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The aim of the present study was to evaluate the effect of storage time and
temperature of serum and plasma on the determination of clinical biochem-
istry analytes in horses. Blood samples were taken from ten clinically healthy
Quarter Horses, and analysis were performed immediately after obtaining
the sample (time zero) and after 24 hours, 48 hours, 7, 15, 30, 60 and 90 days.
Samples were evaluated at room temperature (16.6 to 29.6° C), refrigeration
(4° C) and freezing (-20° C). Biochemical parameters analysed were urea,
creatinine, creatine kinase (CK), aspartate aminotransferase (AST), alkaline
phosphatase (ALP), glucose, lactate, total protein (TP) and albumin. All pa-
rameters were stable at room temperature for 24 hours. Under refrigeration
conditions no significant differences (p> 0.05) were observed until the 30*
day of analysis, with exception of albumin which demonstrated instability
from day 15 . In frozen (-20° C) samples, albumin and AST were significantly
unstable on 15 and 90 days (p <0.05) of analysis respectively, remaining the
other analytes without significant changes for 90 days. The results showed
considerable stability of biochemical parameters on serum or plasma, en-
suring greater autonomy to veterinarians in sending samples to the clinical
laboratory.
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RESUMO. Este trabalho teve como objetivo avaliar
a influéncia do tempo e da temperatura no arma-
zenamento de soro e plasma na determinacgao de
valores bioquimicos em equinos. Foram utilizados
10 equinos clinicamente sadios da raca Quarto de
Milha, sendo as anélises realizadas imediatamente
ap0s a obtencdo da amostra (Tempo zero) e apods
24 horas, 48 horas, 7, 15, 30, 60 e 90 dias. As amos-
tras foram avaliadas a temperatura ambiente (16,6
a 29,6°C), de refrigeracao (4°C) e de congelamen-
to (-20°C). Os parametros bioquimicos avaliados
foram ureia, creatinina, creatinaquinase (CK), as-
partato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina
(FAL), glicose, lactato, proteinas totais (PT) e albu-
mina. Todos os pardmetros foram estaveis a tem-
peratura ambiente por 24 horas e a temperatura de
refrigeracdo, ndo se observando diferencas signifi-
cativas (p>0,05) até o 30- dia de analise, com exec-
¢do da albumina que apresentou instabilidade a
partir do 15- dia. Nas amostras congeladas a -20°C,
verificou-se instabilidade da albumina e AST nas
analises de 15 e 90 dias (p<0,05), respectivamente,
permanecendo os demais analitos sem alteragdes
significativas por 90 dias. Os resultados demons-
traram uma estabilidade consideravel dos parame-
tros bioquimico-séricos ou plasmaticos analisados,
garantindo ao médico veterinario maior autonomia
e adequagdo no envio das amostras ao laboratério
clinico.

PALAVRAS-CHAVE. Estabilidade do soro/plasma,
equinos, tempo de armazenamento.

INTRODUCAO

A determinagao de painéis bioquimicos, realiza-
da a partir de soro e plasma sanguineos, sdo im-
portantes ferramentas para auxiliar no diagndstico
e prognostico de enfermidades que acometem os
animais domésticos. O perfil bioquimico reflete a
situacdo metabdlica dos tecidos animais, de forma
a poder avaliar lesdes teciduais, transtornos no fun-
cionamento de 6rgaos, adaptagdo do animal diante
de desafios nutricionais e fisiol6gicos e desequi-
librios metabdlicos (Kaneko et al. 1997). Coppo e
Musart (2000) avaliando diversos casos clinicos no
Hospital Escuela de Corrientes observaram que em
54,4% dos casos, o diagnostico inicial foi modifica-
do a partir dos resultados pertinentes a bioquimica
clinica.

A interpretacdo do perfil bioquimico é comple-
xa, sendo sujeita a inadmeras variagdes. Isso se deve
aos diversos mecanismos de controle dos niveis
sanguineos e a propria variagdo do constituinte
em si, em funcao da racga, idade, estresse, dieta, ni-

vel de producao, manejo, clima e estado fisiol6gi-
co (Ehsani et al. 2008, Oliveira et al. 2011). Sabe-se
também que fatores criticos durante as fases pré-
-analitica (método de coleta, armazenamento, tem-
po), analitica e pds-analitica podem comprometer a
estabilidade da amostra e interferir nos parametros
a serem analisados (Sartor et al. 1985, Zhang et al.
1998, Stockham & Scott 2012). Kouri et al. (2005)
demonstraram que erros na fase pré-analitica fo-
ram os principais responsaveis por falhas nos re-
sultados laboratoriais, sendo responsaveis por 62%
dos erros. Logo, para que as altera¢des patoldgicas
sejam estabelecidas, as variages pré-analiticas e
analiticas devem ser reduzidas a ponto de néo in-
fluenciarem a interpretacdo dos resultados (Zhang
et al. 1998, Stockham & Scott 2012).

Na rotina clinica, a necessidade de processar a
amostra em menor tempo possivel, desde a sua co-
leta, torna-se cada vez mais critica. Entretanto, isso
impode-se como um sério fator de limitacdo, parti-
cularmente para grandes estudos epidemiolégicos
ou clinicos. De modo geral, o tempo de armazena-
mento é maior, variando de semanas a meses ou
até mesmo anos. E, pode haver a necessidade de
refrigeragdo ou congelamento da amostra, a fim
de prevenir a degradagdo de analitos termolédbeis
(Cray et al. 2009). No entanto, na Medicina Vete-
rindria, h4 muito pouca informacado acerca da es-
tabilidade de constituintes bioquimicos no sangue,
o que pode estar contribuindo para o menor apro-
veitamento das amostras ou mesmo gerando erros
pré-analiticos (Comis 2006, Ehsani et al. 2008, To6-
thova et al. 2012).

Desta forma, o presente estudo objetivou avaliar
o efeito do tempo e da temperatura de armazena-
mento, de amostras séricas e plasmaticas de cava-
los da raca Quarto de Milha, na determinacdo dos
parametros bioquimicos uréia, creatinina, creatina-
quinase (CK), aspartato aminotransferase (AST),
fosfatase alcalina (FAL), glicose, lactato, proteinas
totais (PT) e albumina.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados no presente estudo 10 equinos da
raca Quarto de Milha, higidos, sendo seis machos e qua-
tro fémeas, com idades variando de um a 13 anos. Os
animais foram mantidos em pastagem, concentrado e
agua ad libitum. As amostras foram obtidas mediante ve-
nopungdo jugular, apés antissepsia local, utilizando-se
frascos sem anticoagulante, os quais ap6s a retragdo do
coagulo, foram centrifugados a 10.000 rpm por 10 minu-
tos. Foram também empregados tubos contendo o anti-
coagulante fluoreto de s6dio para a obtengado do plasma.
Amostras hemolisadas foram excluidas do estudo. Ime-
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diatamente ap6s a centrifugacao, todas as amostras fo-
ram analisadas, a fim de determinar os valores do tempo
zero (baseline). Em seguida, o soro e plasma de cada ani-
mal foram separados e armazenados em microtubos de
1,5 mL, de modo que as aliquotas foram identificadas e
armazenadas nas seguintes condigdes de tempo e tem-
peratura:

T0 - Logo ap6s a obtengdo do soro/plasma sanguineo

T24 - 24 horas apds para amostra armazenada a tempe-
ratura ambiente (16,6 a 29,6°C)

T48 - 48 horas apds para amostra armazenada a tempe-
ratura ambiente (16,6 a 29,6°C)

T4°/24 - 24 horas apds para amostra armazenada a 4°C

T4°/48 - 48 horas apds para amostra armazenada a 4°C

T4°/7 - sete dias apds para amostra armazenada a 4°C

T4°/15 - 15 dias ap6s para amostra armazenada a 4°C

T4°/30 - 30 dias ap6s para amostra armazenada a 4°C

T-20°/ 34 - 24 horas apds para amostra armazenada a
T—ZE)%(}:; - 48 horas apds para amostra armazenada a
T—ZE)Z"(}ZC— sete dias ap6s para amostra armazenada a
T—ZE)Z"O/l(’::S - 15 dias apés para amostra armazenada a
T—ZE)Z"(}S((:) - 30 dias apds para amostra armazenada a
T—2E)2°(}°6((j) - 60 dias apds para amostra armazenada a
T—2E)E’2°9;(j) - 90 dias apds para amostra armazenada a

As determinagdes bioquimicas foram efetuadas utili-
zando-se kits comercialmente disponiveis (Labtest®), de
acordo com as recomendacdes do fabricante, e os méto-
dos de determinacdo, aqueles preconizados por Kaneko
et al. (1997). Os parametros analisados e seus respecti-
vos métodos de determinacdo foram: ureia (método ci-
nético), creatinina (cinético colorimétrico), creatinaqui-
nase (CK) (método cinético), aspartato aminotransferase
(AST) (método cinético), fosfatase alcalina (FAL) (méto-
do cinético), glicose (enzimatico colorimétrico), lactato
(enzimatico colorimétrico), proteinas totais (PT) (biure-
to) e albumina (verde de bromocresol-VBC). Ressalte-se

que o plasma foi empregado na determinacéo da glicose
e do lactato, e o soro, na determinagdo dos demais pa-
rametros bioquimicos. As analises laboratoriais foram
executadas em analisador bioquimico semi-automatico
(BIOPLUS 200).

Os dados obtidos foram submetidos a anélise de va-
ridncia (ANOVA) e as médias comparadas entre si pelo
teste de Dunnett a 5% de probabilidade, utilizando-se
o programa de andlise estatistica Bioestatic. O tempo
TO foi utilizado como controle. As anélises de varidncia
para os diferentes tempos em cada grupo foram realiza-
das relacionando a comparacao das médias (Fernandes
et al. 2001).

RESULTADOS

Verificou-se, no presente estudo, que ao longo
do tempo de armazenamento ocorreram alteracdes
significativas nas amostras mantidas sob determi-
nadas condicdes de armazenamento (Tabela 1).
Quanto a temperatura ambiente (16,6 a 29,6°C), foi
observada diferenga estatistica (p<0,05) nas concen-
tracOes séricas de ureia e creatinina na avaliacdo de
48 horas (T48). De modo semelhante, foi verificada
diferenca estatistica para a anélise da albumina en-
tre a primeira andlise (T0) e apds 48 horas (T48), a
qual apresentou valores drasticamente reduzidos.
Os demais parametros bioquimicos (CK, AST, FAL,
glicose, lactato e PT) mantiveram-se com resulta-
dos estaveis por até 48 horas quando mantidos a
temperatura ambiente. Sob refrigeracdo a 4°C, foi
observada diferenca estatistica (p<0,05) apenas na
concentracdo da albumina, a qual apresentou va-
lores reduzidos nas anélises de 15 e 30 dias. Os
demais parametros bioquimicos (uréia, creatinina,
CK, AST, FAL, glicose, lactato e PT) mantiveram-se
com resultados estaveis por até 30 dias. Ja na ava-
liagdo das amostras congeladas a -20°C por até 90
dias verificou-se alteracdes significativas (p<0,05)
nos resultados dos pardmetros AST e albumina. A
albumina apresentou instabilidade nos resultados
a partir de 15 dias de anélise, permanecendo insta-

Tabela 1. Valores médios das dosagens de uréia, creatinina, creatinaquinase (CK), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase
alcalina (FAL), glicose, lactato, proteinas totais (PT) e albumina mantidos a temperatura ambiente (16,6 a 29,6°C), de refrigeragao
(4°C) e congelamento (-20°C), nos tempos de 24 e 48 horas, 7, 15, 30, 60 e 90 dias.

Parametros TO  T24 T48 4°/24 4°/48 4°/7 4°/15 4°/30 -20°/24 -20°/48 -20°/7 -20°/15 -20°/30 -20°/60 -20°/90
Ureia (mg/dL) 16+ 17,9* 31,5° 182* 20,3 182+ 21,3 20,2* 152° 16,1* 188  20,3° 18,3 20,2* 16,7
Creatinina (mg/dL) 1,2* 1,74 08" 13 13 1,3 120 120 1,2 1,2 1,2 1,3 1,2 1,3 1,4a
CK(U/L) 304,5a 359* 244,9° 402* 358 330,7* 271,6* 261,9° 336  311,3* 316* 2812 2522 285* 223,10
FAL (U/L) 250,8* 242,6° 194,5* 247,6° 184,4* 2451* 244,1* 305,5* 261,7* 261,72 261,7* 259,3* 2756* 188,7¢ 2604
AST (U/L) 289,8* 269,6* 314,6* 300,8* 314,8* 306° 323,3* 3028 3545* 309,5° 321,1° 308,1° 290,7° 3043 21L6"
Glicose (mg/dL) 84,8* 855* 757° 924* 738 831 80,7 831° 941° 71,5 809 803 79,7 83,4 83,3
Lactato (mmol/1) 13,3* 13,72 10,72 12,3* 93 91* 88 83  141° 9,8 8,9 8,4 8,8 7,2 7,5
PPT (g/dL) 73 62 71* 7]1° 7 7,8 7 7,3 7,2 6,8 7,7 7,1 7,12 7,9 6,9°
Albumina (g/dL) 2,8 2,74 15 26" 2,7+ 23 18 21° 3,00 3,3 2,5 1,6° 1,8° 1,8° 2,77°
Médias seguidas pelas mesmas letra nas colunas nao diferem entre si pelo Teste de Dunnet (p>0,05).
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vel até o final do experimento. Quanto a atividade
da AST, as avaliacOes séricas foram estatisticamen-
te diferentes do tempo zero (T0) somente na avalia-
¢do de 90 dias. Os demais parametros (ureia, creati-
nina, CK, FAL, glicose, lactato e PT) mantiveram-se
com resultados estdveis sob congelamento por 90
dias.

DISCUSSAO

Existe atualmente uma lacuna sobre o tempo e
temperatura de armazenamento mais apropriado
para analise de diversos parametros bioquimicos.
Informacdes sobre a estabilidade de analitos duran-
te o armazenamento do soro ou plasma sao geral-
mente incompletas e contraditdrias (Marjani 2006),
especialmente em equinos. Ademais, erros na fase
pré-analitica podem comprometer resultados la-
boratoriais, devendo ser minimizados sempre que
possivel. No presente estudo foi investigado, em
nove parametros bioquimicos, o efeito do armaze-
namento a temperatura ambiente (16,6 a 29,6°C),
sob refrigeragao (4°C) e congelamento (-20°C), nos
tempos de 24 e 48 horas, sete, 15, 30, 60 e 90 dias.
Os resultados demonstraram que dentre os para-
metros avaliados ureia, creatinina, albumina e AST
sofreram influéncia do tempo e temperatura de ar-
mazenamento.

A ureia apresentou alteragdo significativa ape-
nas na avaliagdo de 48 horas a temperatura am-
biente (T48), ou seja, as amostras séricas podem
ser analisadas até 24 horas a temperatura ambiente
ou por 30 e 90 dias quando mantidas as tempera-
turas de 4°C e -20°C, respectivamente. Resultados
semelhantes foram reportados por Fernandes et al.
(2001) avaliando a estabilidade da ureia no soro e
plasma de cdes. Ademais, Marjani (2006) e Pahwa
(2015) em humanos também verificaram estabili-
dade por sete e 30 dias as temperaturas de refrige-
racao e congelamento, respectivamente. De modo
semelhante, Oliveira et al. (2011) avaliando o efeito
do congelamento e do tempo de armazenamento
no soro de cordeiros, também nao verificaram al-
teragdes nos niveis de ureia, quando mantidos a
-20°C por 28 dias. Em bovinos, Doretto (1996) re-
latou estabilidade do soro mantido entre -5 e -20°C
por até 90 dias, o que também foi observado em
nosso estudo com equinos. No entanto, Comis
(2006) verificou estabilidade nos valores da ureia
sérica por 48 horas a temperatura ambiente, fato
ndo observado no presente estudo. Acredita-se que
esses valores estaveis sejam devido ao baixo peso
molecular e alta permeabilidade da ureia através
das membranas celulares, sendo afetada com as al-

teracOes de temperatura (Gustafsson & Palmquist
1993, Moore & Varga 1996, Butler 1998).

Quanto a creatinina, os resultados também de-
monstraram estabilidade a temperatura de refrige-
ragdo por 30 dias e de congelamento por 90 dias,
havendo alteracdo em seus niveis apenas na ana-
lise de 48 horas a temperatura ambiente (T48). Re-
sultados semelhantes foram reportados por Comis
(2006) em equinos da raga Mangalarga Marchador,
que atribuiu essa estabilidade a conformagao e bai-
xo peso molecular da creatinina. Fernandes et al.
(2001) em caes, também observou estabilidade da
creatinina em amostras séricas mantidas a tempe-
ratura ambiente ou refrigerada por até 24 horas. No
entanto, diferente do observado no presente estu-
do, Doretto (1996) em bovinos e Ahsan et al. (1995)
em camelos, relataram maior estabilidade da crea-
tinina a temperatura ambiente, 30 e 6 dias a 25°C,
respectivamente.

A creatinaquinase (CK) é considerada uma en-
zima orgao-especifica para avaliagdo clinica das
enfermidades musculares dos animais domésticos.
No presente estudo, a atividade da CK permaneceu
estavel durante todo o periodo experimental em to-
das as temperaturas de armazenamento, corrobo-
rando com os achados de Comis (2006) em equinos
e Aktas et al. (1994) em caes. Ehsani et al. (2008), em
estudo avaliando parametros bioquimicos no soro
de bovinos, verificaram estabilidade da atividade
sérica de CK a temperatura ambiente por apenas 12
horas, no entanto, os autores realizaram as analises
em amostras cuja separacao do soro ocorreu tardia-
mente, o que possivelmente explica a instabilidade
observada.

A atividade sérica da enzima AST apresentou
diferenca significativa (p<0,05) apenas na deter-
minagdo de 90 dias sob temperatura de armazena-
mento de -20°C (T-20°/90), mantendo-se estaveis
nas demais condi¢des experimentais do presente
estudo. A estabilidade da AST a temperatura am-
biente também foi reportada por Comis (2006) e
Framstad et al. (1989) em equinos e suinos, respec-
tivamente. Ja sob temperatura de refrigeracdo, os
resultados demonstraram estabilidade por 30 dias,
diferente do observado por Comis (2006) que rela-
tou diminuic¢do da atividade sérica de AST com 15
e 30 dias de armazenamento. Quando da tempera-
tura de armazenamento sob congelamento a -20°C,
resultados semelhantes foram reportados por Oli-
veira et al. (2011) no soro de cordeiros em que a
AST foi estavel por 28 dias. Comis (2006) obervou
estabilidade por mais tempo, sendo de 180 dias a
-20°C, diferente do presente estudo onde foi verifi-
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cada uma reducdo na atividade sérica de AST aos
90 dias. Gonzalez e Silva (2003) relataram que a
temperatura de armazenamento pode causar insta-
bilidade deste analito por comprometer a atividade
da enzima, j4 que a mesma possui meia vida em
torno de 18 horas a temperatura ambiente.

A enzima FAL apresentou-se estdvel durante
todo o periodo experimental, corroborando com os
achados de Doretto (1996) em bovinos. Por outro
lado, Comis (2006) reportou instabilidade da FAL a
temperatura ambiente apds 48 horas e sob congela-
mento aos 90 dias em equinos da raca Mangalarga
Marchador. Essas divergéncias possivelmente es-
tdo associadas a diferengas na metodologia de ana-
lise empregada nos estudos.

Quanto a determinacdo da glicemia, verificou-
-se que a glicose manteve-se estavel a temperatura
ambiente e sob temperatura de refrigeracdo e con-
gelamento em todos os tempos de avaliacdo. Re-
sultados semelhantes foram reportados por Comis
(2006) em equinos, Morris et al. (2002) em ovinos e
Spinelli et al. (2012) em ratos Winstar. No entanto,
Marjani (2006) e Pahma et al. (2015) em humanos,
verificaram reducao significativa na concentracao
de glicose a temperatura ambiente e sob congela-
mento apds 48 horas e 24 horas, respectivamente,
0 que pode estar associado a uma sensibilidade da
glicose a temperatura maior na espécie humana ou
mesmo diferencas na metodologia de andlise.

A dosagem do lactato plasméatico em equinos
é de grande importancia, particularmente para
avaliar o desempenho atlético destes animais. No
presente estudo, ndo foram observadas diferencas
significativas (p>0,05) nos diferentes tempos e tem-
peraturas de armazenamento. Quando a tempera-
tura ambiente, Comis (2006) observou estabilidade
do lactato por 24 horas em amostras de equinos,
havendo, entretanto, diminuicdo ap6s 48 horas de
armazenamento, possivelmente ocasionada por al-
teragdo na molécula do lactato, decorrente do pro-
cesso de conservacdo. Christopher e O’Neill (2000)
ao avaliarem o lactato de gatos em plasma armaze-
nado durante oito horas a temperatura ambiente,
também ndo observaram altera¢des significativas.
As amostras mantidas sob refrigeracdo (4°C) e con-
geladas (-20°C) apresentaram-se estaveis por 30
dias e 90 dias, respectivamente, corroborando com
resultados de Comis (2006). Hendrix (2005) ressalta
que amostras plasmaéticas obtidas com o anticoagu-
lante fluoreto-oxalato sdo estaveis por aproximada-
mente 30 dias a 4°C.

Com relacdo as concentragdes de PT, mantive-
ram-se estaveis ao logo de todo o periodo expe-

rimental, ndo havendo alteragdes significativas
(p>0,05), independentemente do tempo ou tempe-
ratura de armazenamento. Comis (2006) em equi-
nos também observou estabilidade da PT a tem-
peratura ambiente por 48 horas e sob refrigeragao
(4°C) por 30 dias. No entanto, sob temperatura de
congelamento (-20°C) o autor verificou alteragdes
significativas nas concentracdes de PT, apesar das
médias manterem-se dentro dos valores de referén-
cia reportados por Kaneko et al. (1997). Oliveira et
al. (2011) em cordeiros também observou instabili-
dade da PT em amostras congeladas, mas de modo
semelhante os valores se mantiveram dentro da
normalidade. Thoresen et al. (1995) relataram que
quando a coleta, a centrifugagdo e a manipulagao
das amostras sdo realizadas de maneira adequada,
as concentragdes das proteinas totais ndo sao afeta-
das pela armazenagem por até 240 dias, a -20°C ou
de -70°C, corroborando com os resultados do pre-
sente estudo. Ademais, Doretto (1996) em bovinos
verificou estabilidade da PT a -20°C por 15 dias.

A albumina foi o parametro que mais apresen-
tou alteragdes, havendo redugdes significativas
(p<0,05) em suas concentra¢cdes quando armaze-
nada sob as diversas temperaturas. A temperatura
ambiente foi estavel por apenas 24 horas (T24), e
quando refrigerada, por sete dias (T4°C/7), corro-
borando com resultados de Comis (1996) em equi-
nos Mangalarga Marchador. Por sua vez, Doretto
(1996) ao avaliar a albumina no soro bovino arma-
zenado a temperatura ambiente (25°C) e sob refri-
geracao (5°C) encontrou estabilidade por 90 dias.
No presente estudo, a albumina apresentou insta-
bilidade nos resultados a partir do 15° dia quando
armazenada sob congelamento a -20°C, o que pode
ser atribuido a sua desnaturagdo ndo proteolitica.
Giorgetti et al. (1989) também verificou diminuigao
significativa nas concentragdes de albumina séri-
ca de bovinos aos 30 e 60 dias de armazenagem a
-20°C.

Os resultados do presente estudo demonstram
que a maioria dos analitos bioquimicos apresentam
poucas alteracdes quando submetidos a diversos
tempos e temperatura de armazenamento. Verifi-
cou-se que a temperatura ambiente ureia, creatini-
na, CK, AST, FAL, glicose, lactato, PT e albumina
sdo estaveis por 24 horas. Ja a temperatura de re-
frigeragdo (4°C) todos os parametros avaliados sdo
estaveis por 30 dias, exceto a albumina que deve
ser analisada dentro de sete dias. De modo seme-
lhante, quando congeladas a -20°C torna-se viavel
avaliar as amostras em até 90 dias, com execcdo de
AST e albumina que apresentaram instabilidade
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aos 90 e 15 dias, respectivamente. Esses conheci-
mentos sdo fundamentais na rotina clinica e para
o planejamento de estudos epidemioldgicos, ja
que muitas vezes nado é possivel realizar a avalia-
¢do bioquimica em um curto espago de tempo. Por
outro lado, permite ao médico veterinario, maior
autonomia e adequagao a sua realidade no envio
das amostras ao laboratério clinico.
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