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Resumo

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do tempo e da temperatura de armazenamento
sobre os valores das dosagens bioquimicas de ALT em 60 amostras de soro e plasma de cées, divididas
em dois grupos: GR (grupo refrigerado, a 5 °C) e GC (grupo congelado, a -20 °C), por até 96 horas
analisadas em seis tempos e até 60 dias, analisadas em cinco tempos, respectivamente. O estudo
mostrou que o congelamento e a refrigeracdo ndo provocaram variagdes entre as amostras (p< 0,005).
Os dados obtidos nas dosagens bioquimicas revelaram que o soro e o plasma com EDTA mantiveram-
se proximos dos valores basais, ou seja, ndo se alteraram significantemente ao longo do tempo de
conservacao e nas diferentes temperaturas estudadas.
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Abstract

This study aimed to evaluate the effect of time and storage temperature on the values of ALT
biochemical measurements in 60 samples of serum and plasma of dogs divided into two groups: RG
(refrigerated group, at 5 °C) and FG (frozen group, at -20 °C) for 96 hours analyzed at six moments
and up to 60 days examined at five moments, respectively. The study showed that the effect of
freezing and cooling caused no variation between the samples (p <0.005). The data showed that the
biochemical serum and EDTA plasma remained near baseline, i.e., they did not change significantly
over time and at different storage temperatures.
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Introducéo

A alanina aminotransferase (ALT) é uma enzima citoplasmatica encontrada em grande concentracédo
no figado e, em menor quantidade, nos rins, masculos e eritrocitos. Por essa razao é considerada como
um bom indicador de hepatopatias agudas em cées, principalmente doencas hepatocelulares, necrose,
obstrucdo biliar e intoxicaces™?. A dosagem da ALT é utilizada tanto na rotina de laboratdrios
veterinarios quanto em pesquisas e, neste caso, as amostras comumente sdo armazenadas por periodos
que variam de dias a meses para posterior analise®*.

H& uma variacdo consideravel entre enzimas e até entre espéecies sobre a estabilidade enzimatica no
soro ou no plasma®. Portanto, a padronizacdo de métodos para 0 manuseio e armazenamento de
amostras permite uma menor interferéncia na concentracio dos metabélitos®. O presente estudo
avaliou a influéncia do tempo e da temperatura de armazenamento sobre os valores das dosagens de
ALT em amostras de soro e plasma de cées.

Material e Métodos

As amostras de sangue foram provenientes de 60 cdes adultos, sem distin¢do entre machos e fémeas,
da rotina do Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria (LPCV), do Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Mato Grosso (HOVET — UFMT). As amostras foram obtidas por puncéo de
veia jugular, sendo 3 mL com EDTA (plasma) e 5 mL sem EDTA (soro), centrifugadas a 2183
giros/min, por 5 minutos, e separadas em microtubos para posterior analise e armazenamento.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMT sob n°
23108.060146/13-7 e encontra-se de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal,
adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

Para a realizacdo das analises bioquimicas foram formados dois grupos: o refrigerado (GR) e o
congelado (GC). O GR foi constituido por amostras armazenadas a temperatura de aproximadamente
5 °C, até o final da ultima dosagem. Foram realizadas seis analises distribuidas da seguinte forma:
basal (T1), realizada logo apés a coleta, seis horas (T2), 24 horas (T3), 48 horas (T4), 72 horas (T5)
e 96 horas (T6) apos a coleta. No GC, as amostras de soro e plasma foram separadas em cinco
aliquotas, congeladas a temperatura de -20 °C e descongeladas somente no momento de cada
dosagem. Foram realizadas cinco analises de cada amostra durante o periodo de até 60 dias, nos
seguintes intervalos de tempo: basal (T1), logo apés a coleta, com sete dias (T2), 14 dias (T3), 30
dias (T4) e 60 dias (T5) apos a coleta.

As amostras foram submetidas a analise pelo método cinético, com a utilizagédo do kit comercial (ALT
— PP Gold Analisa®), conforme instrugdes do fabricante, em analisador bioquimico semiautomatico
(SB-190 Celm®), por meio de metodologia enzimatico-colorimétrica.

Os dados foram analisados com o auxilio do programa computacional GraphPad Prism, pelo método
One Way ANOVA.
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Resultados

N&o ocorreram alteracdes significantes nas amostras de soro e plasma, tanto refrigeradas quanto
congeladas, durante os tempos analisados.

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores médios bioquimicos para o instante basal T1 (analise
controle) e tempos T2, T3, T4, T5 e T6 de refrigeracdo a 5 °C para as amostras aliquotadas, tanto de
soro quanto de plasma. Na Tabela 2 encontram-se 0s valores médios também para o instante basal T1
(anélise controle) e tempos T2, T3, T4 e T5 de congelamento a -20 °C para soro e plasma.

Analisando-se isoladamente as amostras de soro dentro de cada grupo, observou-se que entre as
amostras refrigeradas e congeladas ndo houve diferenca estatistica entre os tempos avaliados. O
mesmo foi observado para as amostras de plasma em ambas as condi¢cbes e tempos de
armazenamento.

Comparando-se os dois grupos (GC e GR), o efeito do congelamento e da refrigera¢do ndo provocou
variacao entre as amostras conforme detalhado nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Valores de ALT (UL'L) no plasma, com EDTA, e no soro sanguineo de cdes
mantidos sob refrigeragdo (5 °C) nos diferentes tempos de avaliagio

GR

Tempo (horas) Soro Plasma
Basal (T1) 54,10a 51,87a
06 (T2) 54,97a 53,00a
24 (T3) 36.77a 54.00a
48 (T4) 56.30a 54,90a
712 (T5) 59,57a 56,77a
96 (T6) 59,50a 56,63a

hMédias seguidas de mesma letra na coluna nio diferem entre 51 ao nivel de 5% de significincia.

Tabela 2. Valores de ALT (UL'L) no plasma, com EDTA, e no soro sanguineo de ces,
mantidos sob congelamento (-20 °C) nos diferentes tempos de avaliagéo

Tempo (dias) GC

Soro Plasma
Basal (T1) 66.37a 66,63a
07(T2) 68.37a 68.40a
15(T3) 68.60a 69.97a
30(TH) 6547a 67.70a
60 (T3) 68.03a 71,90a

Médias seguidas de mesma letra na coluna nio diferem entre 51 ao nivel de 5% de significincia.
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Discussao

A estabilidade pre-analitica depende de vérios fatores, incluindo-se temperatura, manuseio correto da
amostra e tempo, sendo este o fator que causa maior impacto. A estabilidade de uma amostra pode
ser comprometida na presenca de distarbios especificos, sendo assim, o tempo maximo de
estabilidade de uma amostra deve ser o que permite 95% de estabilidade de seus componentes®. Por
esse motivo, a coleta foi feita por puncdo jugular, com soro e plasma imediatamente separados e
armazenados.

Os resultados obtidos permitem afirmar que a atividade de ALT, tanto no soro quanto no plasma,
manteve-se estavel ao longo dos periodos de estocagem por refrigeracdo. Resultados semelhantes
foram observados por Doretto”, que constatou estabilidade deste mesmo parametro por 90 dias em
amostras de soro bovino armazenadas a 5 °C, enquanto Jones® relatou estabilidade da enzima na
mesma espécie por trés dias a 4 °C.

No processo de congelamento, as amostras de ALT em soro e plasma também apresentaram
estabilidade durante os tempos estabelecidos no estudo, diferente dos resultados obtidos por Jones®,
que relatou atividade de ALT em soro e plasma a -20 °C por apenas 42 dias. Entretanto, Thorensen®®,
que trabalhou com armazenamento de soro canino a-20 °C e -70 °C, demonstrou que a ALT manteve-
se estavel durante um periodo maior, por 90 e 240 dias, respectivamente.

O aumento n&o significativo proporcional ao tempo de armazenamento em amostras refrigeradas
observado no estudo pode ser justificado pela variacdo intrinseca de cada animal, conforme observado
por Ruaux et al.9, que descreveram uma baixa variacdo na atividade de ALT em amostras coletadas
no mesmo animal. Além disso, os autores relataram que a temperatura de estocagem pode interferir
na amostra, reduzindo sua variabilidade.

Nas amostras congeladas, verificou-se uma pequena oscilacao, de forma néo significante, em relagédo
aos tempos analisados. Isso pode ser explicado também pela variacdo intrinseca individual, além da
diferenca de volumes no processo de pipetagem das amostras durante os tempos analisados, como
relatou Lemgruber(t?,

De acordo com os resultados apresentados, é possivel dizer que as amostras do grupo GC nédo
sofreram com o processo de congelamento e descongelamento, discordando de Kramer*?, que
relatou ser a ALT no soro muito susceptivel a deterioracdo durante este processo, podendo perder
60% de sua atividade original.

Com base nos resultados deste trabalho, assim como na literatura consultada, pode-se afirmar que
ndo existe alteracdo na atividade enzimatica de ALT durante diferentes tempos de estocagem, tanto
no soro quanto no plasma.

Conclusao

Em plasma congelado e em soro refrigerado ocorre um aumento ndo significativo dos niveis de ALT
relacionado ao aumento do tempo de armazenamento. O soro e o plasma com EDTA mantiveram-se
proximos dos valores basais, ou seja, ndo alteraram significativamente ao longo do tempo de
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conservacao e nas diferentes temperaturas estudadas, de acordo com as condicdes corretas de coleta
e utilizacdo de material estéril. Pode-se empregar o soro e o plasma congelados por até 60 dias ou
refrigerados por até 96 horas sem alteracdo do analito.
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