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INTRODUCAO

O hemograma é o mais frequente exame laboratorial

Resumo

Objetivo: Verificar o impacto da fase pré-analitica na avaliagéo quantitativa do hemograma,
no dia-a-dia do laboratério clinico, como: a temperatura de armazenamento e o efeito do
anticoagulante de acordo com o tempo de estocagem apés coleta. Métodos: Foram coletadas
60 amostras bioldgicas de sangue venoso, sendo distribuidas em dois tubos de EDTA K2
respeitando a relagédo sangue/anticoagulante e dois tubos com alteragéo nesta relagéo.
Estas amostras foram armazenadas de diferentes formas: em temperatura ambiente (25°C)
e em temperatura de 4°C. Posteriormente, as amostras foram analisadas em contador
hematolégico, em diferentes tempos de estocagem 2, 5, 12 e 24 horas apds a coleta.
Resultados: Verificou-se que, durante as 24 horas de estocagem, a maioria dos parametros
nao apresentou alteragéo significativa, com excegéo do percentual de células médias. Além
disso, observou-se que as amostras armazenadas sob refrigeracéao apresentam valores
mais estaveis, com excegéao de alguns parametros, como: percentual de granulécitos, VPM
e PDW, que apresentaram oscilagdes quando armazenados a 4°C, principalmente para as
amostras com alteragao da relagédo sangue/anticoagulante. Conclusao: O presente estudo
demonstrou que os fatores pré-analiticos podem afetar a variabilidade dos parametros quan-
titativos do hemograma, devendo-se respeitar a correta relagdo sangue/anticoagulante e
evitar o processamento da amostra apds longos periodos de estocagem.
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por um periodo de tempo definido, dentro de limites especi-
ficos, quando armazenada em condi¢des definidas.®
Porém, na pratica laboratorial existem algumas situa-

solicitado atualmente na pratica clinica,” sendo decisivo
para o diagnéstico, acompanhamento e tratamento de di-
versos disturbios hematolégicos; contanto que, a qualidade
durante todo o processo do teste seja garantida.® Desta
forma, é necessario que os resultados hematol6gicos se-
jam exatos e precisos para assegurar a interpretacao dos
resultados no momento da decisédo clinica pelo médico.®

Porém, muitos fatores pré-analiticos podem afetar a
variabilidade dos resultados laboratoriais, como: a estabili-
dade da amostra (temperatura de armazenamento e o tem-
po de estocagem) e os efeitos dos anticoagulantes.®

A estabilidade da amostra biol6gica pode ser defini-
da como a capacidade da manutencgéo do resultado inicial,

¢des que promovem atraso no processamento do hemo-
grama, contribuindo para modificagdes na estabilidade da
amostra, como: as amostras de sangue enviadas para la-
boratérios de referéncia distantes do local da coleta, a ana-
lise ndo realizada por algum problema técnico ou a solicita-
¢do de uma nova amostra necessaria para verificar o resul-
tado do teste.®

Como frequentemente os laboratérios recebem amos-
tras armazenadas em temperatura ambiente e com um ex-
pressivo intervalo de tempo apo6s a coleta, isto pode repre-
sentar erro pré-analitico bastante comum,® pois quando as
amostras chegam com atraso significativo e em péssimas
condi¢des de armazenamento, os valores obtidos podem
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estar errados, comprometendo a confiabilidade, preciséo e
exatidao do resultado hematolégico.®

Com relagéo aos efeitos do anticoagulante, o EDTA K2
(acido etilenodiamino tetra-acético dipotassico) é recomenda-
do como o anticoagulante de escolha para coleta das amos-
tras na realizagdo do hemograma.” Quando esta presente
na concentracdo de 1,5 a 2,2 mg/mL de sangue, ndo apre-
senta efeito expressivo sobre os parametros do hemograma.®

Porém, quando a quantidade de sangue colocada no
tubo de EDTA néo é respeitada e/ou quando o tempo de
estocagem da amostra biolégica torna-se prolongado po-
dem produzir alteragées significativas nos resultados; des-
ta forma, torna-se necessario o minimo de cuidado com a
relagdo sangue/anticoagulante.®7°)

Portanto, o objetivo do presente estudo é verificar o
impacto da fase pré-analitica na avaliagcdo quantitativa do
hemograma, como: a temperatura de armazenamento e o
efeito do anticoagulante de acordo com o tempo de
estocagem apos coleta.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas sessenta amostras biologicas de san-
gue venoso de individuos ed ambos os sexos, com idade
superior a 18 anos, sendo excluidos do estudo fumantes,
individuos com doenca infecciosa, inflamatoéria ou clinica
para qualquer patologia, uso de qualquer medicamento que
pudesse alterar os resultados hematol6gicos e exercicio fi-
sico realizado antes da coleta de sangue.

As amostras foram coletadas conforme procedimento
padrao, com agulha e seringa estéreis. O sangue total cole-
tado foi distribuido em quatro tubos com anticoagulante EDTA
K2, sendo que dois tubos respeitavam a correta relagéo san-
gue/anticoagulante, com ainsergéo de 2 mL de sangue em
cada tubo, e dois tubos apresentavam alteracéo da propor-
¢éo sangue/anticoagulante, com ainclus@o de 1 mL de san-
gue em cada tubo. Estas amostras foram armazenadas de
diferentes formas: em temperatura ambiente (25°C) e em
temperatura de 4°C.

Por conseguinte, as amostras foram divididas em qua-
tro grupos para analise: 1) Temperatura Ambiente, 2) Tem-
peratura Ambiente com Alteragéo Sangue/Anticoagulante,
3) Refrigerado a 4°C e 4) Refrigerado a 4°C com Alteracao
Sangue/Anticoagulante.

Posteriormente, as amostras foram analisadas em con-
tador hematol6gico Hemacounter 60-RT 7600® (Hemogram,
Brasil) em diferentes tempos de estocagem 2, 5, 12 e 24
horas apés a coleta. Os parametros hematol6gicos anali-
sados foram: i) Eritrograma: contagem de eritrécitos,
hemoglobina, hematécrito, Volume Corpuscular Médio
(VCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), Concen-
tragdo Hemoglobinica Corpuscular Média (CHCM) e Ampli-
tude de Distribuicao Eritrocitaria (Red Cell Distribution
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Width - RDW); ii) Leucograma: contagem de leucécitos to-
tais e a porcentagem de trés subpopulacgdes - linfocito, cé-
lulas de tamanho médio (incluindo monécitos, baséfilos e
eosinoéfilos) e granulécitos e iii) Plaquetograma: contagem
de plaquetas, Volume Médio de Plaquetas (VPM) e Ampli-
tude de Distribuicdo Plaquetaria (Platelets Distribution
Width - PDW).

Na andlise estatistica foi realizado o teste de Shapiro-
Wilk para verificar a normalidade dos dados. Todos os
parametros demonstraram distribuicdo normal. Portanto, os
resultados foram apresentados como média e, para com-
paracgéo entre as médias dos parametros hematolégicos de
acordo com os tempos 2, 5, 12 e 24 horas apoés a coleta,
para os quatro grupos do estudo, foi utilizada a analise de
variancia (ANOVA) seguida do pés-teste de Tukey. Em to-
das as analises, o nivel de significancia foi pré-fixado em
dep<0,05.0s dados foram analisados pelo programa esta-
tistico SPSS 17® (Chicago, EUA).

Etica

Os voluntéarios que permitiram a utilizacdo das amos-
tras biol6gicas para realizacdo desta pesquisa foram devi-
damente informados sobre os métodos e objetivos deste
estudo e, apds concordarem, assinaram um termo de con-
sentimento livre e esclarecido. Este estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de
Ponta Grossa (UEPG), parecer N° 1.339.496. Esta pesquisa
foirealizada em conformidade com a Declaracédo de Helsinki.

RESULTADOS

Os parametros analisados no eritrograma estéo repre-
sentados na Figura 1. A média da contagem de eritrécitos
apresentou um perfil de oscilagdo semelhante para a maio-
ria das amostras. Os valores médios permaneceram homo-
géneos para ambas as formas de armazenamento (tempe-
ratura ambiente e refrigerado a 4°C); assim como, para re-
lagdo sangue/anticoagulante, com alteragdées minimas de
4,89 a 4,98 milhdes de eritrécitos/uL apos 24 horas de
estocagem (Figura 1 - A).

Com relagdo as médias da dosagem de hemo-
globina, as amostras armazenadas em temperatura ambi-
ente com alteracéo na relagé@o sangue/anticoagulante apre-
sentaram um aumento progressivo minimo durante as 24
horas (0,24 g/dL), enquanto que as demais amostras mos-
traram oscilagdes entre as médias de hemoglobina com
relacdo aos tempos de estocagem; porém, mantiveram
seus valores médios homogéneos, com variacgdes inferio-
res a 0,14 g/dL durante as 24 horas (Figura 1 - B).

Na analise do hematécrito verificou-se que, durante as
24 horas de estocagem, as amostras armazenadas em tem-
peratura ambiente sem e com alteracao narelagéo sangue/
anticoagulante demostraram aumento do valor médio dos

RBAC. 2017;49(2):181-8



Analise da temperatura, do tempo e da relagao sangue/anticoagulante no hemograma

resultados de 0,98% e 1,25%, respectivamente, enquanto
que as amostras refrigeradas a 4°C, independente da rela-
¢ao sangue/anticoagulante, ndo demonstraram grandes os-
cilagdes nos resultados (Figura 1 - C).

Para a analise do VCM observaram-se dois perfis, o
primeiro representado pelas amostras armazenadas em
temperatura ambiente e o segundo, representado pelas
amostras refrigeradas a 4°C, independente da relacao san-
gue/anticoagulante. O primeiro perfil, em até 24 horas ap6s
a coleta, apresentou um aumento do valor médio dos resul-
tados de 1,37 fL e 1,60 fL para as amostras sem e com
alteracdo narelagao sangue/anticoagulante, respectivamen-
te. O segundo perfil ndo obteve grandes oscilagcdes nos re-
sultados em até 24 horas apo6s a coleta (Figura 1 - D).

Nos resultados do HCM observou-se que a amostra
armazenada em temperatura ambiente com alteragcéo nare-
lagcdo sangue/anticoagulante apresentou uma elevagao apés
5 horas e decréscimo em até 12 horas; porém, estas osci-
lacdes foram infimas, enquanto que as outras amostras apre-
sentaram um perfil de oscilagdo semelhante as das médi-
as. Contudo, as amostras mantiveram seus valores médios
homogéneos para as diferentes formas de armazenamento,
independente da relagdo sangue/anticoagulante, com dife-

rencas menores que 0,24 pg, durante as 24 horas de
estocagem (Figura 1 - E).

Nos valores de CHCM observou-se, apés 24 horas de
estocagem, queda das médias de 0,61% e 0,47% para os
dois grupos de amostras armazenadas em temperatura ambi-
ente sem e com alteragédo da relagéo sangue/anticoagulante,
respectivamente. As amostras refrigeradas, independente da
relacdo sangue/anticoagulante, mantiveram o mesmo perfil,
com aumento ap6s 5 horas, uma pequena queda em 12 horas
e aumento em 24 horas; porém, estas oscilacdes foram infi-
mas e os valores médios de CHCM permaneceram homogé-
neos durante as 24 horas de estocagem (Figura 1 - F).

Para as médias analisadas para o RDW, as amostras
armazenadas em temperatura ambiente apresentaram um
aumento gradativo infimo de 0,30 durante as 24 horas ap6s
a coleta; ja as amostras refrigeradas nao apresentaram uma
variagao nos valores e se mantiveram préximas a 12,85 (Fi-
gura1-G).

No entanto, apesar das oscilagées de médias obser-
vadas em todos os parametros do eritrograma analisados,
nao houve diferenca estatistica para ambas as temperatu-
ras de armazenamento e diferentes relacées sangue/
anticoagulante de acordo com o tempo de estocagem.
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Figura 1. Perfil médio dos pardmetros do eritrograma conforme a relagcdo sangue/anticoagulante, temperatura e tempo de estocagem. VCM, Volume
Corpuscular Médio; HCM, Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM, Concentracdo Hemoglobinica Corpuscular média; RDW, Amplitude de Distribuigédo

das Hemaécias.

Os resultados do leucograma estéo representados
na Figura 2. Analisando os leucécitos totais observa-se que
as amostras armazenadas em temperatura ambiente com
alteracdo da relagdo sangue/anticoagulante apresentam
maior variacao que as demais amostras. Porém, exibiram
uma variacao das médias menor que 400 células/pL du-
rante as 24 horas de armazenamento. As demais amos-
tras mantiveram um perfil semelhante, com valores médi-
os homogéneos entre 6.500 e 6.700 leucocitos/pL durante
as 24 horas de armazenamento. Desta forma, nao foi ob-
servada diferenca estatistica para contagem de leucécitos
totais (Figura 2 - A).

Os linfocitos apresentaram uma queda em cinco ho-
ras de 0,95% (34,57% para 33,62%) e um aumento em 24
horas de 1,49% (33,47% para 34,96%) para as amostras
armazenadas em temperatura ambiente sem alteracédo da
relacdo sangue/anticoagulante. Para as demais amostras,
observou-se uma oscilagdo das médias durante as 24 ho-
ras; porém, nao houve uma variagdo de média superior a
0,5 do percentual de linfécitos.

Apesar das oscilagdes observadas, nao houve dife-
renca estatistica para este parametro do leucograma (Figu-
ra2-B).

Com relagéo ao percentual das células de tamanho
médio (incluindo monécitos, basoéfilos e eosinéfilos), os va-
lores médios das amostras em temperatura ambiente sem
ou com alteracao da relagdo sangue/anticoagulante apre-
sentaram aumento significativo de 8,34% para 11,00%
(p=0,008) e 8,89% para 11,81% (p=0,022), respectivamen-
te. Porém, as amostras armazenadas refrigeradas a 4°C
com alteracédo da relacdo sangue/anticoagulante, demos-
traram uma diminuigéo significativa das médias de 11,61%
em duas horas para 8,71% em 24 horas (p=0,029), enquan-
to que as armazenadas também a 4°C, sem alteracédo da
relagédo sangue/anticoagulante, permaneceram com valores
médios homogéneos durante as 24 horas apo6s a coleta (Fi-
gura2-C).

Nos valores médios para o percentual de granulécitos,
todas as amostras mantiveram infima variacdo em até 12
horas ap6s a coleta. Porém, em 24 horas as amostras refri-

184

geradas com alteragéo da relagdo sangue/anticoagulante
tiveram um aumento de 2,67% (54,86% para 57,53%), en-
guanto que as demais amostras apresentaram uma queda
das médias: em temperatura ambiente, sem alteracédo da
relacdo sangue/anticoagulante, de 14,02% (57,66 para
43,64); em temperatura ambiente, com alteracéo da rela-
¢éo sangue/anticoagulante, de 12,89% (56,82 para 43,93)
e refrigeradas a 4°C, sem alteracdo da relagdo sangue/
anticoagulante, de 4,67% (56,03% para 52,36%). Porém,
nao houve diferenca estatistica para o percentual de granu-
l6citos (Figura 2 - D).

Os resultados do plaquetograma estéo representa-
dos na Figura 3. Amédia da contagem de plaquetas apre-
sentou aumento apds 24 horas para todas as amostras,
com alteragao mais evidente de 216.000/mm? em duas ho-
ras para 240.000/mm? em 24 horas para as amostras ar-
mazenadas em temperatura ambiente com correta relagcao
sangue/anticoagulante; porém, os valores médios perma-
neceram homogéneos para todas as amostras analisadas
(Figura 3 -A).

A média dos resultados de VPM para as amostras
refrigeradas a 4°C com alteragdo sangue/anticoagulante
apresentou oscilagées mais evidentes com diminuigado de
0,5fL em cinco horas e aumento progressivo de 0,88 fL em
24 horas de estocagem, enquanto que as demais amostras
ndo apresentaram grandes variagées, mantendo seus valo-
res médios homogéneos em 24 horas apo6s a coleta (Figu-
ra3-B).

A média dos valores de PDW acompanharam o mes-
mo perfil do VPM para as amostras refrigeradas a 4°C e
com alteragcéo sangue/anticoagulante, observando-se que-
da no tempo de cinco horas de 0,80, em seguida aumento
progressivo de 1,52 em 24 horas de estocagem. Entretan-
to, as demais amostras n@o apresentaram ampla alteracéo
nos resultados (Figura 3 - C).

Embora tenham se observado variagdes entre as
diferentes formas, temperaturas e tempo de arma-
zenamento de armazenamento, ndo foram encontradas
diferencas significativas para os parametros analisa-
dos.
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Figura 2. Perfil médio dos pardmetros do leucograma, conforme a relacdo sangue/anticoagulante, temperatura e tempo de estocagem.
*diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 3. Perfil médio dos pardmetros do plaquetograma, conforme a relagdo sangue/anticoagulante, temperatura e tempo de estocagem.
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DISCUSSAO

No presente estudo observaram-se oscilagdes nos
valores de média para os parametros analisados do eritro-
grama, leucograma e plaquetograma, principalmente para
as amostras armazenadas em temperatura ambiente, as-
sim como para as amostras com alteragéo da relagdo san-
gue/anticoagulante, independente da forma de arma-
zenamento.

Os resultados encontrados concordam com informa-
¢des prévias, mostrando que as amostras armazenadas a
4°C apresentam menores oscilagdes em comparagao com
as armazenadas a temperatura ambiente.(?®

Entretanto, na maioria dos parametros analisados, as
alteracdes nao foram estatisticamente significativas, suge-
rindo que as pequenas oscilagcdes encontradas podem ter
ocorrido devido a variabilidade do equipamento hemato-
l6gico.(1

Com relagéo os parametros analisados no eritrograma,
a contagem de eritrécitos e a dosagem de hemoglobina
mantiveram-se estaveis durante as 24 horas de estocagem,
condizendo com um estudo anterior desenvolvido por
Dalanhol et al.,"" que também nao encontraram diferenca
estatistica no periodo de 72 horas ap6s a coleta, enquanto
que o hematocrito e 0 VCM apresentaram aumento nos re-
sultados das amostras armazenadas em temperatura am-
biente, independente da alteragéo sangue/anticoagulante.
Esse aumento pode ser explicado devido ao inchago dos
eritrécitos quando as amostras sdo armazenadas em tem-
peratura ambiente, ap6s um periodo de 12 horas, levando a
um aumento do VCM e, consequentemente, do hema-
tocrito.®"™ Porém, quando estas amostras sdo armazena-
das sob refrigeracdo a 4°C estes parametros apresentam
uma estabilidade aceitavel " estando de acordo com os
resultados obtidos pelo presente estudo, que nédo apresen-
taram grandes oscilagdes para as amostras refrigeradas.

Assim como a contagem de eritrcitos e a dosagem
de hemoglobina, os valores de HCM apresentaram-se es-
taveis durante as 24 horas ap6s a coleta. Segundo o estudo
desenvolvido por Baca et al.,® que analisou o efeito do tem-
po de estocagem em temperatura ambiente durante quatro
dias, o HCM se manteve estavel durante toda a duracéo do
estudo, ao contrario do CHCM, que comecgou a apresentar
queda dos resultados depois do primeiro dia apos a coleta
de sangue venoso. Assim como, no presente estudo, onde
os valores de CHCM apresentaram uma queda, entretanto
inferior a 1%, nos resultados das amostras armazenadas
em temperatura ambiente com e sem alteragdo da relagéo
sangue/anticoagulante ap6s 24 horas de estocagem, esta
queda ocorreu devido ao longo periodo de estocagem,'
enquanto que, para a média dos valores de RDW, as amos-
tras armazenadas em temperatura ambiente com e sem al-
teracéo darelagdo sangue/anticoagulante apresentaram um
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aumento infimo durante as 24 horas apés a coleta. Entre-
tanto, no estudo realizado por Dalanhol et al.,'"" as amos-
tras armazenadas em temperatura ambiente apresentaram
aumento significativo apds as 12 horas de estocagem.

No que diz respeito ao efeito do anticoagulante, EDTA
K2 é recomendado como o anticoagulante de escolha;®
porém, quando a relagdo sangue/anticoagulante nao é res-
peitada, pode produzir alteragdes, principalmente morfolo-
gicas, das células sanguineas, pois excesso de EDTA induz
a modificagées da membrana celular.®

Ao ser adicionada uma quantidade inferior de amos-
tra que o necessario ocorre um excesso de anticoagulante,
que pode causar a desidratacéo dos eritrécitos, levando a
uma diminui¢cdo do volume corpuscular e seus parametros
derivados, além de causar microcitose e diminuicdo da
hemoglobina.™® Estas alteragdes ndo foram observadas no
presente estudo, porém, em alguns casos, quando se utili-
zam diferentes formas de EDTA, existe uma dificuldade em
comparar os resultados, principalmente quando n&o é con-
siderada a correta relagado sangue/anticoagulante."®

Por exemplo, a utilizagdo do EDTA K3 (acido etileno-
diamino tetra-acético tripotassico) pode diluir as amostras,
principalmente as com alteragéo da relacdo sangue/anti-
coagulante com menor volume de sangue; ainda, os eritro-
citos podem contrair-se por consequéncia do efeito osmo-
tico, resultando em diminuicao consideravel do hematécrito
em 2% a 3% nas primeiras quatro horas de estocagem,'?
enquanto que a utilizacdo do EDTA K2 néao evidencia impli-
cacbes com relagédo a diluigdo das amostras.('” Além dis-
so0, as amostras, quando coletadas em EDTA, devem apre-
sentar uma oscilagéo de + 5% dos resultados com relacéo
aos valores iniciais durante 24 horas de estocagem.('?

Com relagé@o aos parametros analisados no leuco-
grama, os leucécitos totais mantiveram-se estaveis em 24
horas apés a coleta de sangue venoso, como demonstran-
do também por um estudo desenvolvido por Edlund et al.,(™®
que avaliou o efeito do tempo de estocagem de oitenta amos-
tras de sangue em temperatura ambiente no tempo zero,
12,24,48, 72 e 145 horas ap6s a coleta. No entanto, outros
estudos demonstram a estabilidade da contagem total de
leucécitos por um periodo superior de tempo, até 72 horas
apo6s a coleta, para ambas as formas de armazenamento:
temperatura ambiente e refrigerado a 4°C.556.1419)

Para contagem diferencial automatizada, o percentual
de linfécitos do presente estudo apresentou oscilagdo mais
evidente nas amostras armazenadas em temperatura am-
biente, porém, sem diferenca significativa entre os resulta-
dos. Assim como o percentual de granulécitos, que se man-
teve estavel até 12 horas e apresentou oscilagdes apenas
em 24 horas apds a coleta de sangue venoso, demonstran-
do uma diminuigdo mais evidente nos resultados das amos-
tras armazenadas em temperatura ambiente; contudo, sem
apresentar diferenca significativa.
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Entretanto, diferencas significativas foram observadas
apenas para o percentual das células de tamanho médio
(incluindo monécitos, basofilos e eosinoéfilos), com aumento
significativo para amostras em temperatura ambiente e di-
minuicao significativa para as amostras armazenadas refri-
geradas a 4°C com alteracdo da relagdo sangue/anti-
coagulante, apresentando estabilidade apenas para as
amostras refrigeradas a 4°C sem alteragdo da relacdo san-
gue/anticoagulante de acordo com o tempo de estocagem.

Os resultados encontrados no presente estudo para
contagem diferencial automatizada concordam com infor-
macoes relatadas em outras pesquisas, as quais demons-
traram que a contagem diferencial automatizada é estavel a
4°C durante pelo menos 24 horas, com diferencas signifi-
cativas em funcédo do tipo celular como: a contagem de
mono6citos com tendéncia a aumentar, a contagem de
eosino6filos e linfocitos com tendéncia a diminuir ao longo
do tempo, enquanto que a contagem de neutréfilos é esta-
vel até 72 horas apés a coleta.(314.16)

No entanto, o estudo desenvolvido por Joshi et al.,®
em 2015, demonstrou que a estabilidade da contagem di-
ferencial automatizada mantém-se até 72 horas para as
amostras em temperatura ambiente e refrigeradas a 4°C,
onde as contagens de neutréfilos e linfécitos permanecem
praticamente inalteradas ao longo do tempo, com a exce-
¢éo para contagem de mondcitos em temperatura ambien-
te. O mesmo estudo demonstrou que as alteragées na con-
tagem de monécitos ndo foram significativas em 24 horas
apos a coleta de sangue venoso em temperatura ambiente;
porém, além deste tempo de estocagem, os resultados tor-
naram-se progressivamente menores.® Em contraste, os re-
sultados demonstraram estabilidade para contagem de
mondcitos quando as amostras foram armazenadas a 4°C,
em até 72 horas,® como observado pelo presente estudo
para o percentual de células médias, que incluiu os moné-
citos em até 24 horas apés a coleta.

Em relagédo ao EDTA, estudos demonstram que as
contagens de neutréfilos e monécitos demonstram ser mais
sensiveis, enquanto que a contagem de linfocitos apresen-
tam-se mais estaveis,(') de acordo com o observado no
presente estudo. Quando ocorre um excesso de anti-
coagulante, a contagem de leucécitos pode diminuir quan-
do a amostra é estocada em temperatura ambiente e quan-
do refrigeradas lentamente, como observado nas amostras
armazenadas em temperatura ambiente com alteracédo da
relacao sangue/anticoagulante desta pesquisa.®

Uma possivel explicacdo para as oscilagdes na con-
tagem diferencial automatizada pode ser que, quando as
amostras, coletas com EDTA, permanecem estocadas du-
rante um longo periodo de tempo, podem exibir alteracées
morfolégicas: os neutréfilos podem apresentar alteracdes
no seu nucleo, corando-se de forma menos homogénea que
em amostras frescas, podendo tornar-se picnético e apre-
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sentar figuras de cariorréxis, além de margens celulares ir-
regulares e menos definidas, e vacuolos no citoplasma. O
mesmo ocorre para os mondcitos e linfécitos, apresentan-
do pequenos vacuolos citoplasmaticos e lobulacao irregu-
lar do nucleo.™

Com relagdo aos parametros analisados para o
plaguetograma, a contagem de plaquetas apresentou um
pequeno aumento durante as 24 horas de estudo; porém,
as médias permaneceram estaveis para todas as amos-
tras analisadas, contradizendo com o estudo realizado por
Joshi et al.,® que indicou uma diminuigdo na contagem de
plaguetas tanto nas amostras estocadas em temperatura
ambiente, quanto nas refrigeradas a 4°C.

Para as amostras estocadas sob refrigeracdo a 4°C
com alteracé@o sangue/anticoagulante, os dados obtidos para
VPM e PDW apresentaram uma queda em cinco horas e
uma elevacdo em 12 horas, concordando com informacgées
previas que evidenciam em individuos saudaveis uma rela-
¢ao direta entre VPM e PDW.("% Entretanto, um estudo de-
senvolvido por Daves et al. (2015)? observou, apés 24 ho-
ras, um aumento significativo para o VPM a temperatura am-
biente e refrigerado a 4°C.

Além disso, imediatamente apés a exposicdo ao
EDTA ocorre modificagéo da morfologia plaquetaria, da for-
ma eliptica para a forma esférica com pseudépodes.("® Ou-
tra implicacdo importante da exposicdo ao EDTA para o
parametro VPM é a alteracdo da permeabilidade da mem-
brana citoplasmatica, induzindo intumescéncia progressiva
e diminuicdo da densidade éptica, com consequente au-
mento do VPM com o tempo de estocagem apo6s coleta,
quando determinado por impedancia.\"®

CONCLUSAO

Neste estudo, foi verificado que a maioria dos para-
metros do hemograma sao mais estaveis quando refrigera-
dos a 4°C do que em temperatura ambiente. Além disso, a
correta relagéo sangue/anticoagulante, independente da for-
ma de armazenamento, fornece menos oscilagdes quanti-
tativas para os parametros hematol6gicos analisados. En-
tretanto, alguns parametros, como: percentual de células mé-
dias e granul6citos, VPM e PDW, apresentaram oscilagdes
quando armazenados a 4°C, principalmente para as amos-
tras com alteracéo da relagdo sangue/anticoagulante.

Portanto, o presente estudo demonstrou que fatores
pré-analiticos, como a temperatura de armazenamento e o
tempo de estocagem, podem afetar a variabilidade dos
parametros quantitativos do hemograma, no dia-a-dia do
laboratério clinico, podendo produzir resultados equivoca-
dos. Deste modo, deve-se respeitar a correta relagéo san-
gue anticoagulante e evitar o processamento do hemograma
ap6s longos periodos de estocagem, independente da tem-
peratura. Além disso, devem ser consideradas variagdes
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que podem ocorrer com as diferentes marcas de tubos de
EDTA e com a metodologia utilizada pelo equipamento
hematologico; portanto, cada laboratério deve verificar a
estabilidade da amostra biol6gica de acordo com as ca-
racteristicas da sua rotina laboratorial.
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Abstract

Objective: To assess the impact of the pre-analytical phase in the
quantitative CBC evaluation, day-to-day clinical laboratory, such as storage
temperature and effect of anticoagulant, according to the storage time
after collection. Methods: Sixty biological samples of venous blood have
been collected and distributed in two EDTA K2 tubes respecting the
blood/anticoagulant relation and two tubes with change in this
relationship. These samples were stored in different ways: at room
temperature (25°C) and at 4°C. Subsequently, samples were analyzed
for hematologic counter in different storage times of 2, 5, 12 and 24
hours after collection. Results: It was verified that during the 24 hours of
storage most parameters showed no significant alteration, except
percentage of medium-sized cells (including monocytes, basophils and
eosinophils). Moreover, it was observed that stored refrigerated samples
exhibit more stable values, except for some parameters such as the
percentage of granulocytes, MPV and PDW, which showed oscillations
when stored at 4°C, especially for samples with abnormal blood/
anticoagulant relation. Conclusion: This study showed that pre-analytical
factors could affect the variability of the quantitative complete blood
count parameters. The correct blood/anticoagulant ratio should be
respected, and the processing of the sample afterlong periods of storage.
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