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“Brincar é a mais alta forma de pesquisa”.
(Albert Einstein)



RESUMO

O objetivo deste estudo foi testar a viabilidade da técnica de bioquimica seca para analise do
perfil hepatico em amostras de Mus musculus (linhagem Balb/c) mantidos na Rede de Biotérios de
Roedores da UFU, através da utilizacdo o analisador Chemcare Dry Chemistry Analyzer Wondfo®.
Foram analisados parametros como AST, ALT, albumina e colesterol total, comparando-os com a
técnica convencional de bioquimica umida (BIO-2000IL). Os resultados demonstraram
inconsisténcias significativas, com erros sistemdticos e imprecisdo, especialmente para ALT e
colesterol, inviabilizando a validagdo do método sem recalibragdo prévia. Apesar das vantagens
operacionais da bioquimica seca (baixo volume de amostra ¢ rapidez), a perda de calibragdo do
equipamento comprometeu a confiabilidade dos dados, destacando a necessidade de ajustes técnicos

para futuras aplicagdes em pesquisas com camundongos.

Palavras-chave: bioquimica imida, ensaio bioquimico, camundongos, erro analitico, BALB/c



ABSTRACT

This study evaluated the feasibility of the dry biochemistry technique for analyzing the liver
profile in samples of Mus musculus (Balb/c strain) kept at the UFU Rodent Vivarium Network, using
the Chemcare Dry Chemistry Analyzer Wondfo®. Parameters such as AST, ALT, albumin and total
cholesterol were analyzed and compared with the conventional wet biochemistry technique (BIO-
2000IL). The results showed significant inconsistencies, with systematic errors and imprecision,
especially for ALT and cholesterol, making it impossible to validate the method without prior
recalibration. Despite the operational advantages of dry biochemistry (low sample volume and
speed), calibration failed of the equipment compromised the reliability of the data, highlighting the

need for technical adjustments for future applications in research with mice.

Keywords: Wet biochemistry, methodological validation, mice, analytical error.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o Laboratério de Biotecnologias de Modelos Experimentais da
Universidade Federal de Uberlandia (LABME — UFU) realiza a leitura de absorbancia de
analitos na técnica de bioquimica Umida em sua rotina com o equipamento
semiautomatico BIO-2000IL (Bioplus). O principal obstaculo na utilizagao do BIO-20001L
se deve o ajuste manual para volumes muito baixos de amostra. Embora o equipamento
permita aspiragdo de 150 pL para cada andlise, volumes inferiores a 200 pL exigem
calibragdo extra e verificagdo de reprodutibilidade (Bioplus2014). Em modelos animais
com amostras limitadas (ex.: soro de camundongos), isso pode ser um desafio.

O volume minimo do equipamento pode impossibilitar a anélise, ou requerer
uma etapa de dilui¢do pré-leitura. Segundo a recomendagdo do National Research
Council (NRC, 1985), o volume méximo total de coleta de sangue para um camundongo
pesando 20g ¢ de 0,011ml a cada 24 horas, o que equivale a 110 pL. Mesmo sendo um
intervalo de tempo considerado seguro, o nivel normal de eritrocitos somente se
recompdem apos duas semanas (Pena, 2005), o que pode afetar a interpretagao de alguns
resultados a depender do objetivo.

Por requerer baixo volume e apresentar resultados em tempo rapido, a técnica
de bioquimica seca dispensa o uso de 4gua e o volume minimo de amostra ¢ de 15 pL. O
tempo de analise varia de um a trés minutos. E indicada para uso em Unidades de
Tratamento Intensivo (UTI), ambulancias, clinicas, laboratorios, salas de emergéncia e
inclusive em atividades a campo com animais silvestres (Celer, 2021).

O Chemcare Dry Chemistry Analyzer Wondfo® ¢ um analisador de
bioquimica seca que utiliza a tecnologia de leitura de reflectincia para determinar a
atividade do analito. O reagente ¢ fixado em uma fita plastica, e utiliza a propria umidade
da amostra para a diluicdo dos componentes. Um feixe de luz incide sobre a fita e o
equipamento ¢ capaz de aferir a luz refletida.

Considerando a demanda de analises em pesquisas com amostras de animais
de laboratorio do LABME, este trabalho teve como objetivo testar a viabilidade do uso
do equipamento Chemcare Dry Chemistry Analyzer Wondfo® para andlise de
bioquimica seca, em avaliagdo de padrdo hepatico nas amostras de camundongos,

mantidos na Rede de Biotérios de Roedores da Universidade Federal de Uberlandia.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1  Perfil hepatico

A avaliagdo do perfil hepatico em camundongos ¢ essencial para monitorar a funcao
e integridade hepatica em estudos experimentais, permitindo a identificagao de possiveis
lesdes celulares, disturbios metabolicos ou toxicidade induzidos por intervengdes
farmacoldgicas, dietéticas ou genéticas. Além disso, auxilia na validagdo de modelos
animais de doengas hepaticas, assegurando a relevancia translacional dos resultados

obtidos (Santos, 2017).

2.1.1 Aspartato Aminotransferase

Também pode ser chamada de Transaminase Glutadmico-Oxalacética (TGO) e
¢ responsavel por catalisar a transferéncia de um grupo amino do aspartato para a-
cetoglutarato, formando oxalacetato e glutamato (reacao reversivel). Estd localizado em
sua maioria nas mitocondrias e em parte no citosol de hepatdcitos, midcitos cardiacos,
musculos esqueléticos e rins (IUBMB, 2025 e Schneider et al. 1996).

Para avaliacdo de AST, o método UV Cinético ¢ considerado o padrdo ouro.
Ocorre a reagdo acoplada onde o aspartato + a-cetaglutarato se transforma em oxalacetado
+ glutamato, pela via AST. Na via Malato Desidrogenase (MDH), o oxalacetado + NADH
+ H" reagem formando Malato + NAD". A diminui¢do da absorbancia do NADH ¢
proporcional a atividade da AST (IUBMB, 2025 e IFCC, 1986).

A interpretacdo de valores de AST sdo importantes na avaliacdo de
hepatopatias, cardiopatias € miopatias. Niveis altos de AST podem indicar hepatite aguda,
infarto agudo do miocardio, distrofias musculares ou rabdomidlise. Valores altos podem
ser falsos se ocorrer interferéncias decorrentes de hemolise, como em falha de coleta.
Valores baixos também podem ser falsos caso haja deficiéncia do cofator da AST
(Deficiéncia de piridoxal=5’-fosfato (IUBMB, 2025; Schneider ef al. 1996 e IFCC,
1986).

2.1.2 Alananina Aminotransferase
Alanina Aminotransferase (ALT), ou enzima glutamato-piruvato transferase
(GPT) ¢ essencial no metabolismo de aminoacidos. E responsavel por catalisar a
transferéncia de um grupo amino de alanina para a-cetaglutamato, formando piruvato e

glutamato. A ALT ¢ um indicador de lesdo hepatica, principalmente em hepatopatias
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agudas e cronica (Schneider et al. 1996).

O método cinético UV ¢ considerado o padrdo ouro na dosagem de ALT
(Burtis, 2018). Preconiza-se que no preparo da reagdo, a amostra seja adicionada a
solugdo tampao, os substrato (alanina e a-cetaglutamato), NADH e LDH. E feita a leitura
espectrofotométrica de absorbancia continuamente por 1 a 3 minutos a 340 nm. A analise
¢ feita baseada na diminui¢do da absorbancia da solucdo, ja que ¢ diretamente
proporcional a atividade da ALT. Sendo o célculo da atividade enzimadtica:

AA/min

. ) x Fator de Calibragao x Volume final

Atividade de ALT (U/L) = (

*Q fator de calibragdo considera a diluicdo da amostra

Essa analise possui alta especificidade por causa da reagdo acoplada com LDH
que evita interferéncias. A detecgdo de baixas atividades enzimaticas sdo precisas, porém
podem ocorrer interferéncias. Amostras hemolisadas podem liberar ALT eritrocitaria e
aumentar os valores. A bilirrubina pode alcangar absorbancias proximas de 340 nm e
interferir na leitura da ALT. Ocorréncia de lipemia também pode afetar a leitura, pois
interfere na dispersdo de luz. (Schneider ef al. 1996 e IFCC, 1986).

A TFCC (1986) em seus guidelines recomenda que o controle de qualidade
devem ser realizados diariamente dentro dos limites aceitaveis, sendo um desvio padrdo
de + 2. As principais causas de erro na leitura estdo representadas na tabela 1.

Tabela 1- Principais causas de erro na leitura espectrofotométrica de absorbancia
de ALT e como ajustar

Efeito Causa Ajuste
Absorbancia incorreta Desvio no comprimento Calibrar espectrofotdometro com
do NADH de onda (340 nm) filtros de verificagao
Subsetimacdo da Degradagdo do NADH Preparar reagente fresco e protegé-lo
atividade da ALT daluz
Alteragdo na cinética Temperatura # 37°C Usar banho termostatizado ou
enzimatica analisador com controle térmico
Interferéncia na Contaminacao da amostra  Centrifugar adequadamente ou usar
absorbancia (hemodlise, lipemia) amostras limpidas

Fonte: Elaborado pela autora.

2.1.3 Albumina
De acordo com Gonzéilez et al. (2017), a albumina é a proteina mais
encontrada no tecido sanguineo (proteinas plasmaticas podem representar 70% do total

do soluto), sendo capaz de transportar hormonios, farmacos e até dez moléculas de acidos
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graxos. A albumina também ¢ responsavel pela manutencao da pressao coloidosmatica,

reserva de aminoécidos e equilibrio acido-base. Alteragdes nos niveis de albumina estdo
relacionadas ao estado nutricional, inflamagdes, hipervolemia, acidose-metabdlica e por
perdas como hemorragia.

O padrao-ouro na analise de albumina ¢ o método Verde de Bromocresol
(VBC), E baseado no conceito de “erro proteico dos indicadores”, que consiste no fato de
que alguns indicadores mudam de cor de acordo com a presenca ou auséncia de proteinas,
mesmo que o pH do meio permaneca constante (Gaspar, 1984). A albumina sérica reage
com o VBC em pH 4&cido (4,0), formando um complexo colorido azul-esverdeado. A
reacdo apresenta comprimento de onda de 630 nm.

Para o preparo, utiliza-se SuL de soro e 1,25 mL de reagente VBC BioClin©
K040 (VBC + tampao citrato pH 4,0 na proporcao 1:250). Apdés homogeneizada, a
mistura ¢ incubada por 5 minutos a 37°C. O equipamento BIO-2000IL mede a
absorbancia e calcula automaticamente (Bioplus, 2014 e Quibasa, 2019).

Assim como os analitos anteriores, hemolise e lipemia podem gerar fatores
interferentes na amostra. O método VBC foi otimizado para a faixa humana, amostras
ndo diluidas de camundongos podem saturar o sistema ou cair fora da linearidade do
ensaio, por isso ¢ recomendado utilizar a diluigdo em 1:2 devido & menor concentragdo

fisiologica (2,5-3,5 g/dL vs humanos 3,5-5,0 g/dL) (Gaspar, 1984 e Gornall et al. 1949).

2.1.4 Colesterol Total

A dosagem de colesterol total (CT) no soro sanguineo ¢ um parametro essencial
na avaliacdo do metabolismo lipidico e estd associado a infarto do miocardio devido a
obstru¢do de vasos, acidente vascular cerebral e doenga arterial periférica. A anélise de
CT também ¢ essencial no monitoramento de diabetes mellitus, hipotireoidismo e
sindromes metabolicas como obesidade, hipertensao e dislipidemia (Gonzalez e Silva,
2017). O método enzimdtico colorimétrico ¢ amplamente utilizado em laboratorios
clinicos devido a sua alta especificidade, sensibilidade e reprodutibilidade, sendo
considerado o padrao-ouro. Este método baseia-se em reagdes enzimaticas sequenciais
que convertem os TG em um produto cromogénico mensuravel por espectrofotometria.

A andlise de colesterol total baseia-se em uma reagdo enzimatica sequencial
que converte o colesterol e seus ésteres em um produto colorido, cuja absorbancia ¢
medida fotometria a 500 nm. O método monoreagente emprega a enzima colesterol

esterase para hidrolisar os ésteres de colesterol em colesterol livre, que ¢
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subsequentemente oxidado pela colesterol oxidase, produzindo peroxido de hidrogénio

(H20.). Este perdxido, em presenca da peroxidase, reage com um cromogeno (geralmente
4-aminoantipirina e fenol ou derivados) para formar uma quinona imina, um composto
vermelho com absorbancia maxima em torno de 500 nm. A intensidade da cor formada é
diretamente proporcional a concentragdo de colesterol na amostra, permitindo sua
quantificagdo por comparagdo com um padrdo de calibragdo (Gonzalez, 2017).

A reacdo ocorre em meio tamponado (pH ~7,0) e é otimizada para ocorrer em
temperatura controlada (37°C), para eficiéncia

Dentro os pontos criticos de controle, ¢ importante destacar que caso a amostra
ndo for ser analisada imediatamente, deve ser armazenada a 4° para evitar degradagdo
enzimatica. Para controle analitico ¢ essencial verificar se a absorbancia estd dentro da
faixa de linearidade do método de até 1.000mg/dL. Amostras acima desse valor
necessitam de dilui¢do. Lipdlise extrema, ictericia e hemolise podem interferir na leitura

de absorbancia (Zanetti, 2022).

2.2 Fotometro Automatizado BIO-20001L

Desenvolvido pela BIOPLUS, o equipamento representado na Figura 1, foi
projetado para realizar andlises bioquimicas, e permite a execucdo de testes diversos.
Dentre eles: Ponto Final (PF) — ideal para ensaios de leitura unica de absorbancia
(ex.:glicose, ureia), o equipamento calcula a concentragdao do analito com base em um
padrao calibrador; Cinético (CIN) — utilizado na monitoragao de reacdes enzimaticas (e.:
ALT, AST) em intervalos programaveis através da variacdo de absorbancia (AA/min)
para determinar as concentra¢cdes na amostra; Tempo Fixo (T.F) — ¢é adequado para
reacdes com tempo de incubacdo controlado, como ensaios imunoenzimaticos (ELISA)
(Bioplus, 2014).
Figura 1 Fotometro Automatizado BIO-2000IL utilizado para andlise de bioquimica

umida de amostras oriundas de diferentes espécies

Fonte: Elaborado pela autora.
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O equipamento apresenta flexibilidade nas programacdes dos testes,

permitindo a personalizagdo de parametros, além de apresentar filtros em leituras
bicromaticas para corrigir interferéncias em amostras. Também ¢ possivel imprimir
resultados e curvas ou exportar dados diretamente para softwares através da saida serial.
Em relagdo aos aspectos positivos do equipamento, possui a op¢ao de auto ajuste de zero,
checagem automadtica da lampada e do detector e ganho eletronico, diminuindo a
verificagdo manual frequente de auto ajuste (Bioplus, 2014).

Existe a possibilidade de ajustar o volume de aspiracao da amostra dentro de
um intervalo de 150 a 2000 pL, memoriza os valores de calibragdo e oferece rotina de
calibragdo semi-automatizada, onde o usudrio pipeta um volume conhecido e o
equipamento realiza o ajuste dos parametros. No quesito controle de temperatura, é
possivel verificar a temperatura em tempo real no monitor, garantindo a estabilidade
térmica mesmo em analises prolongadas. A cubeta de fluxo continuo possui um
termostato de Peltier, com ajuste a 25°C, 30 °C, 37 °C e = 0,1 °C. O BIO-2000apresenta
opgdes de programacado de limites aceitaveis de absorbancia, emitindo um alerta caso os
valores obtidos se apresentem fora do desejado (Bioplus, 2014).

Quanto aos aspectos negativos, ¢ importante salientar a dependéncia da
manutencdo preventiva, e a sensibilidade a bolhas de ar e contaminagdo. A cubeta de
fluxo requer limpeza didria com Bioclean Plus; caso contrario, residuos de proteinas
podem causar leituras inconsistentes. O tubo peristaltico desgasta-se com o tempo,
exigindo substitui¢do periddica (a cada 6 meses em uso intensivo). Se houver bolhas de
ar na cubeta durante a calibrag¢do, o sistema emite erro, e seria necessario reiniciar o
protocolo. Amostras viscosas ou com precipitados podem obstruir o sistema de fluxo,
levando a subestimacdo de volumes. Ao contrario de sistemas mais avancados, o BIO-
2000IL nao realiza autocalibracdo de filtros — o usuario deve verificar manualmente se o
comprimento de onda selecionado esté correto (Bioplus, 2014).

Por ser um equipamento que apresenta mais opgdes de uso e personalizagoes,
demanda mais manutencdes preventivas, calibragdes e pontos criticos susceptiveis a
interferéncias.

2.3  Analisador de bioquimica seca Wondfo Biotech®.

Conforme descrito do manual do usudrio (Celer, 2021), o equipamento
Chemcare Dry Chemistry Analyzer Wondfo® trabalha com volumes de amostras em um

intervalo de 7 a 20puL. O tempo de andlise varia de 1 a 5 minutos e aceita como amostra
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sangue total, soro, soro e urina (figura 2).

Figura 2 - Analisador de bioquimica seca Wondfo Biotech® utilizado para analise de

amostras oriundas de diferentes espécies

Fonte: Elaborado pela autora.

E baseado na metodologia colorimétrica fotoelétrica de quimica seca, onde possui
uma lampada LED que incide luz sob a area de revelagdo de uma fita de teste, e capta a
intensidade do sinal refletido por meio de um diodo fotossensivel (Figura 3). Os reagentes
se apresentam ja fixados na fita, e utilizam a propria umidade da amostra para a diluigdo.
A concentrac¢do de cada analito ¢ calculada por meio de um conversor analdgico-digital
(AD), que transforma o sinal 6ptico em dados quantitativos (Celer, 2021).

Figura 3: Esquema da metodologia colorimétrica fotoelétrica de quimica seca

Diodo fotossensivel

Lampada LED \

Fita regeante identificada por
codigo de barras

Created in BioRender.com bio

Fonte: Elaborada pela autora.
Apresenta interface intuitiva (tela touchscreen) e conectividade (USB,

Ethernet, RS232), o que permite a integracao com sistemas LIS (Laboratory Information
System) via protocolos TCP/IP ou UDP, possibilitando o fluxo de dados em ambientes
clinicos (Celer, 2021).

As tiras reagentes sao produzidas em lotes de acordo com o respectivo analito
e identificadas através de um codigo de barras. Cada caixa de tiras reagentes possui um

ID Chip (Figura 4) que contém dados sobre as curvas de calibragcdo pré-definidas para
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cada parametro, valores de referéncia padronizados para caes e gatos, e sobre fatores de

correcdo Optica para compensar variagdes na produgao das tiras. O sistema € programado
para aceitar somente o ID Chip e a tira reagente de mesmo lote. Em casos de
incompatibilidade, o equipamento emite um alerta e interrompe o teste até que o chip ou
tira corretos sejam inseridos (Celer, 2021).
Figura 4 - ID Chip e fita reagente de AST Chemcare Dry Chemistry Analyzer
Wondfo®

Fonte: Elaborado pela autora.
Quanto aos aspectos negativos, equipamento ndo permite ajustes pelo usuario,

sendo necessario assisténcia técnica para qualquer falha. E susceptivel a interferéncias
eletromagnéticas, sendo ideal manter o analisador afastado de fontes de radiofrequéncia
(roteadores wi-fi, micro-ondas). Apesar do tempo reduzido de cada analise, o
equipamento realiza a leitura de somente uma fita por vez (Celer, 2021).

Importante salientar que este analisador ndo ¢ preconizado para analise de
outras espécies além de caninos e felinos. Sua utiliza¢do na rotina de amostras de animais
de laboratorio € pouco publicado. Entretanto, hd estudos com equipamentos semelhantes
com outras utilizacdes, como o de Zanetti et al (2022), Sindhu et al (2025) e Thapa et al
(2023) analisando a performance do analisador bioquimico VITROS da empresa
OrthoClinical Diagnostics®. Outro equipamento para analise de bioquimica seca ¢ o FUJI
DRI-CHEM da empresa Fujifilm®, citado por autores como Jung et al (2011), An et al
(2022) e Theologou et al (2023). Ha ainda outras maquinas, como a Heska Dri-Chem
4000, citada por Flatland et al (2025).

3 METODOLOGIA

Na primeira etapa, realizou-se anélise do controle bioquimico em triplicata como
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procedimento padrdo antes do processamento das amostras de camundongos, conforme o

manual e as diretrizes sobre a viabilidade de métodos analiticos (ASVCP, 2025).

A escolha dos analitos a serem analisados foi de acordo com as fitas reagentes
disponiveis no LABME, que ainda estavam validas. Sendo elas albumina (79 fitas),
colesterol total (71 fitas), AST (40 fitas), e ALT (33 fitas).

2.5 Aquisicido de amostra biologica

Foram utilizadas amostra de soro de animais jovens, com idade de 3 semanas,
de ambos os sexos, pertencentes a espécie Mus musculus, linhagem Balb/c. A
quantidade total de amostras empregadas no estudo foi de 28, sendo 14 de machos e

14 de fémeas.

Os animais foram alojados em mini isoladores adequados a espécie e
receberam maravalha de Pinus elliotti, previamente autoclavada, como substrato para
cama, sendo os isoladores dispostos em racks ventilados. A dgua e a ragdo fornecidas,
também autoclavadas na unidade de manutencao dos animais (REBIR/UFU), foram
disponibilizadas de forma irrestrita (ad libitum). Os animais foram mantidos em um
ciclo de luz/escuro de 12 horas cada, em ambiente com controle de temperatura e

umidade, com parametros de 22°C + 2°C e 55% =+ 5%, respectivamente.

As amostras de soro plasmatico sdo coletadas na rotina do biotério para
controle de dados zootécnico do REBIR-UFU, foram cedidas para este estudo e seguiu

protocolo CEUA A001/22.

A coleta de sangue foi realizada através pungao do plexo venoso retro-orbital.
Com o animal contido pela pele da regido dorsal, uma leve tragao foi realizada na regido
e promoveu a protrusdao do globo ocular. Um tubo capilar foi entdo inserido no canto
medial da orbita, em um angulo de 45 graus em relagdo ao plano horizontal, sendo
rotacionado delicadamente até a obten¢do do volume desejado, conforme descrito por
Bogdanske (2010) e na figura 6. As amostras foram acondicionadas em microtubos de

1,5 mL, devidamente identificados, com um volume aproximado de 0,5 mL por animal.
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Figura 5 - Coleta de sangue por via retro-orbital em camundongos
submetidos a anestesia inalatoria com isoflurano
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Fonte: Elaborado pela autora.

Para a quantificagdo dos analitos bioquimicos plasmaticos, utilizou-se um
volume aproximado de 0,4 mL de sangue total, obtido por puncdo do plexo venoso
retro-orbital. As amostras foram acondicionadas em microtubos de 1,5 mL
devidamente identificados com o numero da amostra, sexo e submetidas a
centrifugacdo a 3.500 rpm por 10 minutos. Apds a centrifugagdo, o soro foi
imediatamente criopreservado a -20°C e, posteriormente, transferido para
ultrafreezer a temperatura de -80°C para armazenamento a longo prazo, conforme
ilustrado na figura 7.

Figura 6 - Representacdo grafica de preparo e armazenagem de amostras de soro

plasmatico de Balb/c machos e fémeas anterior a analise de bioquimica seca
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Fonte: Fonte: Elaborado pela autora.

Amostras que apresentaram sinais visiveis de hemolise foram

sistematicamente descartadas, garantindo a integridade dos dados analiticos. Para a
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realizacdo das analises, foram escolhidas as 5 amostras com maior volume ¢ menor

grau de hemolise e atribuindo o cddigo F para fémeas e M para machos, conforme

demonstrado na tabela 2.

Tabela 2 - Relagcdo de amostras selecionadas conforme volume de
soro pos-centrifugagao em camundongos Balb/C apos coleta por via

retro-orbital sob anestesia por isoflurano

Fémea Volume pl Macho Volume pl
F3 200 M1 <200
F4 <200 M12 <200
F5 <200 M13 <300

F10 <200 M14 <200
F11 <200 M15 <300

Nao selecionadas

F1 100 M2 <200
F2 100 M3 200
F6 <200 M4 <100
F7 <200 M5 <100
F8 100 M6 <200
F9 100 M7 <200
F12* 200 M8* 300
F13 200 M9 200
F14 <200 M10 <200
F15 100 M11* > 200

Nota: * refere a amostras com turbidez ou hemolise.

3.1 Controles bioquimicos

Na primeira etapa de avaliacdo da calibragdo do equipamento, foi utilizado o
controle Qualitrol e Quantinorm, que foram cedidos pelo Laboratério de Clinico
Veterinario (LCVET) do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia,
devido auséncia de controle especifico do equipamento Chemcare Dry Chemistry
Analyzer Wondfo®. Posteriormente, em contato com a assisténcia técnica, houve a

orientacdo de compra de outro controle, o Controle Interno de Bioquimica Veterinaria
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lote VCB-144, da empresa Controllab®. Consiste em soro liofilizado canino, destinado a

monitorar a precisdo de analises laboratoriais. Armazenado a temperatura de -20°C, foi
reconstituido com dgua reagente (CLSI/NCCLS) e utilizado imediatamente apds
ressuspensao, conforme informagdes da bula.

O produto deve ser mantido entre 2°C e 8°C por até 3 dias, sendo sensivel a
luz (bilirrubina, CPV) e ao tempo (fosfatases, frutosamina, lactato). Disponivel em dois
niveis (VCB-144 ¢ VCB-145, 3,0 mL cada), abrange parametros como &cido urico,
albumina, glicose, TGO/AST e ureia, com intervalos definidos estatisticamente. Validade
até 31/07/2026 (lote VCB-144)

O Controle Interno de Bioquimica Veterinaria lote VCB-144 ¢ utilizado para
calibrar para os seguintes equipamentos de analise de bioquimica seca: Smart 200™,
Mindray BS (120, 200E, 240Pro, Séries), Cobas cl11, Labmax Plenno, Audmax
Evolution, Vitros (250/350, 5.1 FS, 4600, 5600, XT 7600), Bio 200/2000, URIT-8021A,
Humastar 100 200, ChemWell/ChemWell T, PKL 125, Catalyst One, Easylyte/Easylyte
Plus, AVL Série 900/9000, Erba EC 90, Humalyte Plus Series, lonPro, Max Ion e 91.80
Electrolyte Analyzer, além de kits de fabricantes como Biotécnica, Bioclin Quibasa,
Labtest, Gold Analisa, Kovalent, Ebram, In Vitro Human, Idexx Vet Test ¢ Vida
Biotecnologia.

As andlises laboratoriais foram realizadas no Analisador de bioquimica seca,
sob numero de série DC1012012200340 da marca Wondfo Biotech®. Todas as fitas
reagentes utilizadas nos ensaios foram conservadas entre 2 e 8°C, conforme instrugdes do
fabricante.

Seguindo as recomendagdes do fabricante (Controllab, 2024), o frasco de
controle foi mantido a temperatura ambiente por 20 minutos para descongelamento. Na
reconstituicdo, utilizou-se 3 ml de 4gua reagente (que atenda aso requisitos do
CLSI/NCCLS) e homogeneizacdo com a pipeta automatica com filtro sem agitagdo
vigorosa para evitar formagao excessiva de espuma. Antes da leitura, inseriu-se o ID Chip
respectivo ao lote da fita para calibracdo de cada reagente. Em seguida, foi pipetado 15
uL do soro controle na fita reagente e inserida no equipamento. Na tela interativa, foi
selecionada a op¢ao “teste”, inserido o codigo da amostra como C1 (Controle 1) para

identificacdo, e iniciou-se a andlise automatica, como demonstrado da figura 5.
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Figura 7: Representagdao do preparo do controle canino Controllab VCB — 144 ¢

leitura pelo equipamento Chemcare Dry Chemistry Analyzer Wondfo®
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Devido ao baixo volume utilizado (15 pL) a amostra pode evaporar rapidamente,

Fonte: Elabora pela autora.

por isso as fitas reagentes foram preparadas em separado (uma a uma), imediatamente
antes de cada leitura. Vale salientar que esta técnica utiliza a umidade da amostra para a
reacdo quimica. Sendo assim, € essencial que a pipetagem ocorra imediatamente antes da
inserc¢do da fita no equipamento, para evitar que a amostra evapore enquanto aguarda a
analise.

Quatro analitos de padrdo hepaticos foram selecionados para este estudo, sendo
as leituras realizadas nessa ordem de escolha aleatoria: 1* aspartato aminotrasnferase
(AST); albumina; 2* colesterol total; 3* aspartato aminotrasnferase (AST) e 4 alanina
aminotransferase (ALT).

Como o ID Chip do equipamento identifica as fitas por analito devido ao cddigo
do lote, a distribui¢@o das baterias de leitura foram organizadas como demonstra a tabela
3, sendo analisado controle, fémeas e machos respectivamente nessa sequéncia em cada

analito, um por vez.

Tabela 3 - Representacdo da ordem de execuc¢do de cada leitura

de analito e amostra no Analisador de Bioquimica Seca VET

Celer
Ordem de leitura dos analito e fitas
1° analito AST 120 segundos cada
2° analito Albumina 60 segundos cada

3¢ analito Colesterol total 145 segundos cada
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4° analito ALT 120 segundos cada
1? Cl1 4* F3 9 M1
2? C2 5 F4 10° M2
3 C3 6" F5 11° M3
7 F10 122 M14
8 F12 13* M15

*Nota. C= controle; F= fémea; M= macho

Na avaliacdo do soro das amostras de camundongos linhagem Balb/c repetiu-se a
mesma metodologia da leitura dos controles, conforme figura 8.
Figura 8 - Representagdo do procedimento de pipetagem para leitura de amostras de

soro de pelo equipamento Analisador Bioquimica Seca VET Celer

Analisador Biogquimica
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Fonte: Elaborado pela autora.

3.2 Analise dos resultados

Para avaliar a técnica de bioquimica seca no equipamento Chemcare Dry
Chemistry Analyzer Wondfo® foram estimados e registrados os erros analiticos através
do célculo de Erro Total obtido (TEobs) e sua comparagdo com o Erro Total permitido
(Etp) para cada analito conforme as diretrizes do ASVCP. O Etp define o erro aleatorio e
inexatiddo (viés), e determina se a interpretagdo clinica pode ser afetada através da
determinagdo da variacdo aceitdvel da medi¢do. O desempenho do equipamento ¢
satisfatorio quando o TEobs for menor que o Etp. Caso contrario, € necessario identificar

e corrigir os erros metododoldgicos ou calibracao do equipamento (Silvano, 2022).

Inicialmente, foram calculados os valores de média, desvio padrao (DP) e coeficiente
de variacao percentual (CV%) a partir dos dados obtidos no controle interno de qualidade.

Em seguida, determinou-se o viés percentual (%) por meio da seguinte equacao:
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Mb-Mo x 100 , onde Mb corresponde a média da bula fornecida nos kits

Vies(%) = —

comerciais ¢ Mo a média observada dos valores obtidos ao aplicar o soro controle no

equipamento.

Na etapa seguinte, foi calculado o Erro Total Observado (TEobs) do sistema
analitico, utilizando-se os valores de CV% e viés (%) previamente obtidos, conforme a

foérmula:

TEobs = 2CV%+|Viés (%))
4 RESULTADOS
Os resultados das leituras em triplicata do controle canino estdo sumarizados na
tabela 4.
Tabela 4 - Anélise- de desvio padrdo (DP), Viés, e total de erro observado
(TEobs) do controle canino Controllab Lote VCB — 144 para acurécia do
equipamento Chemcare Dry Chemistry Analyzer Wondfo

Controllab Lote VCB-144

Data: 30/05/2025 Bioquimica Seca

Viés
ALT Valor em U/L DP Cv o, TEobs
0
Fita 1 69,10
Fita 2 53,30
9,85 17,05% 36,64 64,04%
Fita 3 51,00
Média 57,80
Viés
AST Valor em U/L DP CvV o, TEobs
(1]
Fita 1 <50
Fita 2 55
283 496% -8,21 88,16%
Fita 3 59
Média 57,00
Viés
Albumina Valor em g/L DP Cv o, TEobs
(1]
Fita 1 20,7
Fita 2 21,6 0,80 3,72% 11,51 18,13%

Fita 3 22,3




Média 21,53
Valor em Viés
Colesterol Total DP CvV TEobs
mmol/L %
Fita 1 2,3
Fita 2 2,3
0,06 2,55% -66,67 71,19%
Fita 3 2,2
Média 2,27
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Tabela 5 - Resultados bioquimica seca das amostras de soro plasmatico de fémeas

Balb/C
Fémeas Balb/C
Valor Limite Limite
ALT em U/L DP Cv EP ME Inf.IC Sup.IC
90% 90%
F3 62,20
F4 62,90
F 10 78,9 15,85 21,16% 7,93 13,04 73,28 76,57
F12 95,70
Média 74,93
Valor Limite Limite
AST em U/L DP Cv EP ME Inf.IC  Sup.IC
90% 90%
F3 84
F4 86
F> 80 9,74 12% 4,35 7,16 79,96 83,25
F10 92 ’ i ’ i ’
F12 66
Média 81,60
Valor Limite Limite
Albumina em g/L DP Cv EP ME Inf.IC  Sup.IC
90% 90%
F3 31,5
F4 34,8
F> 33,3 1,60 5% 0,72 1,18 32,34 35,63
F10 35,5 ’ i ’ i ’
F12 34,8
Média 33,98
Colesterol Valor Limite Limite
Total em DP Cv EP ME Inf.IC  Sup.IC
mmol/L 90% 90%
F3 2,1
F4 2,6 0,19 8% 0,09 0,14 0,74 4,03
F5 2.3
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F10 2,5
F12 2,4
Média 2,38
*Nota:DP: Desvio Padrao; EP: Erro Padrdo; ME: Margem de Erro; IC: Intervalo de
Confianga.
Tabela 6 - Resultados bioquimica seca das amostras de soro plasmatico de machos
Balb/c
Macho Balb/c
Valor Limite LS“;l[l:e
ALT DP Cv EP ME Inf. IC
em U/L 90% IC
90%
M2 102,30
M3 81,60
M 14 62,90 18,23 21,06% 9,12 14,99 97,76 101,05
M 15 99,40
Média 86,55
Valor Limite Lélllll[l:e
AST DP Cv EP ME Inf. IC
em U/L 90% IC
90%
M1 86
M2 94
M3 80 6,36 7% 2,85 4,68 83,36 86,65
M 14 95 9 9 9 9 9
M 15 85
Média 88,00
Valor Limite Léllil[l:e
Albumina DP Cv EP ME Inf. IC
em g/L 90% IC
90%
M1 29,9
M2 34,0
M3 36,6 2,48 7% 1,11 1,82 33,06 36,35
M 14 34,7 ’ ’ ’ ’ ’
M 15 34,7
Média 33,98
Colesterol Valor Limite L;Ill;e
em DP CvV EP ME Inf. IC
Total mmol/L 90% 1C
90%
M1 2,7
M2 2,7
M3 3 0,19 7% 0,08 0,14 0,96 4,25
M 14 2,5 ’ ’ ’ ’ ’
M 15 2,6
Média 2,70

*Nota:DP: Desvio Padrao; EP: Erro Padrao; ME: Margem de Erro; IC: Intervalo de Confianga.
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5 DISCUSSAO

Em estudos anteriores como os Sindhu et al. (2025) compararam, o
desempenho de dois analisadores de bioquimica seca: Vitros 5600 e Vitros 250 utilizando
controles internos de qualidade. Os pesquisadores concluiram que o analisador de Vitros
5600 demonstrou superioridade analitica, com coeficientes de variagdo
significativamente menores em multiplos analitos, exceto para fosforo, que apresentou
correlacdo negativa (r = -0,758; p < 0,0001), sugerindo viés sistematico. A analise de
Bland-Altman da pesquisa revelou diferencas minimas entre os sistemas. Os autores
concluiram que o Vitros 5600 oferece maior precisdao, refor¢ando a necessidade de
avaliagdes estatisticas periodicas além dos controles de rotina para garantir confiabilidade
analitica em laboratorios clinicos.

Thapa et al. (2023) realizaram a comparagdo de resultados de bioquimica
umida com a bioquimica seca, também no analisador bioquimico VITROS da
OrthoClinical Diagnostics com controles internos. O estudo aponta alto nivel de
correlagdo e concordancia entre as duas metodologias, porém destaca que a escolha do
método deve se ater a demanda e limita¢des do laboratorio.

No trabalho de An et a/ (2022), os autores utilizaram o equipamento Fuji Dri-
Chem 70001 (Fujifilm) na mensuragdo de proteina C- reativa canina. Os resultados do
estudo demonstraram que € necessario um curto tempo de andlise e boa precisdo, ja que
apresentou CV de 3,6%, valor abaixo do recomendado para andlise do estudo (12,2%).
Também apresentou TEobs (13.1%) e viés baixo (-5,9%), quando comparado as taxas
recomendadas de 29,3% e 9,5%, respectivamente. Contudo, o viés direcionado (calculado
via regressdo de Deming) excedeu o viés meédio (-8,6%), indicando possiveis
discrepancias em faixas especificas de concentragao.

Mesmo no emprego da técnica de bioquimica seca em equipamentos de
empresas diferentes, todas os trabalhos citados ressaltam a rapidez das andlises e a
importancia da calibrag@o na rotina do laboratorio.

Ha fortes indicios de perda de calibragdo perda ou erro sistematico no
equipamento utilizado nesta pesquisa, pois trés parametros criticos apresentaram desvios
significativos em relacdo aos valores de referéncia do controle VCB-144 para caes: A
analise dos dados de controle de qualidade revelou inconsisténcias significativas no

desempenho do analisador de bioquimica seca, particularmente no que diz respeito a
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exatiddo e precisdo. Para a ALT, o coeficiente de variacdo (CV) de 17,05% e o viés de

+36,64% ultrapassaram amplamente os limites aceitaveis (ideal <12%), indicando
imprecisdo e erro sistematico pronunciado. O erro total observado (TEobs) de 64,04%
corrobora a inadequagdo do método, sugerindo falhas na calibragdo ou interferéncias
analiticas. Padroes semelhantes foram observados no colesterol total, onde, apesar de um
CV aceitavel (2,55%), o viés de -66,67% e o TEobs de 71,19% denotam um desvio
metodologico grave, possivelmente associada a necessidade de calibracdo ou
inadequacao do controle.

Em contraste, a albumina apresentou desempenho satisfatorio, com CV de
3,72% e TEobs de 18,13%, ainda que o viés de +11,51% aponte para uma tendéncia
sistematica moderada. Entretanto, a AST, apesar da precisdo adequada (CV de 4,96%),
exibiu um TEobs de 88,16%, incompativel com padroes de qualidade, o que pode indicar
erro ndo captado pelo CV isoladamente.

Na comparagdo, os dados indicam diferengas entre machos e fémeas. Para a
ALT, os machos apresentaram média superior (86,55 U/L vs. 74,93 U/L), porém o
elevado CV (>21%), em ambos os grupos, sugere imprecisdo. O AST também foi
demonstrado com média ligeiramente maior em machos (88,00 U/L vs. 81,60 U/L), mas
o CV aceitavel (<12%) nas fémeas contrastou com a perda da calibragdo prévia observada
(TEobs elevado), indicando que a diferenca pode ndo ser real. A albumina apresentou
médias idénticas (33,98 g/L), mas o CV foi maior para amostras de machos (7% vs. 5%).
O colesterol total foi superior em machos (2,70 vs. 2,38 mmol/L), mas o viés prévio de -
66,67% no controle sugere que os valores absolutos podem estar subestimados,
invalidando comparagdes diretas.

No trabalho de Barbosa et al. (2017), também foi constatado que machos
apresentaram valores de AST e ALT superiores aos das fémeas, achado que corrobora os
resultados apresentados na pesquisa de Araujo (2012).

Esses achados reforcam a necessidade de revisao da calibragao, avaliacao dos
materiais de controle e verificacdo de interferéncias, conforme preconizado por diretrizes
de validacdo analitica QALS-ASVCP (2013). A persisténcia de tais discrepancias
comprometeu a confiabilidade dos resultados, exigindo intervengdes técnicas imediatas
para garantir conformidade com requisitos analiticos e clinicos.

Em contato realizado com a importadora Celer, responsavel pela calibragao do
equipamento, foi confirmado que o tnico controle validado para o referido dispositivo

seria o soro canino da empresa Controllab. No entanto, na bula do produto fornecido, ndo
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ha men¢ao ao equipamento Chemcare Dry Chemistry Analyzer Wondfo. A fabricante

esclarece que, caso o sistema analitico ndo esteja descrito no documento (como ocorre
nesta), ¢ possivel estabelecer uma parceria para que o sistema seja submetido a testes e
posteriormente incluido na bula. Adicionalmente, ndo ha referéncia a padrdes especificos
para a leitura de AST e ALT.

Os resultados da anélise bioquimica seca de perfil hepatico de amostras de Mus
musculus, linhagem Balb/c mantidos da Rede de Biotérios de Roedores da UFU de ambos
os géneros, utilizando o equipamento Chemcare Dry Chemistry Analyzer Wondfo®
demonstraram haver tendéncia para diferencia entre machos e fémeas, porém diante de
tantas inconsisténcias ndo foi possivel determinar com precisao.

A técnica de bioquimica seca ¢ citada como eficaz por varios autores, porém este
equipamento ndo pode ser utilizado no Labme UFU, pois necessita de controles
adequados, melhor calibragdo e maior comprometimento das empresas que importam e
revendem esse tipo de equipamento.

A analise comparativa dos manuais Chemcare Dry Chemistry Analyzer
Wondfo e BIO-2000IL revelou diferengas significativas em termos de complexidade,
manutengdo, ¢ processos operacionais. Essas discrepancias se revelaram inclusive na
leitura dos manuais de usuério. Enquanto o Chemcare Dry Chemistry Analyzer Wondfo
tem linguagem mais clara e concisa — porém sem se aprofundar muito na descri¢do das
técnicas, o BIO-200IL tem uma abordagem técnica profunda.

O Chemcare Dry Chemistry Analyzer Wondfo apresentou-se como um sistema
simplificado, com operacdo intuitiva via interface touchscreen, sujeito a menos falhas
operacionais e calibragdo automatica através de ID Chip, o que reduz a necessidade de
intervengdo manual, acelera o processamento e requer um treinamento menos complexo
do usuario. No entanto, € limitado somente a técnica de colorimetria fotoelétrica de
quimica seca e depende de assisténcia técnica para manutengdes, gerando uma menor
autonomia e flexibilidade operacional.

Por outro lado, o BIO-2000IL destaca-se pela versatilidade, suportando
multiplas metodologias além de permitir programagdes personalizadas. Obviamente essa
flexibilidade implica em uma maior complexidade operacional, apresentando mais pontos
criticos de controle, e requirindo treinamento especializado do usuario, manutengao
preventiva frequente, como calibracdo semanal da bomba peristaltica € monitoramento

rigoroso da cubeta de fluxo.
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6 CONCLUSAO

Apesar do potencial promissor da técnica apos recalibragdo, os testes realizados
apresentaram desconformidades significativas em relagdo as diretrizes da QALS-ASVCP
(2013), com erro total observado (TEobs%) inaceitavel em todos os parametros. Foram
identificados desvios sistematicos graves e imprecisao nas analises de ALT e colesterol,
comprometendo a confiabilidade dos dados, especialmente na comparagado entre sexos. A
perda de calibracdo do equipamento pode ter mascarado ou exagerado diferencas
biologicas, tornando invalida a definicao de intervalos de referéncia bioquimica para os
camundongos do REBIR-UFU.

Apos a calibragdo correta do equipamento, sera possivel realizar novas pesquisas
incluindo todos os analitos da maquina, além do padrao hepatico e realizar a determinagao
de um intervalo de referéncia dos pardmetros bioquimicos de camundongos mantidos no
REBIR — UFU. Em um futuro estudo podera ser possivel analisar amostras de linhagem

Balb/c e C57BL.
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