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INTERFERENCIA DO HEMATOCRITO SOBRE O DESEMPENHO DE DOIS

GLICOSIMETROS VETERINARIOS EM CAES

RESUMO

Os glicosimetros (GT) sdo uma ferramenta muito utilizada no monitoramento da glicemia em
cdes, mas estdo susceptiveis a interferéncias que podem comprometer sua acuracia e levar a
interpretacdes clinicas equivocadas dos resultados. O hematdcrito (HT) € um parametro
hematoldgico cujas variacBes podem interferir na distribuicdo das fracGes de amostra
sanguinea, alterando as rea¢fes enzimaticas que constituem o sistema de teste dos GT. Este
estudo avaliou o efeito do HT sobre o desempenho de dois GT veterinarios para uso em cées
em comparacdo a dois méetodos laboratoriais de referéncia. Ambos os GT apresentaram boa
performance em amostras com HT inferior a 37%, apenas GT1 demonstrou desempenho
adequado em amostras com HT normal (entre 37% e 55%) e nenhum GT ofereceu atuagédo
apropriada em amostras com HT superior a 55%. Conclui-se que o resultado apresentado por
ambos GT altera de acordo com o hematdcrito do animal. Deve-se considerar que pacientes
com disglicemias estdo frequentemente expostos as alteracdes clinico-patolégicas, e a adogédo
destes GT especificos como estratégia de monitoramento pode ndo ser adequada, outros

procedimentos de medicdo da glicose serem empregados.

PALAVRAS-CHAVE: Caes. Glicemia. Monitoramento.
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INTERFERENCE OF HAEMATOCRIT IN THE PERFORMANCE OF TWO

VETERINARY GLUCOMETERS IN DOGS

SUMMARY

Glucometers (GT) are widely used to monitor the glycemia in dogs but are susceptible to
interferences that can compromise their accuracy and lead to erroneous clinical interpretations
of the results. Hematocrit (HT) is a hematological parameter that can change blood variants,
modifying the enzymatic reactions that constitute the GT test system. This study evaluated the
effect of HT on the performance of two veterinary GTs compared to the reference laboratorial
test. Both GT showed a good performance on samples with HT less than 37%, only GT1 showed
to be adequate for samples with normal HT (between 37% and 55%) and none was adequate
for samples with HT greater than 55%. The results presented indicate that both GT results
changes according to the hematocrit of the animal. The patient with dysglycemia have
clinicopathological disturbance and the use of these specific GT for monitoring may not be

adequate, and other glucose measurement procedures should be employed.

KEYWORDS: Dogs. Glycemia. Monitoring.

INTRODUCAO

Desequilibrios no metabolismo energético dos cdes podem ser provocados por doengas
de etiologia enddcrina, infecciosa ou inflamatéria (BOUCHER et al., 2014; SHIELDS et al.,
2015) Nessas condig¢des, a biodisponibilizacdo da glicose se torna ineficiente, prejudicando a
atividade celular e o restabelecimento da saude. O monitoramento frequente da glicemia

permite inferéncias acerca do estado energético do paciente e adequacdo das medidas
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terapéuticas para controlar o desequilibrio metabdlico. Dentre os métodos disponiveis para seu
monitoramento, os glicosimetros (GT) se destacam como uma importante ferramenta de
monitoramento clinico e domiciliar dos animais pois € uma técnica simples e de facil execucao

(WAHL, 2009; HIGBIE et al., 2015; CORREA et al., 2018).

Os estudos que avaliam o desempenho de GT sdo baseados na comparagdo entre a
glicemia mensurada por este aparelho e o método de referéncia, e demonstram um bom
desempenho dos GT apara analise dos valores de glicemia (WAHL, 2009; FRECKMANN et
al., 2015). Os métodos laboratoriais (MLab) de referéncia sdo realizados com controle analitico,
sofrendo poucas interferéncias, e, portanto, suas variagdes sao mais previsiveis (HIGBIE et al.,
2015; FRECKMANN et al., 2015). Por sua vez, os métodos de mensuragdo com GT podem
sofrer interferéncia de algumas varidveis hematoldgicas, pois estas podem alterar os resultados
do teste e, assim, prejudicar a acuricia dos resultados (TONYUSHKINA; NICHOLS, 2009;
HERMAYER et al., 2015). O hematodcrito (HT) € um dos parametros hematoldgicos cujas
variacdes podem exercer maior interferéncia nas reagdes enzimaticas dos GT, especialmente no
que se refere a proporc¢ao entre as fragdes celular e plasmatica da amostra, pois estas alteragdes
alteram a viscosidade da amostra e a glicose disponivel para as reagdes de quantificagdo dos

GT (PFUTZNER et al., 2013).

Devido a utilizagao do GT e sua importancia na pratica clinica, o presente estudo propds
avaliar a interferéncia do hematdcrito sobre a glicemia mensurada por meio de dois GT
veterinarios calibrados para uso em amostras de sangue total capilar (STC) de caes. Além disto,
dois MLab foram utilizados para fornecer os valores de referéncia de glicemia plasmatica

venosa dos mesmos pacientes € para permitir a comparagao entre os testes.

MATERIAL E METODOS
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O estudo foi realizado entre 0os meses de maio e agosto de 2016, no XXXX tendo sido

aprovado pelo comité de ética em experimentacao animal (XXXX).

Todos os pacientes foram submetidos a exame clinico geral, avaliados durante o
atendimento clinico e classificados de acordo critérios de inclusdo da pesquisa: espécie canina,
idade superior a seis meses e adequada perfusdo capilar. Previamente a qualquer procedimento,

os responsaveis pelos cdes assinavam o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

O estudo avaliou dois GT veterinarios, AlphaTrak 2 - GT1- (Abbott Laboratories,
Maidenhead, Inglaterra) e IPet - GT2 — (Ultimed Inc., Saint Paul, Estados Unidos). Cada GT
apresenta um sistema enzimatico de oxidacao da glicose determinado pela enzima presente na
tira teste do aparelho: sistema GT1 com glicose desidrogenase (GD), e GT2 com glicose
oxidase (GOx). Ambos foram calibrados para fornecerem glicemia em mg/dL. A ordem de
leitura da amostra STC foi aleatdria e variou de acordo com sorteio para cada novo paciente. O
manuseio dos GT e os procedimentos de coleta das amostras capilares foram realizados pelo

mesmo pesquisador, seguindo as instru¢des de uso de cada aparelho.

Amostras de sangue dos animais selecionados previamente ao acaso foram submetidas a
testes de glicemia utilizando STC mensurada por ambos os GT; glicemia venosa mensurada por
ambos MLab; e HT. A glicemia capilar foi mensurada por ambos GT a partir de amostra
coletada de vaso da face interna do pavilhao auricular dos caes, acessados por lancetas 28 G no
dispositivo lancetador AlphaTrak® (Abbott Laboratories Ltd., Maidenhead, Inglaterra). As
amostras venosas foram coletadas por venopuncao jugular ou cefalica, com auxilio de material
de coleta (seringas 5 mL com agulhas 22G, BD Plastipack™, Juiz de Fora, Brasil). A
mensuragao da glicemia foi realizada em aliquotas de plasma estabilizado em fluoreto de sddio
(BD Vacutainer® Fluoreto/EDTA, Juiz de Fora, Brasil) no aparelho semiautoméatico Cobas-

Mira Plus ™ (Roche Diagnostics, Indianapolis, Estados Unidos) pelos MLab hexoquinase (Hx)
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(Labtest, Lagoa Santa, Brasil) e GOx, (Biotécnica, Belo Horizonte, Brasil) no Laboratério de
Patologia Clinica do Hospital Veterinario da UFMG. Adicionalmente, procedeu-se a

determinag@o do hematdcrito pelo método do micro hematocrito.

Caes com no intervalo entre MLab de 20 e 600 mg/dL e HT superior a 20% foram
selecionados para estatistica, de acordo com recomendagdo do fabricante. A interferéncia do
HT no desempenho dos GT foi avaliada por estudo das correlagdes entre os quatro
procedimentos de mensuragdo (GT1 e GT2 em STC e Hx e GOx em plasma) dentro das
seguintes faixas: HT inferior a 37%, HT recaindo no intervalo entre 37% e 55% e, por fim, HT
maior que 55%. Para tanto, foi estabelecido delineamento experimental inteiramente
casualizado em parcelas subdivididas. Para as varidveis de distribuicdo normal foi utilizada a
correlacdo de Pearson e para aquelas que violaram os principios de normalidade foi utilizada
correlacdo de Spearman (SAMPAIO, 2010). As analises estatisticas foram realizadas utilizando

o software SAS (Statistical Analysis System, versao 9.0) e o aplicativo Excel 2016.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Noventa e oito animais foram incluidos no estudo e, de acordo com a ordem definida por
sorteio para coleta das amostras capilares, 57 amostras foram avaliadas primeiramente pelo
GT1 e 41 amostras primeiramente pelo GT2. O HT variou entre 20 e 62%, sendo o valor médio
de 47,39%. Amostras de dez pacientes apresentavam HT < 37%, 78 amostras na faixa de
referéncia para a espécie canina (37% < HT < 55%) e dez com HT > 55%. A média da glicemia
mensurada pelos MLab em amostras plasmaticas foi menor do que as encontradas pelos GT nas
amostras capilares. A estatistica descritiva de todas as varidveis estudadas esta apresentada na

tabela 1.

As correlagdes mais elevadas entre os dois GT avaliados e os dois MLab foram

observadas na faixa de HT inferior a 37%; sendo o valor do coeficiente de correlacdo maior que
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0,8 para as quatro comparagdes possiveis (tabela 2). Por sua vez, nas amostras cujo HT esteve
dentro da faixa de referéncia para a espécie canina (37% < HT < 55%), a elevada correlacao foi
observada somente na comparagdo entre GT1 e o MLab Hx (R = 0,9), enquanto que o GT2 teve
correlacdo baixa com o MLab GOx (r=0,39) (tabela 3). Nas amostras policitémicas (HT >55%),
os GT apresentaram fraca correlagdo com os MLab, vista que a Unica comparacdo com

correlacdo significativa foi entre GT1 e MLab GOx (R = 0,55) (tabela 4).

GT1 capilar = glicemia do sangue total capilar pelo GT1; GT2 capilar = glicemia do
sangue total capilar pelo GT2; Hx plasma = glicemia plasmatica pelo MLab Hx; GOx plasma
= glicemia plasmatica pelo MLab GOXx; N = nimero de observacdes; DP = desvio padrdo; IC
= intervalo de confianca da média de grupos. As variaveis para glicemia estdo apresentadas em

mg/dL; HT em %.

De acordo com as informagdes fornecidas em ambas as bulas dos glicosimetros avaliados,
os GT estariam programados para processarem amostras capilares normociticas da espécie
canina, delimitando as condig¢des das amostras nas quais cada aparelho estd programado para
processar. Dentro destes supostos limites, possiveis variacdes na proporcao entre as fragdes
liquida (plasma que contém a glicose mensurada por GT e MLab) e celular (eritrocitos) do
sangue total ndo comprometeriam a acuracia do sistema (GERBER; FREEMAN, 2016). Por
outro lado, nas amostras que apresentassem desequilibrio nessa propor¢do, que estariam
marcadas por HT limitrofes, a disponibilizagdo da glicose para reagdo na tira teste dos GT

certamente seria alterada.

De fato, o GT1 demonstrou desempenho satisfatorio para avaliar amostras com HT dentro
da faixa de referéncia para a espécie canina, considerando como referéncia os valores de
glicemia mensurados pelos MLab. Contudo, no mesmo intervalo, o GT2 ndo apresentou o

presumido padrdo, pois s6 atingiu o valor dos MLAD nas amostras com HT inferior a 37%.
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As falhas nos sistemas dos GT sao devidas, principalmente, a falhas na etapa de difusao
da amostra sobre a tira teste e na etapa de oxidagdo enzimatica da glicose amostral. As tiras
representam uma superficie de teste in vitro e funcionam como membranas porosas através das
quais a amostra de sangue total ¢ filtrada e, por fim, disponibilizada para a reagdo de
quantificagdo, sendo mensurada a fragdo semelhante ao plasma e que contém a maior parte da
glicose amostral (TONYUSHKINA; NICHOLS, 2009; HERMAYER et al., 2015). Quando o
sangue capilar estd hemoconcentrado, seu contetido liquido estd reduzido e, quando a amostra
¢ submetida ao teste, had produg¢do de menor volume do filtrado (RAMLJAK et al., 2013),
prejudicando a acuracia das mensuragdes assim como foi observado neste estudo. Este resultado
corrobora com um outro estudo no qual o GT tende a subestimar a glicemia de amostras
hemoconcentradas durante o monitoramento de pacientes humanos portadores de diabetes

mellitus (PFUTZNER et al., 2013).

O processo de disponibilizagdo da fragdo glicosilada sobre a superficie reagente da tira
teste, ¢ também influenciado pela difusdo da amostra sobre as membranas, um processo
relacionado com a viscosidade da amostra e a sua capacidade de fluir sobre a tira (PFUTZNER
et al., 2013; HERMAYER et al., 2015). Amostras com maior saturacao de solidos (eritrocitos,
proteinas plasmaticas, além da propria glicose) tendem a apresentar distribui¢do atipica entre
as fracdes do sangue total em fungdo do equilibrio oncético, prejudicando a fluidez sobre a tira
(PFUTZNER et al., 2013; GERBER; FREEMAN, 2016). Desse modo, o volume real do plasma
pode nao ter difusdo suficiente para alcangar a superficie de reacao da tira e a glicemia tende a

ser subestimada.

E necessario ressaltar que os sistemas dos GT avaliados neste estudo diferem-se em
relagdo a enzima que oxida e quantifica a glicose. Deste modo, ha de ser considerado que as
limitagdes de funcionamento dos GT podem ser distintas, como observado no trabalho com as

faixas de HT avaliados. A GOx que compde o sistema GT2 tem ag¢do limitada pelo percentual
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minimo de agua da amostra (WAHL, 2009; HERMAYER et al., 2015), conforme a baixa

correlacdo identificada entre GT2 e os MLab nas amostras com HT elevado.

Os resultados das andlises afetam sua aplicacdo clinica. O uso dos GT para
monitoramento domiciliar de portadores de diabetes mellitus canino ¢ consagrada na medicina
veterindria e estes pacientes atendidos frequentemente estdo expostos a hiperglicemia,
desidratacdo e hemoconcentracdo (GERBER; FREEMAN, 2016). Nessas condi¢des, o
panorama glicémico fornecido pelos GT aqui estudados pode estar deturpado pelas
interferéncias analiticas e igualmente prejudicar a adequagao do manejo terapéutico e a corregao
do desequilibrio metabdlico, que pode implicar no agravamento ¢ fatalidade do quadro. Além
das interferéncias do HT, foi observado também baixa acuracia analitica de determinado GT

para determinar valores reais de glicemia, resultando em erros nas condutas terapéuticas.

Alguns aparelhos disponiveis no mercado para monitoracdo de pacientes humanos
dispdem de ajustes na tecnologia do sistema que corrigem as distor¢des de mensuragdo da
glicemia provocadas pelo HT discrepante (SHIN et al, 2014; WAHL, 2009; GERBER;
FREEMAN, 2016). No entanto, considerando a variacdo de desempenho dos GT observados
nas diferentes faixas de HT, provavelmente os GT abordados ndo foram adaptados para

garantirem tais corregoes.

CONCLUSOES

O modelo de avaliagdo proposto identificou que os sistemas de ambos GT nao
demonstraram homogeneidade para avaliagdo das amostras sob diferentes condigdes de
hemoconcentragdo. Vista que pacientes em disglicemias estdo frequentemente expostos as
alteragdes clinico-patologicas, a adocdao destes GT s especificamente como estratégia de

monitoramento parece ser inadequada
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Tabela 01 - Valores médios, desvio padrao (DP), concentragdo maxima e minima e intervalo

de confianca da glicemia (mg/dL) de caes higidos, mensurada através de diferentes

metodologias e utilizando-se diferentes amostras

Variaveis N M¢édia  DP Maximo Minimo IC
GT1 capilar 98 106,61 29,87 219 25 100,70 a 112,53
GT2 capilar 98 90,81 38,17 159 29 83,25 298,36
Hx plasma 98 81,30 14,90 136,7 41,3 78,35 a 85,25
GOx plasma 98 79,38 13,51 135,29 43,9 76,71 a 82,05
HT 98 47,39 7,83 62 20 45,84 a 48,94

GT1 capilar = glicemia do sangue total capilar pelo GT1; GT2 capilar = glicemia do sangue

total capilar pelo GT2; Hx plasma = glicemia plasmatica pelo MLab Hx; GOx plasma

glicemia plasmatica pelo MLab GOx; N = nimero de observacdes; DP = desvio padrdo; IC

intervalo de confianca da média de grupos.; HT em %.

Tabela 02 - Estudos das correlagdes entre os quatro métodos de mensuragdo de glicemia para

as amostras incluidas cujos valores de HT foram abaixo do intervalo de referéncia para a espécie

canina (HT < 37%)
Hx plasma GOx plasma GT1lcapilar GT2 capilar
Hx plasma 1,0
GOx plasma 0,96 1,0
GTL1 capilar 0,90 0,94 1,0
GT2 capilar 0,84 0,84 0,82 1,0

Os valores apresentados indicam o coeficiente de correlagdo (R) com significancia para p<0,01.
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Tabela 03 - Estudo das correlagdes entre os quatro métodos de mensuragdo de glicemia para as

amostras cujos valores de HT foram dentro do intervalo de referéncia para a espécie canina

(37% < HT < 55%)
Hx plasma GOx plasma  GT1lcapilar GT2 capilar
Hx plasma 1,0*
GOx plasma 0,95* 1,0*
GT1 capilar 0,90* 0,60* 1,0*
GT?2 capilar 0,31** 0,39* 0,51* 1,0*

Os valores apresentados com asteriscos indicam coeficiente de correlagdo (r) com significncia

para p<0,01* ou p<0,02**,

GT1 capilar = glicemia do sangue total capilar pelo GT1; GT2 capilar = glicemia do sangue

total capilar pelo GT2; Hx plasma = glicemia plasmatica pelo MLab Hx; GOx plasma

glicemia plasmatica pelo MLab GOx; N = nimero de observacdes; DP = desvio padréo; IC
intervalo de confianca da média de grupos. As variadveis para glicemia estdo apresentadas em

mg/dL; HT em %.

Tabela 04 - Estudo das correlagdes entre os quatro métodos de mensuragdo da glicemia para as

amostras cujos valores de HT estiveram além dos limites considerados superiores para a espécie

canina (HT > 55%)
Hx plasma GOx plasma  GTlcapilar GT2 capilar
Hx plasma 1,0*
GOx plasma 0,67* 1,0*
GT1 capilar 0,20 0,55* 1,0*

12
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GT2 capilar 0,02 0,13 0,54* 1,0

Os valores apresentados com asterisco (*) indicam coeficiente de correlagdo (R) com
significancia para p<0,01. GT1 capilar = glicemia do sangue total capilar pelo GT1; GT2 capilar
= glicemia do sangue total capilar pelo GT2; Hx plasma = glicemia plasmatica pelo MLab Hx;
GOx plasma = glicemia plasmética pelo MLab GOx; N = nimero de observagdes; DP = desvio
padrdo; IC = intervalo de confianca da média de grupos. As varidveis para glicemia estdo

apresentadas em mg/dL; HT em %.
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