IRs
propostos por Jain (1993) esta demonstrado na tabela 1. Com base nesses
resultados, 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
gue ser submetidos a uma segunda amostragem e permaneceram nao validados.
Os demais parametros hematolégicos foram validados no primeiro procedimento de
amostragem. Para os quatro parametros nao validados (CHGM, hemoglobina,

linfocitos e eosindfilos) foram estabelecidos novos IRs (Tabela 3).
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Tabela 1. Intervalos de referéncia (IRs) hematoldgicos estabelecidos por Jain (1993)
para espécie canina e os resultados do procedimento de validacdo com o total de
amostras utilizadas (n=20) e o total de amostras fora do intervalo de referéncia

Parametros 1" amostragem 22 amostragem IRs Jain (1993)
Hemacia (x10%/ul) 2/20 - 5.5-8.5
Hemoglobina (g/dL) 7120 - 12-18
Hematocrito (%) 2/20 - 37-55
VCM (fl) 0/20 - 60-77
CHGM (%) 3/20 4120 32-36
Leucdcitos (x 10%/uL) 0/20 - 6.0-17.0
Monécitos (x 10%/pL) 2/20 - 0.15-1.35
Linfocitos (x 10°/uL) 3/20 6/20 1.0-4.8
Neut. Segm. (x 10*/uL) 1/20 - 3.0-11.5
Neut. Bast. (x 10°/uL) 0/20 - 0-0.30
Eosinofilos (x 10°/uL) 7120 - 0.1-1.25
Basdfilos (x 10%/uL) 0/20 - Raros
Plaquetas (x 10°/uL) 2/20 - 200-500

OBS: Os valores em negrito indicam os parametros para os quais os IRs Jain (1993)
foram rejeitados e 0 numero de amostras que estavam fora do intervalo utilizado de
acordo com a porcentagem estabelecida no protocolo; tragos (-) indicam que as
amostras nao foram testadas na segunda amostragem

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 uréia tiveram que passar por uma segunda
amostragem, pois trés amostras ficaram fora do intervalo, e foram validados. Os
demais parametros foram validados (tabela 2). Para albumina e GGT foram

estabelecidos novos IRs que estdo demonstrados na Tabela 3.
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Tabela 2. Intervalos de referéncia (IRs) bioquimicos estabelecidos por Kaneko
(1997) para espécie canina e o resultado do procedimento de validagdo com o total
de amostras utilizadas (n=20) e o total fora do intervalo de referéncia

Parametros 1" amostragem 2" amostragem IRs Kaneko (1997)
Albumina (g/L) 9/20 - 26-33
ALT (U/L) 0/20 - 0-102
AST (U/L) 1/20 - 0-66
Colesterol (mg/dl) 2/20 - 135-275
Creatinina (mg/dl) 0/20 - 0,5-1,5
Fosfatase alcalina(U/L) 2/20 - 0- 156
GGT (U/L) 7/20 - 0- 10
Glicose (mg/dl) 1/20 - 65-118
Globulinas (g/L) 2/20 - 27-44
Proteinas totais (g/L) 3/20 0/20 54-71
Triglicerideos (mg/dl) 0/20 - 20-112
Uréia (mg/dl) 3/20 2/20 21-60

OBS: Os valores em negrito indicam os parametros para os quais os IRs Kaneko
(1997) foram rejeitados e o0 numero de amostras que estavam fora do intervalo
utilizado de acordo com a porcentagem estabelecida no protocolo; tragos (-) indicam
qgue as amostras ndo foram testadas na segunda amostragem.
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Parametros N Média Mediana DP Min. Max. outilers IR IR Dist Método
(IC 90%) (IC 90%)
Albumina (g/L) 39 34 34 03 25 41 1 (22_629) (33_142) NG Rob
GGT (UIL) 0 106 11 27 5 16 1 (5,0?6’0) (15’01_616’0) NG NP
Hemoglobina (g/dL) 40 165 17 2,3 11,7 198 2 (111’17’_712) (19’13?’189’8) NG NP
CHGM (%) 40 343 352 20 30 36 2 (30’3930’5) (35’_26) NG NP
Linfécitos (x10%uL) 39 3,81 3,70 1,39 144 7,37 3 (1,2%1?88) (6’247112’08) NG Rob
Eosinofilos (x10%uL) 41 1,14 099 084 015 3,69 1 (0,105_105,27) (2,635_638’69) NG NP

OBS: N = numero de animais utilizados, DP= Desvio padrdao, Min.= minimo, Max= maximo, IR= intervalo de referéncia, IC=
intervalo de confianca; Dist.= distribuicdo dos dados; NG= ndo gaussiana, Rob= método robusto; NP.= N&o parameétrico.
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4 DISCUSSAO

Na prética veterinaria o basico da interpretacdo dos exames laboratoriais é a
comparacao dos resultados do paciente com os IRs estabelecidos para a espécie.
Dessa forma, os intervalos utlizados no laboratério devem ser confidveis e
representar a populacdo atendida (Friedrichs et al. 2010). Apesar disso, a grande
maioria dos laboratérios se preocupa apenas em empregar métodos de controle de
qualidade da parte analitica e ndo dao a devida importancia a validade dos IRs
utilizados nos seus laudos (TATE et al. 2015).

Para cdes os IRs estabelecidos por Jain (1993) e Kaneko (1997), sao
frequentemente utilizados nos laudos de exames. Esses intervalos foram
estabelecidos ha mais de 20 anos e podem nao ser mais representativos da atual
populacdo canina. Assim, varios pesquisadores recomendam que cada laboratorio
estabeleca seus préprios IRs ou valide os que ja estédo disponiveis (FRIEDRICHS et
al. 2010, TATE et al. 2015, OZZARDA, 2016).

O presente estudo utilizou o procedimento de validac&o proposto pelo CLSI e
encontrou que, para a maioria dos resultados hematoldgicos e bioquimicos, os
intervalos de Jain (1993) e Kaneko (1997) foram validados. Para os parametros néo
validados foram estabelecidos novos intervalos utilizando a metodologia estatistica
proposta para uso em grupos com poucos individuos (GEFFRE et al. 2011). Chang
et al. (2016), utilizaram essa mesma metodologia para estabelecer o IRs com um N
amostral de 38 cdes de racas variadas, enquanto Nielsen et al. (2010) utilizaram 32
cées Bernesse da Montanha.

Nas analises hematologicas o intervalo estabelecido para hemoglobina (11,7
a 19,8 g/dL) foi superior ao limite maximo estabelecido por Jain (1993) (12 a 18
g/dL). Na veterinaria a interpretacdo da concentracdo de hemoglobina € semelhante
a do hematdcrito e, pelo fato de ser grosseiramente equivalente a este, ndo tem
muita utilidade para interpretacdes clinicas. A maioria dos veterinarios estad mais
familiarizada ou tem mais experiéncia em interpretar o hematoécrito. Apesar dos
nossos valores para Hb terem apresentado valores superiores ao limite maximo
preconizados por Jain (1993) eles estdo semelhantes aos valores de outros estudos
gue também encontraram resultados de hemoglobina mais elevados. Abella et al.
(2011) estabeleceram o intervalo de 12,4 a 19,2 g/dl. JA Campora et al. (2011)
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encontraram valores superiores aos do nosso trabalho (16,9 a 22,8 g/dL), assim
como Lavoué et al. (2014) (12,8 a 20,6 g/dL).

Para a CHGM os valores foram inferiores ao limite minimo (30 a 36%) quando
comparados com os IRs de Jain (1993) (32 a 36%). Entretanto, apesar dos valores
estarem inferiores eles sédo similares aos de outros trabalhos. Moritz et al. (2004)
obtiveram intervalo de 31,6 a 34,3% e Serra et al. (2012) também observaram essa
diminuicdo (30,8 a 35,5%), corrobando com o presente trabalho.

Os valores de eosinéfilos (0,15 a 3,68 x 10%puL) foram superiores aos limites
minimo e maximo estabelecidos por Jain (1993) (0,1 a 1,25 x 10%pL), porém
contagens mais elevadas que as de Jain (1993) ja foram relatadas por Abella et al.
(2011) (0,1 a 3,1 x 10%pL) e por Lavoué et al. (2014) (0,3 a 3,3 x10%pL). Os
eosindfilos sdo glébulos brancos e 0 seu aumento esta associado a infeccdo por
parasita helmintico, assim como em processos alérgicos (DAVOINE & LACY 2014).

No presente trabalho todos o0s animais estavam com histérico de
vermifugacdo em dia e sem relatos de ocorréncia de doencas alérgicas, embora um
processo de hipersensibilidade subclinica ndo possa ser totalmente descartado.
Alguns animais do estudo eram da raca Golden Retriever, na qual ja ha estudos
relatando a tendéncia destes animais em apresentarem a dermatite atopica canina
(DAC), apesar de aparentar estar em uma condicado saudavel, e por esse motivo nao
foi detectada no questionario, essa pode ser uma possivel causa da elevacdo dos
valores de eosindfilos (ZUR et al. 2002, HARVEY et. al. 2019)

Embora o namero de linfécitos do nosso estudo tenha sido superior aos
limites minimo e maximo de Jain (1993), ele esta de acordo com Abella et al. (2011)
que também encontrou valores mais elevados (1,1 a 5,3 x10%uL) que a referéncia
padrdo. Uma das possiveis causas dessa diferenca no numero de linfocitos seria a
maior frequéncia de vacinacfes que os cdes recebem atualmente, ja que varios
autores associam as imunizacbes como um fator importante para linfocitose
(MEYER et al. 1992, BUSH, 1994, STRASSER et al. 2003). Além disso, ndo se pode
descartar que o aumento dos linfocitos pode ter ocorrido como alteracdo preé-
analitica causada por estresse no momento da coleta. Segundo THRALL et al.
(2015), o aumento no numero de linfécitos pode ocorrer em resposta a excitacao,
podendo ser observada contagens de até 12 x10°/pL.

Nas determinagBes bioquimicas o intervalo de referéncia obtido para

albumina (26 a 41 g/L) foi superior ao limite maximo estabelecido por Kaneko (1997)
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(26 a 33 g/L). Em trabalhos com a espécie canina foram determinados IRs
semelhantes ao obtido no presente estudo. Para cédes Bernese da Montanha os
valores obtidos foram de 26 a 44 g/L (NIELSEN et al. 2010), enquanto Lavoué et al.
(2013) encontraram o intervalo de 27 a 38 g/L para esse parametro bioquimico.
Chang et al. (2016), utilizando caes de ragas variadas, obtiveram um intervalo de 30
a 44 glL.

Para que se mantenha uma producédo normal de albumina é necessario que o
estado nutricional esteja adequado, e a ingestdo de proteinas € de fundamental
importancia (COOPER et al. 2009). O atual manejo alimentar de cdes é baseado na
utiizagdo de ragbes comerciais que sao formuladas para atender todas as
necessidades nutricionais dos animais. Ha vinte anos a alimentacdo de caes era
baseada em alimentacdo caseira e a ingestdo de proteinas poderia ndo ser a
guantidade ideal e isso pode explicar as diferencas observadas. Gonzales et al.
(2001) encontraram menores valores de albumina em cées e atribuiram esse achado
ao tipo de alimentacdo dos animais que era baseado em alimentacdo caseira
Segundo Chung et al. (2016), o manejo alimentar de cdes pode influenciar nos
resultados do IRs obtidos.

Para os resultados da atividade de GGT, observou-se um intervalo (5,0 a 16,0
U/L) superior aos limites minimo e maximo previamente estabelecido (0 a 10 U/L)
por Kaneko (1997). Outros autores encontraram valores semelhantes aos obtidos no
presente estudo. Lavoué et al. (2013) obtiveram o intervalo de <5 a 12,4 U/L, Nielsen
et al. (2010) estabeleceu o intervalo de 0 a 12,2 U/L e Chang et al.(2016) também
encontraram que a atividade da GGT (3 a 11 U/L) foi superior quando comparada
com os IRs previamente estabelecidos. A elevacdo na atividade da GGT é
geralmente atribuida a colestase, hepatopatias e inducdo por medicamentos
(CHAPMAN & HOSTUTLER 2013). Os animais selecionados nao estavam fazendo
uso de medicacdes que pudessem influenciar na atividade dessa enzima. Além
disso, outros parametros que indicam a possibilidade de doenca hepatobiliar (AST,
ALT e FA) estavam dentro dos IRs preconizados por Kaneko (1997).

Em relacdo aos resultados das analises hematoldgicas e bioquimicas as
diferencas observadas entre os intervalos atuais e o proposto por Jain (1993) e
Kaneko (1997) podem ser explicadas também pela variabilidade induzida pelo uso
de instrumentacdo diferente, critérios de amostragem, fatores pré-analiticos,

guestdes demograficas e genéticas (Nielsen et al. 2010, Campora et al. 2011).
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Estudos ja compararam o desempenho em diferentes analisadores e obtiveram
resultados desiguais para as mesmas analises (MORITZ et al. 2004, FLATLAND et
al. 2014). Além disso, a variacdo biologica intrinseca de cada individuo causa
oscilacdes fisiolégicas ao longo do tempo e podem contribuir para variagdes nos
parametros analisados (WALTON 2012, BRAGA & PANTEGHINI, 2016). Ja existem
pesquisas que relatam a variacao bioldgica em valores bioquimicos de caes e gatos
(BARAL et al. 2014, RUAUX et al. 2014).

5 CONCLUSAO

Para a maioria dos parametros hematoldgicos e bioquimicos os IRs
estabelecidos previamente na literatura ainda sao validos para utilizacdo em caes
criados na Amazonia Oriental. Para os parametros nao validados, apenas para
eosindfilos e linfocitos recomendamos que outros trabalhos, com um nimero maior
de animais, sejam realizados para confirmar nossos achados ou estabelecer novos
IRs. Os IRs estabelecidos para hemoglobina, CHGM, albumina e GGT podem ser

utilizados em substituicdo aos intervalos antigos.
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Dados do Tutor

Nome: | Sexo: Ocupacao:
Endereco: E-mail:

Dados do animal
Nome: | Raca: | Sexo: Idade:
1. Tipo de alimentacao: industrial ( ) caseira( ) Mista( ) petiscos( )
2. Manejo alimentar: 1vezaodia( ) até 3vezesaodia( ) avontade( )
3. Vocé leva seu animal ao veterinario? nunca () periodicamente (
s6 quando adoece ( )
4. Vacinacdo emdia? sim( )nédo( )
5. Quais vacinas:
6. Onde vacina? campanha ( ) Casa agropecuaria( ) Clinica veterinaria( )

7. Fez exames laboratoriais (hemograma, bioquimica, urinalise, parasitologico etc) nos

altimos 60 dias? sim( )nao( )
8. Se sim, quais?

9. Caso tenha feito exames, o resultados estavam normai
10.Se nédo, quais as alteracdes observadas nos exames??

s? sim (

)

11.Vermifugacao recente? Sim( )nao( )
12.Se sim, qual medicac¢édo usada? Ha quanto tempo?

13.Histérico de doencas nos ultimos 60 dias? sim( ) nao( )

14.Se sim, quais doencas?

15.Uso de medicacado recente? sim( )nao( )
16.Se sim, quais?

17.Uso de medicacgao de uso continuo sim( ) ndo( )
18.Se sim, quais?
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19. Faz uso de hormonios, promotores de crescimento ou corticoides? Sim( )néo ( )
20.Historico de convulsdes? sim( ) nao( )

21.Micgcdo normal? sim( ) nao( )

22.Se nao descrever o problema

23.f)efeca(;éo normal? sim( )néo( )
24.Se nao, descrever a alteracao nas fezes

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

27.0 animal ja passou por cirurgiarecente? () sim( ) nao
28.Se sim, quais e ha quanto tempo?

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

31.0 animal tem acesso a rua? ( )sim () nao
32.Tem contato com outros animais? ( ) sim ( ) nao
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- UFPA Comissio de Etica no
Universidade Federal do Para Uso de Animais

CERTIFICADD
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We certify that the proposal "Valdation of established Femmatologhcal and Bodemical reference Inbenvalks for caning Specles.”,
utlizing &0 Dogs (males and females], protocol number CEUA 13681403219 oosanie), wnder the responsbdlity of Mara Wivisa
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belonging to the phylum Chordata, subgévium Vertebrata |except buman beings), for scentific research purposes or beaching - ks
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Coundl for Control of Animal Experimentaticn (CONCEAL and was approved By the Sthic Commities on Animal Use of the Federal
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Universidade Federal do Para
Instituto de Ciéncias Biologicas
Programa de Pés-Graduacdo em Analises Clinicas

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo da Pesquisa: Validagédo dos intervalos de referéncia hematologicos e bioquimicos estabelecidos
para espécie canina.

Pesquisador Responséavel: Maria Vivina Barros Monteiro

Participantes da equipe: Rita de Cassia Mousinho Ribeiro, Natalia Rodrigues Marques

O Sr(Sra.) esta sendo convidado(a) a autorizar a participacdo de seu(s) animal(is) nesta pesquisa que
tem como finalidade examinar os valores hematoldgicos e bioquimicos em cées saudaveis e a partir
validar valores de referéncia ja existentes. Ao participar deste estudo o Sr. (Sra.) permitird que o (a)
pesquisador(a)/professor(a) realize a coleta de amostras de sangue preferencialmente por puncdo da
veia cefalica, utilizando seringas e agulhas descartaveis, os animais serdo contidos fisicamente e sera
necessario o uso de focinheiras. Apds a coleta as amostras serdo refrigeradas e imediatamente
remetidas ao LAC-Vet para realizagdo dos hemogramas e andlises bioquimicas. O Sr. (Sra.) tem
liberdade de se recusar a participar e ainda se recusar a continuar participando em qualquer fase da
pesquisa, sem qualquer prejuizo para o seu animal. Sempre que quiser podera pedir mais informacfes
sobre a pesquisa através do telefone do(a) pesquisador(a)professor(a). Se necessario, podera entrar
em contato com Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA). A participacdo nesta pesquisa néo traz
complicacdes legais. Os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos principios éticos no
uso de animais, elaborados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA),
sobre a utilizacdo de animais em atividades educacionais e em experimentos que envolvam espécies
definidas na Lei 11.794/20. Todas as informacBes coletadas neste estudo s&o estritamente
confidenciais. Somente os pesquisadores/professor(a)(s) terdo conhecimento dos dados. Esperamos
gue este estudo traga informacBes importantes sobre os valores de referéncia hematoldgicos e
bioquimicos para cdes de forma que o conhecimento que sera construido a partir desta pesquisa possa
contribuir para obtencéo de diagndsticos precisos, o pesquisador/professor(a) se compromete a divulgar
os resultados obtidos. O Sr.(Sra.) ndo vai contribuir financeiramente para participar deste projeto,
ficando os custos por conta da pesquisa.

Apoés estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para a participacdo de
seu(s) animal(is) nesta pesquisa. Preencher, por favor, 0s itens que se seguem:

Consentimento Livre e Esclarecido

Tendo em vista 0s itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida, manifesto meu
consentimento em participar da pesquisa.

Este documento sera assinado em duas vias, sendo que uma via ficara comigo e outra com o
pesquisador

Identificacdo do(s) animal(is):

Nome: Raca:

Numero de identificacao: Sexo: Idade:
Espécie: Raca:

Nome do Tutor: CPF/RG:

Assinatura do Tutor

Assinatura do Pesquisador

Data: / /
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NOTA TECNICA

Assunto: Validagéo dos intervalos de referéncia para parametros bioquimicos
sanguineos de caes.

Elaborado Natalia Rodrigues Marques e Maria Vivina Barros Monteiro
por:

1. INTRODUCAO

Os exames bioquimicos sdo ferramentas indispensaveis na investigacédo de
doencas veterinarias. Os resultados anormais desses exames podem contribuir para
o diagndstico, prognoéstico e monitoramento terapéutico (TRALL, 2012; STOCKHAM
& SCOTT, 2013). Além disso, o perfil bioquimico pode revelar doencas antes mesmo
do aparecimento de sintomas e lesbes (MUNDIN et al., 2007).

Na pratica veterinaria o basico da interpretacdo dos exames bioquimicos € a
comparacao dos resultados do paciente com os intervalos de referéncia (IRS)
estabelecidos para a espécie. Assim, os intervalos utilizados devem ser confiaveis e
representativos da populacdo atendida (FRIEDRICHS et al.,, 2011). Porém, os
laboratérios se preocupam em empregar métodos de controle de qualidade das
fases pré-analitica e analitica, ndo dando a devida importancia a validade dos IRs
utilizados nos laudos (TATE et al., 2015).

Em humanos ja foram identificadas variacbes em exames de pessoas
saudaveis de diferentes regides geograficas, principalmente por fatores genéticos,
demograficos, nutricionais, analiticos e ambientais (FRIEDRICHS et al. 2010;
ODHIAMBO et al.,, 2015). Na veterinaria isso também ocorre, sendo importante
estabelecer intervalos que se aproximem da realidade nacional, regional ou,
preferencialmente, da populacéo atendida pelo laboratério (CHUNG et al., 2016).

Estipular IRs proprios € mais dispendioso para sua execucao, além de ser
mais trabalhoso e requerer o uso de muitos animais. Assim, a validacdo de
intervalos ja existentes € uma alternativa, pois necessita apenas de 20 amostras de
animais saudaveis (FERREIRA & ANDRIOLO, 2008; GEORGE et al., 2010;
OZARDA, 2016). Abella et al. (2011), recomendam que a validagdo dos IRs ja
existentes para espécie canina seja realizada antes da sua utlizacdo pelo

laboratério.
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A American Society for Clinical Veterinary Pathology (ASCVP) possui uma
norma padrdo para validacao de IRs veterinarios (FRIEDRICHS et al., 2012). Essa
metodologia ja vem sendo utilizada, Chung et al. (2016) utilizou para cées de racas
variadas e Ruggerone et al. (2018) aplicou especificamente para caes da raca
Sheepdog.

Para cdes os IRs mais utilizados para os parametros bioquimicos foram
estabelecidos por Kaneko (1997) ha mais de 20 anos e podem nao ser mais
representativos da atual populacéo canina. Nesse contexto, 0os objetivos dessa nota
técnica foram: descrever o procedimento de validacdo de IRs para exames
bioquimicos de cées criados na Amazodnia Oriental e estabelecer intervalos proprios

para os parametros nao validados.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Local de realizacao e aspectos éticos

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Analises Clinicas Divisao
Veterinaria (LAC-Vet) do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do
Pard — Campus Belém.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de Animais da
Universidade Federal do Pard (CEUA/UFPA) recebendo o protocolo n°® 1368140219.
Os tutores assinaram um termo de consentimento para participacdo dos seus

animais no trabalho.

2.2. Animais e coleta de amostras

Foram utilizados 44 animais adultos de racas variadas (SRD, Golden
Retriever, Shitzu, Jack Russell, Pinscher, Pastor Belga, Yorkshire, Border Collie,
Dogue Alemao). Desse total, 24 eram fémeas e 20 machos. A idade dos cées variou
entre um a nove anos (3,5+2,07 anos).

Foram incluidos no estudo animais clinicamente saudaveis que nao
apresentavam sinais de doenca nas duas semanas anteriores ou seguintes a coleta
de amostras. Para conhecer o historico clinico dos animais foram aplicados

qguestionérios aos tutores com perguntas sobre alimentagdo, cirurgias recentes,
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histérico de doencas, uso de medicacdes, esquema completo de vacinacdo e
vermifugagéao em dia.

Foram excluidos do estudo animais gestantes ou que estivessem
amamentando, com doenca clinica em curso, com lesfes aparentes, ou fazendo uso
de medicagbes como hormdénios ou promotores de crescimento, indutores
enzimaticos (corticosterdides ou antiepilépticos), entre outras drogas que poderiam
interferir nos exames hematoldgicos e bioquimicos de acordo com o estabelecido
por Friedrichs et al. (2012).

Para a coleta de sangue os animais foram contidos fisicamente e o sangue foi
coletado preferencialmente por puncdo da veia cefalica, utilizando seringas e
agulhas descartaveis. Todos 0s animais estavam em jejum de oito horas antes da
coleta.

Para a realizacdo das dosagens bioquimicas foram coletadas amostras (3ml)
em tubos sem anticoagulante. As amostras foram imediatamente remetidas ao
laboratério e centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos. Os soros obtidos foram
congelados a -20°C até realizacdo das dosagens de albumina, colesterol,
triglicerideos, creatinina, glicose, uréia, globulinas e proteinas totais. Foi
determinada a atividade das enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA) e gama glutamiltransferase (GGT).

As dosagens bioquimicas foram realizadas utilizando Kits comerciais da
marca INTERTECK KATAL em equipamento automatizado CM 200 (WINER LAB)
utilizando as metodologias descritas no quadro 1. Amostras hemolisadas, lipémicas

ou ictéricas ndo foram processadas.

Quadro 1- Método de andlise dos parametros bioquimicos

Parametros Método

Albumina Colorimétrico

ALT Cinético UV

AST Cinético UV

Colesterol Enzimatico colorimétrico
Creatinina Enzimatico colorimétrico
Fosfatase alcalina  Cinético

GGT Cinético

Glicose Enzimatico colorimétrico
Globulinas Célculo (Proteina total — Albumina)
Proteinas totais Enzimatico colorimétrico
Triglicerideos Enziméatico colorimétrico

Uréia Enziméatico colorimétrico
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2.4 Protocolo de validacédo e determinagao de intervalos de referéncia

Foram utilizados para validagcdo os intervalos estabelecidos por Kaneko
(1997). O procedimento de validacdo seguiu o protocolo da American Society for
Clinical Veterinary Pathology (ASCVP).

Foram selecionados, aleatoriamente, 20 animais clinicamente saudaveis e
suas amostras foram usadas para validacdo de cada paradmetro bioquimico (12
amostragem). O parametro foi considerado validado quando apenas duas amostras
estavam fora do intervalo de referéncia estabelecido, ou seja, 10% do total. Quando
cinco ou mais amostras estivessem fora do intervalo de referéncia este era
imediatamente rejeitado. Caso o numero de amostras divergentes fosse de trés a
guatro, uma nova amostragem foi realizada (22 amostragem), utilizando outros 20
animais saudaveis e suas amostras foram submetidas ao mesmo procedimento
aplicado (Figura 1). Quando, ap0s a segunda amostragem, os resultados

permaneceram rejeitados um novo intervalo de referéncia foi calculado para cada

parametro.
Ate 10%(0-2)das
— amostras forado p=Intervalode referénciavalidado
intervalo
Validagdo
de \ —
intervalos ( ]
de (1 amostragen) SEEE%D!JHEEJS[E Estabelecimento de
s o | oumais) das . T
refn]a:éma Anahsitdre 20 | amostras gnra % Intervalo de referéncia rejeitado wovs IR
dmosiras intervalo
1993)e + J
aneks, —
(1997) —_— ) .
Quando mais de 23 Quam:_lu 2amostrs
— 10%até 25% (32 (22amostagen) NN 02| ) gl imento e
1)das amostrasfora| | REPEAiU-SE0 procedimento com agt”: novos [Rs
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do intervalo re]eituu-?se

—

Figura 1. Procedimento de validacdo de intervalos de referéncia.
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Os IRs foram determinados usando o programa Excel com o suplemento
Reference Value Advisor (versdo 2.1). O software executa os célculos de acordo
com as recomendacdes do CLSI, conforme sugerido pelas diretrizes da ASCVP. Os
IRs foram calculados usando um método ndo paramétrico que também calculou o
intervalo de confianca (IC) de 90%, exceto quando o numero de observacfes fosse
menor de 40. Nesse caso, foi utilizado o método robusto com os dados
transformados em Box - Cox, conforme recomendado pelo software. Estatistica
descritiva, testes de normalidade de acordo com o método de Anderson - Darling
com histogramas e Q - Q graficos e transformacédo Box-Cox foram calculados. Para
encontrar e remover outliers, foram utilizados os testes de Dixon - Reed e Tukey.
(RUGGERONE et al., 2018).

3. RESULTADOS

Foram submetidos ao processo de validagcdo um total de 12 parametros
bioquimicos. Desse total, 83% (10/12) dos intervalos foram validados e 17% (2/12)
foram rejeitados. Os intervalos para 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 uréia tiveram que
passar por uma segunda amostragem (trés amostras fora do intervalo) e foram
validados. Os demais parametros foram validados (Tabela 1). Para albumina e GGT
foram estabelecidos novos IRs, utilizando todos os 44 animais selecionados (Tabela
2).
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Tabela 1. Intervalos de referéncia (IRs) bioquimicos estabelecidos por Kaneko
(1997) para espécie canina e o resultado do procedimento de validacdo com o total
de amostras utilizadas (n=20) e o total fora do intervalo de referéncia.

Parametros 1" amostragem 2" amostragem IRs (Kaneko, 1997)
Albumina (g/L) 9/20 - 26-33
ALT (U/L) 0/20 - 0-102
AST (U/L) 1/20 - 0-66
Colesterol (mg/dl) 2/20 - 135-275
Creatinina (mg/dl) 0/20 - 0,5-1,5
Fosfatase alcalina(U/L) 2/20 - 0- 156
GGT (U/L) 7/20 - 0- 10
Glicose (mg/dl) 1/20 - 65-118
Globulinas (g/L) 2/20 - 27-44
Proteinas totais (g/L) 3/20 0/20 54-71
Triglicerideos (mg/dl) 0/20 - 20-112
Uréia (mg/dl) 3/20 2/20 21-60

OBS: Os valores em negrito indicam os parametros para os quais os IRs (Kaneko,
1997) foram rejeitados e o numero de amostras que estavam fora do intervalo
utilizado de acordo com a porcentagem estabelecida no protocolo; tragos (-) indicam
que as amostras ndo foram testadas em duas amostragens.

Tabela 2. Intervalos de referéncia estabelecidos para albumina e gama
glutamiltransferase (GGT).

Parametros Média Mediana DP IR IR
(IC 90%) (IC 90%)

) 26 41
Albumina (g/L) 34 34 0,3 (24-29) (39-42)

GGT (U/L) 10,6 11 2,7 5 16

(5,0-6,0)  (15,0-16,0)

OBS: DP= Desvio padrao; IR = Intervalo de referéncia; IC= Intervalo de confianca
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4. DISCUSSAO

No presente trabalho a metodologia de validacdo proposta pela American
Society for Clinical Veterinary Pathology (ASCVP) foi utlizada para validar
parametros bioquimicos estabelecidos h4 mais de vinte anos e em outras regides
geogréficas. Antes de existir uma metodologia especifica para veterinaria, a
metodologia de validagdo do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) foi
utilizada para cées de raca (NILSEN et al., 2015) e Bufalos (FONTES et al., 1012).

Para a maioria dos parametros encontramos que 0s intervalos propostos por
Kaneko (1997) ainda séo validos para os caes criados ha Amazodnia Oriental. Para
0s parametros ndo validados os novos IRs estabelecidos podem ser utilizados nos
laudos dos exames. Nielsen et al. (2010) também néo validaram alguns parametros
bioquimicos (Fosfatase alcalina, GGT, amilase e colesterol) e estabeleceram novos
IRs especificos para raca Bernese da Montanha.

Nas determinacdes bioquimicas o intervalo de referéncia obtido para
albumina (26 a 41 g/L) foi superior ao limite maximo estabelecido por Kaneko (1997)
(26 a 33 g/L). Em trabalhos com a espécie canina foram determinados IRs
semelhantes ao obtido no presente estudo. Para cédes Bernese da Montanha os
valores obtidos foram de 26 a 44 g/L (NIELSEN et al. 2010), enquanto Lavoué et al.
(2013) encontraram o intervalo de 27 a 38 g/L para esse parametro bioquimico.
Chang et al. (2016), utilizando cées de racas variadas, obtiveram um intervalo de 30
ad4glL.

O intervalo de referéncia obtido para albumina (26 a 41 g/L) foi superior ao
limite maximo estabelecido por Kaneko (1997) (26 a 33 g/L). Em trabalhos com a
espécie canina foram determinados IRs semelhantes ao obtido no presente estudo.
Para cées Bernese da Montanha os valores obtidos foram de 26 a 44 g/L (NIELSEN
et al., 2010), enquanto Lavoué et al. (2013) encontraram o intervalo de 27 a 38 g/L
para esse parametro bioquimico. Chang et al. (2016), utilizando cédes de racas
variadas, obtiveram um intervalo de 30 a 44 g/L.

Para que se mantenha uma producao normal de albumina é necessario que o
estado nutricional esteja adequado, e a ingestdo de proteinas € de fundamental
importancia (COOPER et al., 2009). O atual manejo alimentar de caes é baseado na
utilizacdo de racOes comerciais que sdo formuladas para atender todas as

necessidades nutricionais dos animais. Ha vinte anos a alimentacdo de cées era



40

baseada em alimentacdo caseira e a ingestdo de proteinas poderia ndo ser a
guantidade ideal e isso pode explicar as diferencas observadas. Gonzales et al.
(2001) encontraram menores valores de albumina em cées e atribuiram esse achado
ao tipo de alimentacdo dos animais que era baseado em alimentacdo caseira
Segundo Chung et al. (2016), o manejo alimentar de cades pode influenciar nos
resultados do IRs obtidos.

Para os resultados da atividade de GGT, observou-se um intervalo (5,0 a
16,0 U/L) superior aos limites minimo e maximo previamente estabelecido (0 a 10
U/L) por Kaneko (1997). Outros autores encontraram valores semelhantes aos
obtidos no presente estudo. Lavoué et al. (2013) obtiveram o intervalo de <5 a 12,4
U/L, Nielsen et al. (2010) estabeleceu o intervalo de 0 a 12,2 U/L e Chang et
al.(2016) também encontraram que a atividade da GGT (3 a 11 U/L) foi superior
guando comparada com os IRs previamente estabelecidos. A elevacgao na atividade
da GGT € geralmente atribuida a colestase, hepatopatias e inducdo por
medicamentos (CHAPMAN & HOSTUTLER 2013). Os animais selecionados néo
estavam fazendo uso de medicacdes que pudessem influenciar na atividade dessa
enzima. Além disso, outros parametros que indicam a possibilidade de doenca
hepatobiliar (AST, ALT e FA) estavam dentro dos IRs preconizados por Kaneko
(1997).

Ja é reconhecido que variacbes fisiologicas (raca, idade, sexo, dieta e
atividade muscular) podem influenciar os IRs obtidos para parametros bioquimicos.
Por tanto, alguns autores enfatizam a necessidade de estabelecer intervalos em
subpopulacdes que levem em conta fatores como raca, idade e sexo (DUNLOP et
al., 2011). Outras fontes de variacdo sao as condi¢cbes ambientais, metodologias e
reagentes usados no processamento das amostras (MUNDIN et al.,, 2006;
RORTVEIT et al., 2015).
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5. RECOMENDACOES

Para a maioria dos parametros bioquimicos os IRs estabelecidos previamente
na literatura ainda sao validos para utilizacdo em cédes criados na Amaz6nia Oriental.
Os novos intervalos estabelecidos para albumina e GGT podem ser utilizados em
substituicdo aos IRs antigos.

Recomendamos que cada laboratério veterinario estabeleca seus préprios
IRs, pois sdo mais representativos da populacdo atendida. Na impossibilidade de
estabelecer intervalos préprios, a recomendacao € que o procedimento de validagcéo
seja utilizado para verificar se intervalos antigos ou estabelecidos em outras regides
geograficas sao validos.

Os IRs estabelecidos para outros parametros bioquimicos (eletrdlitos,
minerais e outras enzimas) que nao foram avaliados no presente trabalho devem
passar pelo procedimento de validacao e, se necessario, novos intervalos devem ser
estabelecidos para os que ndo forem validados.

A recomendacdo de validar ou estabelecer novos IRs deve ser ampliada
também para outras espécies domesticas (felinos, ovinos, caprinos, bovinos, suinos,

equinos e bubalinos) e silvestres.
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