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Resumo

Objetivo: Os concentrados de hemácias não estão livres de lesões de estoque, sendo a
mais comum a lise das hemácias. Criar uma escala colorimétrica para inspeção visual do
grau de hemólise de concentrados de hemácias. Métodos: Foram utilizadas 102 bolsas
de concentrados de hemácias (n=36), concentrados de hemácias pobres em leucócitos
(n=36) ou de concentrados de hemácias desleucotizadas (n=36), com até 28 dias da
produção, em condições padrões de armazenamento e da rotina da Fundação Hemopa.
Os valores de hemoglobina e hematócrito foram lidos em contador automatizado. O grau
de hemólise foi realizado em amostras de 5 mL do segmento das bolsas, com leitura em
espectrofotômetro. O teste de hemólise foi realizado com três gotas de amostras do
segmento das bolsas, em tubo seco, adição de 4 mL de solução fisiológica, centrifugação
e inspeção visual do sobrenadante (estudo duplo-cego). Para a confecção da escala
colorimétrica foram utilizados os resultados de grau de hemólise e teste de hemólise
(n=36) e registro fotográfico dos vários níveis de grau de hemólise das bolsas. Para a
validação da escala colorimétrica foram realizados grau de hemólise e teste de hemólise
para as bolsas restantes (n=66), e os resultados comparados com a escala proposta
(estudo duplo-cego). Resultados: Apenas 7,5% (5/66) das bolsas testadas foram negati-
vas para o teste de hemólise clássico (visual), e positivas quando reavaliadas na escala
colorimétrica proposta. Conclusão: A escala colorimétrica proposta mostrou-se simples
e reproduzível para definição de teste de hemólise e o grau de hemólise para concentrados
de hemácias.
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INTRODUÇÃO

A transfusão de hemocomponentes hoje é um méto-
do bastante seguro, contudo não é livre de eventos adver-
sos.(1-5) Para que um hemocomponente chegue adequado
e seguro ao seu destino final, o sangue percorre várias eta-
pas submetidas a rígido controle, que vão desde a capta-
ção de doadores, triagem clínica e sorológica, coleta do
sangue, processamento, controle de qualidade, armazena-
mento, distribuição e, por fim, a hemotransfusão. É o cha-
mado ciclo do sangue.(6-10)

O processamento das bolsas de sangue total e o
armazenamento dos concentrados de hemácias (CH) mui-
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tas vezes podem ocasionar lesões celulares em hemácias
(hemólise) decorrentes de traumas físicos do processa-
mento (centrifugação e separação dos hemocomponen-
tes) ou do próprio armazenamento destes produtos (tem-
po de estocagem e temperaturas inadequadas) e que, em
muitos casos, são imperceptíveis ao exame de olho de-
sarmado.(8,10-15)

Visando minimizar estes efeitos indesejáveis, a legis-
lação brasileira, por meio da Portaria nº 158/201616, esta-
beleceu que 1% do total de bolsas de CH deve passar por
rigorosos testes colorimétricos para verificar o grau de
hemólise do produto no setor de controle de qualidade dos
hemocentros. Contudo, como nem sempre estes produtos
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são utilizados de imediato, torna-se necessária a retes-
tagem dos mesmos (teste de hemólise) após o armazena-
mento sob refrigeração do produto.(11,12,14)

Esta retestagem, teste de hemólise, é feita normal-
mente após o descongelamento de bolsas de CH no ser-
viço de distribuição de um hemocentro antes de sua libe-
ração para transfusão, ou em situações de reintegração
do produto por falta de uso ao estoque do hemocentro.(11,15)

Em todos estes casos, o teste de hemólise tem caráter
qualitativo, baseando-se unicamente na inspeção visual
empírica, a olho desarmado, da coloração do plasma pro-
veniente da bolsa após centrifugação e diluição da amos-
tra em soro fisiológico, tendo alto risco de falsos positi-
vos ou falsos negativos dependentes da experiência do
observador.(11,14)

Assim, diante do caráter empírico do teste de hemó-
lise e o risco de presença de hemólise, este estudo pro-
pôs a criação de uma escala colorimétrica de inspeção
visual que correlacione o teste de hemólise com grau de
hemólise em bolsas de CH.

MATERIAL E MÉTODOS

Amostras
Para a criação da escala colorimétrica que associ-

asse o grau de hemólise com o teste de hemólise foi utili-
zado um total de 102 bolsas de concentrados de hemácias
(n=36), concentrados de hemácias pobres em leucócitos
(n=36) ou de concentrados de hemácias desleucotizados
(n=36) com até 28 dias da sua produção, mantidas em con-
dições padrões de armazenamento e oriundas da rotina
para grau de hemólise da Gerência de Controle de Quali-
dade (GECOQ) do Hemocentro Coordenador da Funda-
ção Hemopa, no período de setembro a outubro de 2015.

Teste de Grau de Hemólise
Para a determinação do grau de hemólise foram utili-

zadas 12 amostras de cada tipo de bolsa de concentrados
de hemácias (n=36), sempre em duplicata, das quais fo-
ram obtidos 2 mL de amostras de segmentos das bolsas
de concentrados de hemácias (CH), concentrados de hemá-
cias pobres em leucócitos (CHPL), ou de concentrados de
hemácias desleucotizados (CHD), para a realização da lei-
tura da hemoglobina total e hematócrito em contador hema-
tológico automatizado Sysmex Modelo KX 21N (Roche,
Long Grove, USA).

Em seguida foram coletados 10 mL de amostras do
segmento das bolsas de CH, CHPL ou CHD que, posteri-
ormente, foram centrifugados a 2.500 RPM por 15 minutos
para obtenção do sobrenadante. Seguiram-se diluições do
sobrenadante em água destilada na proporção de 1/10 para
a determinação da hemoglobina livre no plasma por análi-
se fotocolorimétrica em filtros de 370, 415, 510 e 600 nm,

em espectrofotômetro Spectronic™ 20 MV (Thermo Fisher
Scientific, Madison, USA), e posterior cálculo do grau de
hemólise em planilha do software Bioestat 5.3 (2012), para
obtenção do resultado final em porcentagem. Foram toma-
dos como valores aceitáveis < 0,6% para as amostras ne-
gativas para o grau de hemólise e ≥ 0,6% para as amos-
tras positivas, conforme padronizado pela gerência de con-
trole de qualidade da Fundação Hemopa.

Teste de Hemólise
Para a determinação do teste de hemólise foram uti-

lizadas as mesmas 12 amostras de cada tipo de bolsa de
concentrados de hemácias (n=36), sempre em duplicata,
das quais foram obtidas três gotas (150 μL) de amostras
do segmento das bolsas de CH, CHPL ou CHD em tubo
seco, com a adição posterior de 4 mL de solução fisiológi-
ca a 0,9%, homogeneização e centrifugação a 3.000 rpm
por dez minutos para posterior inspeção do sobrenadante
a olho desarmado (método padrão), para verificação de
hemólise e/ou sedimentação de hemácias, por dois obser-
vadores em estudo duplo-cego.

Confecção da escala colorimétrica de correlação
entre o grau de hemólise e o teste de hemólise
Para a determinação da escala colorimétrica entre o

grau de hemólise e o teste de hemólise foram utilizadas
primeiramente 12 amostras de cada tipo de bolsa de con-
centrados de hemácias (n=36), sempre em duplicata, para
a determinação do padrão do grau de hemólise e teste de
hemólise.

Em seguida foi realizado o registro fotográfico dos
vários tubos contendo amostras com os vários níveis de
grau de hemólise das bolsas de CH, CHPL ou CHD, usan-
do-se máquina digital Sony G3 (Sony Corporation, USA),
sem uso de filtros ou correção de imagem.

A escala colorimétrica, em si, foi confeccionada utili-
zando-se duas ferramentas do MacBook Air (Appel, USA).
A primeira ferramenta foi a "Fromatting Palete", opção
Colors, Welghts, and Fills com as subopções "Color - More
Colors Dosador"; em seguida, a ferramenta utilizada foi o
"Medidor de Cor Digital" opção "Exibir Valores Nativos",
para a definição de diagramação de cores para (R) Red -
Vermelho; (G) Green - Verde; (B) Blue - Azul.

Validação da escala colorimétrica de correlação
entre testes de grau de hemólise e teste de
hemólise
Para a validação da escala colorimétrica foram reali-

zados testes de grau de hemólise e teste de hemólise para
as bolsas de CH, CHPL ou CHD restantes (n=66), confor-
me descrito anteriormente, porém, com os resultados das
leituras sendo comparados com a escala colorimétrica pro-
posta, também em estudo do tipo duplo-cego.
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Ética
Este estudo, por não envolver diretamente seres hu-

manos, dados pessoais ou clínicos não foi submetido so
Comitê de Ética em Pesquisa, apenas foi solicitada autori-
zação para a realização do mesmo junto à Fundação
Hemopa e assinatura de termo de compromisso sigilo de
dados pelos autores.

RESULTADOS

Foi criada uma escala colorimétrica para a correla-
ção entre teste de hemólise com seu respectivo corres-
pondente do percentual (%) para o grau de hemólise, con-
siderando-se como positivo os tubos com teste de
hemólise de colorações correspondentes aos valores de
grau de hemólise iguais ou superiores a 0,6% da massa
eritrocitária (Figura 1).

dade para os centros de hemoterapia. Contudo, embora
os avanços tecnológicos para a segurança transfusional do
paciente tenham sido grandiosos, como, por exemplo, com
a criação dos NATs, ainda hoje existem procedimentos sim-
ples, não menos importantes, como o teste de hemólise,
necessário para a liberação de bolsas de hemocompo-
nentes, que é totalmente empírico e impreciso, gerando
assim risco à saúde do paciente por possibilitar o surgi-
mento de reações transfusionais imediatas caso o produto
liberado esteja hemolisado.(4,8-10,13,17,18)

Nestes casos de transfusão de bolsas de CH hemo-
lisados, a reação transfusional é do tipo imediata, de ca-
ráter não imune, com ocorrência em até 24 horas após
iniciado o procedimento transfusional,(2,6-10,13,14) com a pato-
gênese da hemólise nas bolsas de CH normalmente as-
sociada a condições inadequadas de armazenamento,
que geram lesões de estocagem das hemácias (bioquí-
micas ou morfológicas) e/ou associadas a trauma físico,
isto é, transporte incorreto das hemácias, ou circulação
extracorporal.(2,6,8,10,12)

Para alguns autores, porém, a hemólise normalmen-
te observada em bolsas de CH, CHD ou CHPL e a conse-
quente reação transfusional hemolítica não imune não
acarretam danos severos ao organismo humano, mas
apenas alteração na coloração do plasma e urina do pa-
ciente.(7,12-15)

Para Carvalho et al.,(12) por sua vez, a presença de
hemoglobina livre em uma destas bolsas de hemocom-
ponentes transfundidos pode gerar efeitos adversos em
relação aos sistemas renal (nefrotoxicidade) e cardiovas-
cular (efeito vasomotor).

Independente da opinião de diferentes autores, po-
rém, segundo a Portaria nº 158,(16) cerca de 1% do total
de bolsas de concentrados de hemácias a ser dispensa-
do para transfusão deve ser submetido a um teste espe-
cífico (quantitativo) no setor de controle de qualidade dos
hemocentros para verificar o grau de hemólise deste pro-
duto. Contudo, a mesma portaria deixa para o setor de
distribuição de cada hemocentro a responsabilidade de
testar os outros 99% de bolsas de CH a serem trans-
fundidas.

Entretanto, esta última checagem para a presença
de hemólise em bolsas de CH, o teste de hemólise, ainda
hoje é realizado, de modo geral, por método empírico e
impreciso, que avalia a presença de hemólise apenas de
forma visual (olho desarmado) e totalmente dependente
da experiência do observador. Neste sentido, diversos
modelos de escala colorimétrica têm sido apresentados,
contudo, a única recomendada é a escala colorimétrica
apresentada pela Cruz Vermelha Americana.(20)  Ainda as-
sim, a mesma apresenta como principal limitação a sua
própria apresentação e capacidade de reprodução gráfi-
ca (cópias).

Figura 1. Escala colorimétrica para correlação entre o teste de hemólise

e o seu percentual correspondente de grau de hemólise para inspeção

visual de bolsas de concentrados de hemácias, concentrado de

hemácias pobre em leucócitos e concentrados de hemácias

desleucotizados: Diagramação de cores para o teste de hemólise: (R)

Red - Vermelho, (G) Green - Verde, (B) Blue - Azul).

O total de bolsas de CH, CHD ou CHPL (n=64) testa-
das por método convencional, e concomitantemente por
comparação com a escala colorimétrica proposta, através
de estudo duplo-cego para os testes de grau de hemólise
e teste de hemólise, mostrou que apenas 7,5% (5/66) dos
concentrados de hemácias testados apresentavam resul-
tados negativos para o teste de hemólise clássico (visual),
porém, quando estas mesmas amostras foram reavaliadas
com o uso da escala colorimétrica, os mesmos apresenta-
ram grau de hemólise com leitura ≥ 0,6% da massa eritro-
citária, devendo então ser descartados se considerada a
escala colorimétrica proposta.

DISCUSSÃO

No Brasil, nas últimas quatro décadas, muito foi in-
vestido em tecnologia, treinamentos e programas de quali-
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Neste sentido, a escala colorimétrica proposta por
nós apresenta como grande vantagem sobre as demais a
capacidade de poder ser reproduzida fielmente graças à
definição precisa das cores gráficas da mesma. E, ainda,
por manter uma relação numérica entre o percentual do grau
de hemólise com o resultado da inspeção visual do teste
de hemólise, melhorando assim a segurança transfusional
ao paciente.

Makroo et al.,(21) porém, apresentaram em seus estu-
dos os resultados de hemólise de hemácias em bolsas de
CH por método automatizado (HemoCue) de forma mais
precisa e com alta reprodutibilidade. No mesmo estudo,
os autores mostraram ainda que a hemólise, nestes casos,
é dependente do tempo de armazenamento das bolsas de
CH, independente do conservante utilizado. Mostraram ain-
da que, mesmo assim, a hemólise máxima observada não
excedia os limites permitidos pelas agências reguladoras
americanas e europeias.

Janatpour et al.,(22) por sua vez, mostraram em seus
estudos que a avaliação visual de hemólise em bolsas de
CH, pelos métodos tradicionais, pode resultar em desper-
dício desnecessário de hemocomponente por ser um mé-
todo muito impreciso. E que a utilização de métodos auto-
matizados, como o HemoCue, oferece técnicas mais obje-
tivas para avaliar a quantidade de hemoglobina plasmática
e para definir o grau de hemólise na rotina de controle de
qualidade dos hemocentros.

Estes métodos automatizados, contudo, são também
bastante dispendiosos e difíceis de serem implantados para
uso na rotina de muitos hemocentros e agências transfu-
sionais do Brasil.

CONCLUSÃO

A proposição de uma escala colorimétrica para cor-
relação entre o teste de hemólise com o percentual do grau
de hemólise para bolsas de CH, CHPL e CHD mostrou-se
um método simples, reproduzível, barato e rápido para a
verificação do teste de hemólise, além de sua grande
aplicabilidade na rotina de hemocentros e agências trans-
fusionais em todo o Brasil.

Abstract

Objective: Red blood cell (RBC) concentrates are not free of stock

lesions, the most common of which is lysis of RBC. Create a

colorimetric scale for visual inspection of the degree of hemolysis of

bag red blood cells. Methods: Eighty-two bags of RBC concentrates

(n = 36), RBC concentrates poor in leukocytes (n = 36) or RBC

concentrates desleucotizadas (n = 36) were used with up to 28 days of

production, under standard storage conditions of the Hemopa

Foundation routine. Hemoglobin and hematocrit values were read in

automated counter. The degree of hemolysis performed in 5ml samples

from the bag segment, with spectrophotometer reading. The hemolysis

test was performed with three drops of bag segment samples, in a dry

tube, addition of 4 mL of physiological solution, centrifugation and

visual inspection of the supernatant (double-blind study). To prepare

the colorimetric scale used was the degree of hemolysis and hemolysis

test results (n = 36) and photographic records of multiple levels of

degree of hemolysis of bags. For the validation of the Colorimetric

scale, hemolysis degree and hemolysis test were performed for the

remaining bags (n = 66), and the results were compared with the

proposed scale (double-blind study). Results: Only 7.5% (5/66) of the

tested bags were negative for the classical (visual) hemolysis test,

and positive when reevaluated on the proposed colorimetric scale.

Conclusion: The proposed colorimetric scale was simple and

reproducible for the definition of hemolysis test and the degree of

hemolysis for RBC concentrates.
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