FASE PRE-ANALITICA DO HEMOGRAMA

A analise do sangue periféerico durante as ultimas déecadas tem sido
realizada por sistemas automatizados que apresentam maior precisao nos
resultados e em um menor intervalo de tempo que as técnicas manuais.

Entretanto, com todo o avanco tecnolégico, a analise microscopica dos
elementos sanguiineos € necessaria e imprescindivel. A exceléncia
tecnologica dos contadores muitas vezes apontam duvidas (flags) na
iIdentificacao de células tornando a microscopia necessaria e insubstituivel.

Como varios estudos demonstram que a fase pre-analitica concentra
cerca de 70% dos erros e fontes de variacao associados aos processos
laboratoriais, tive como objetivo oferecer conceitos essenciais de nossa
pratica hematologica a ser usada por laboratoristas com uma visao basica
sobre coleta e distensao sanguinea, coloragéo, métodos de avaliacao e
contagem em lamina, bem como dicas importantes capazes de
proporcionarem uma microscopia mais segura e de melhor qualidade para
a realizacdo de um hemograma satisfatorio.

Adriano Machado de Sousa



FASE PRE-ANALITICA DO HEMOGRAMA

A fase pre-analitica de um exame laboratorial corresponde a todos os
eventos necessarios que antecedem a sua execucgao propriamente dita. Ela
envolve basicamente a historia clinica do paciente, os procedimentos de
coleta e preparo da amostra. Erros ou maus procedimentos nessa fase

podem inviabilizar a exatiddo de um resultado.

1-ldade:

Alguns parametros hematologicos possuem concentracao dependente da
idade do individuo. Esta dependéncia é resultante de diversos fatores,
como: maturidade funcional dos 0rgaos e sistemas, conteudo hidrico e

massa corporal.



2-Origem étnica:

Os parametros hematologicos sao afetados n&o apenas pela idade, altitude,
sexo, fatores bioldgicos e influéncias externas, mas também por origem
etnica. A contagem leucocitaria e a contagem de neutroéfilos sdo mais baixa
nos negros que nos brancos. Como no Brasil ha uma valorosa mistura

racial, torna-se dificil estabelecer valores limites para individuos pardos ou
miscigenados.

3-Ocupacao:

O hemograma constitui um dos exames basicos mais solicitados pelo

médico como periodico de caracteristicas importantes para o trabalhador e
a empresa, relacionando seu ambiente de trabalho com doencas

profissionais que podem ser provocadas pelo mau uso ou mesmo falhas nas
medidas de protecao.



4-Gestante:

As contagens leucocitarias e a contagem de neutroéfilos e monocitos
aumentam durante a gravidez; ocorre desvio a esquerda e a contagem de
linfécitos, eosinofilos diminuem. Pode ocorrer aparecimento de granulacoes
toxicas e corpos de Dohle devido ao encurtamento de maturacao entre
promieldcitos e granulocitos maduros na medula 0ssea; tudo isso sem
significado patoldgico. A contagem de eritrocitos, hemogloblna e
hematocrito baixam proporcionalmente pela hemodllun;ao (aumento
plasmatico). Essa pseudo-anemia na maioria das vezes é fisiologica.

5-Uso de medicamento, controle de tratamento e Drogas de Abuso:

Este € um item amplo e inclui tanto a administragao de substancias com
finalidades terapéuticas. Ambos podem causar variagoes nos resultados de
exames laboratoriais, seja pelo proprio efeito fisiologico in vivo ou por
Interferéncia analltlca in vitro.




6-Postura:

A variacdo do volume plasmatico ao passar-se do repouso
(horizontal) a posicéao vertical ocorre devido ao acumulo

gravitacional e transudacao nos membros inferiores, o que pode
aumentar as cifras hematimétricas em 2 a 5%.

7-Atividade Fisica:

O efeito da atividade fisica sobre alguns componentes sanguineos,
em geral,  transitorio e decorre da mobilizagao de agua, da
mobilizacdo do pool marginal dos leucocitos para o pool
circulante, da mobilizac&o de outras substancias entre os
diferentes compartimentos corporais e das variagoes nas

necessidades energeticas do metabolismo o que pode provocar uma
significativa leucocitose.




8-Horario de coleta:

Hemogramas de um mesmo paciente colhido em diferentes horas
do dia podem apresentar resultados diferentes de acordo com suas
variacoes hidricas, variacoes ciclicas dos diferentes tipos de
leucocitos e também das plaquetas nas diferentes horas do dia.

0-Condicoes fisicas do paciente:

E interessante que todos saibam suas contagens basais normais.
Tabagistas possuem contagens de leucocitos, eritrocitos e plagquetas
maiores que nao fumantes.

Obesos apresentam valores leucométricos maiores que nao obesos.
Estresse e choro excessivo de criancas durante a coleta causam
elevacéo da contagem global de leucocitos e diminuicéo relativa de
eosinofilos.

Febre, frio, calor, sao situacoes que podem gerar variagoes
guantitativas no hemograma




10-Jejum:

O periodo de jejum habitual para a coleta de sangue de rotina € de
8 a 12 horas, podendo ser reduzido a 4 horas, para alguns exames
e, em situacOes especiais, tratando-se de criancas na primeira
Infancia ou lactentes, pode ser de 1 ou 2 horas apenas.

11-Dieta:

A dieta a que o individuo esta submetido, mesmo respeitado o
periodo regulamentar de jejum, pode interferir na concentracéao
de alguns componentes, na dependéncia das caracteristicas
organicas do proprio paciente.




COLETA SANGUINEA PARA HEMOGRAMA

A amostra sanguinea deve ser adequadamente conservada em tubos
com substéancias anticoagulantes especificas.

EDTA: tubo tampa roxa ou lilas. Conserva a morfologia das células
sanguineas (especifico para realizacdo do hemograma).

Citrato de Sodio: tubo tampa azul. Preserva os fatores
hemostasticos.

Fluoreto de Sodio: tubo tampa cinza. Retarda o metabolismo
glicolitico.

Heparina: tubo tampa verde. Conservante multi-funcional,
principalmente para afericbes gasosas.



COLETA SANGUINEA (PADRONIZACAO)

COMGOS ALFA E CODIGOS DE CORES AECOMENDADOS
PARA IDENTIFICAGAD DOS ADNTIVCS *
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Recomendacoes da sequéncia
dos tubos na coleta do espécime
A ESE diagndstico de acordo com o CLSI®

Frasco de hemocultura

Tubos sem aditivo

Tubos com citrato de sédio

Tubos com pré-coagulante efou gel separador
Tubos com heparina

Tubos com EDTA

Tubos com inibidor da glicolise



PRINCIPAIS SITIOS VENOSOS
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COLETA SANGUINEA PARA HEMOGRAMA

GARROTEAMENTO:

O tempo de garroteamento deve ser observado
e 0 recomendado é que nao ultrapasse de um
minuto, apos este tempo ocorre aumento da
pressao intravascular no local, facilitando a
saida de liguido e de moléeculas pequenas para
0 espaco Intersticial, resultando em
hemoconcentracao relativa.




SANGUE TOTAL X ANTICOAGULANTE

A relacao sangue total x anticoagulante deve ser respeitado de tal modo
gue todo calcio presente na amostra seja quelado pelo anticoagulante e
todo anticoagulante neutralizado pelo calcio. A presenca de coagulos
e/ou micro coagulos pode ocorrer devido a nao observacéao desta
relacéo.

A homogeneizacao deve ser feita suavemente por inversao conforme
ilustrado, no minimo por cinco vezes:

Homogeneizagao do espécime diagndstico conforme o fipo de aditvo e 2
Tabela 3 respectiva rientacdo do fomecedor™ .7

estricdo do adifiv Becton Dickinson oreiner bio-one aarstedt

Tubos sem aditivo Nao & necesséria Ha § vezes 10 vezes
Tubos com citrato de sodio h a8 vezes ha8vems 10 vezes

Tubes com précoagulante elow gelseparader 5.2 8 vezes 2.8 veres 10 vezes
Tubos com heparina Ba10vezs Ha8vers 10 vezes
Tubos com EDTA 8410 vezs D a8 vezes 10 vezes
Tubos com nibidor da glcdlise 82 10vezss ha 8 eres 10 vezes

EDTA: atido etlenodiamingtelacetico.




CONFECCAO DE LAMINA PARA HEMOGRAMA

As laminas de vidro devem estar limpas, secas, desengorduradas
e sem ranhuras para iniciar a confeccao;

O distensor deve estar limpo, seco, desengordurado, sem
ranhuras e mais estreito que a lamina de microscopia para que 0S
elementos celulares possam ser observados nas bordas sem
nenhuma dificuldade;

Colocar uma gota de sangue (5 a 10 uL) aproximadamente a 1cm
da extremidade da lamina;

Caso o0 sangue utilizado seja obtido por puncéo digital, desprezar
a primeira gota;

Usando um distensor colocado com uma inclinacao de 45° em
relacdo a primeira;

Desliza-lo rapidamente e de maneira uniforme.







INTERFERENTES NOS RESULTADOS DO
HEMOGRAMA

FALTA DE MANUTENCAO E CALIBRACAO NO EQUIPAMENTO

p
TURBIDEZ DA AMOSTRA: Hemolise

Lipemia

Bilirrubina

Glbébulos Brancos Elevados

CRIOGLOBULINAS
CRIOAGLUTININAS
MICROCITOS, ESQUISOCITOS E PLAQUETAS GIGANTES

QUIMIOTERAPICOS / CITOTOXICOS :

PODEM AUMENTAR A FRAGILIDADE DOS GLOBULOS BRANCOS E/OU
DAS PLAQUETAS ORIGINANDO RESULTADOS DEMASIADAMENTE
BAIXOS




COLETA SANGUINEA-HEMOLISE

N
A hemolise provoca diminuicdo da hematimetria, do hematdécrito, aumento da
Concentracédo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM).

Os restos dos globulos vermelhos (estroma) destruidos podem ser contados

como plaquetas no contadores hematologicos provocando um falso aumento
na contagem das plaquetas.




COLETA SANGUINEA-LIPEMIA

Provoca aumento na dosagem da hemoglobina e
interfere na contagem diferencial em alguns contadores hematoldgico



CORANTES HEMATOLOGICOS

Os corantes atuais se baseiam no método de Romanowsky, onde se
utiliza um corante acido e um basico.

Eles sdo uma mistura de sais acidos (eosina) e sais basicos (azul de
metileno e oxidacéo de seus produtos- azures de metileno).

A eosina, por ser um corante acido, tem afinidade por estruturas
celulares basicas e 0 azul de metileno, por ser um corante basico
tem afinidade por estruturas celulares acidas.




TIPOS DE CORANTES PARA HEMOGRAMA

1. May-Griunwald - Giemsa: E a associacio de duas técnicas de coloracio.
Onde a primeira provem do corante acido May-Grinwald, pouco
especifico para o nlcleo com a segunda técnica, a de Giemsa, que
apresenta afinidade nuclear por ser basico.

2. Wright e Leishmann: E o corante que associa o corante acido eosina
com o basico azul de metileno ao mesmo tempo. Diminuindo o tempo de
coloracao.

3. Pandptica: E a mais recente, que utiliza um fixador (metanol), um
corante acido e logo apds um basico. Este metodo é realizado em
segundos.




COLORACAO HEMATOLOGICA - DICAS

1. O segredo de uma boa coloracao esta em descobrir o pH ideal e 0
tempo correto para fixacao e coloracao do corante.

2. Coloracoes excessivamente acidas:

Macroscopicamnete os esfregacos apresentam um tom mais para
roseo ou vermelho desbotado. Microscopicamente os eritrocitos sao
excessivamente alaranjados ou ate vermelhos, os leucocitos
geralmente sdo com tonalidade palida sem nenhum contraste com o
citoplasma. O citoplasma dos linfocitos e mondcitos nao se cora. Os
granulos dos eosinofilos ficam corados, mas sem brilho e os granulos
secundarios dos neutrofilos pouco se coram ou ndo se coram.

3. Causas:

Tempo de coloracéo insuficiente, corante excessivamente acido ou pH
do tampao ou da agua muito baixo.




COLORACAO HEMATOLOGICA-DICAS

4. Coloracoes excessivamente alcalinas:

Macroscopicamente os esfregacos apresentam um tom esverdeado.
Microscopicamente 0s eritrocitos sdo vistos de cor esverdeada ou até
verde azulada o que dificulta a visualizac&o da policromasia. Os
leucocitos apresentam uma coloracao excessivamente generalizada
com cromatina profundamente corada em purpura-azulado o que
dificulta o contraste com o citoplasma com intensa basofilia. Os
granulos dos eosinéfilos coram-se de azul-escuro, e 0s granulos dos
neutrofilos normais apresentam-se excessivamente corados,
simulando granulacdes toxicas.

5. Causas:

Esfregaco muito grosso, pH elevado da agua ou do tampé&o, corante
excessivamente alcalino ou tempo excessivo de coloracéo.



AVALIACAO DE UMA COLORACAO SATISFATORIA

Eritrocito : Salmao ou levemente rosado

Plaguetas : Azuladas e os granulos purpura

Eosinofilos : Granulos (laranja vivo)

Monocitos : Citoplasma cinza-azulado e granulos
citoplasmatico finos na cor vermelho purpura suave




Eritrocitos : SALMAO OU LEVEMENTE ROSADO




Plaguetas: azuladas e os granulos purpura




Eosinofilos : Granulos (laranja vivo)




Monocitos : Citoplasma cinza-azulado e granulos
citoplasmaticos finos na cor vermelho purpura suave




DISTENSAO SATISFATORIA

Comentario: A distensao devera ocupar 2/3 da lamina de
microscopia, apresentar cabeca, corpo, cauda e bordas bem
definidas




DISTENSAO SANGUINEA E SUA AVALIACAO

O esfregaco bem feito é composto por trés porcoes;
espessa, media e fina.

Na Porcao Espessa ou cabeca as células se
congestionam, dificultando analise.

Na Porcao Média ou area util se concentram as
células com distribuicdo homogénea, perfeitas para
analises.

Na Porcéo Fina ou cauda a disposicao de eritrocitos
e leucocitos é defeituosa, com células deformadas
artefatualmente.




AREA UTIL PARA AVALIACAO CITOLOGICA

area util




AREA UTIL DA DISTENSAO PARA AVALIACAO E
CONTAGEM

Nao ha sobreposicao eritrocitaria e
nem condensacéao dos leucdcitos




DISTENSAO SANGUINEA E SUA AVALIACAO

Erros decorrentes a avaliacao em local inadequado do
esfregaco (distenséao):

Local muito _espesso (cabeca): Dificuldade de avaliacdo da
cromatina nuclear dos leucécitos, falsa linfocitose e
monocitopenia. Dificuldade de avaliacao da morfologia
eritrocitaria.

Local muito fino (cauda): Aumento indevido de monaocitos e
polimorfonucleados. Para analise morfoldgica eritrocitaria
pode ocorrer possivel mascaramento de hipocromia e falsos
esferocitos.

Leifura excessiva nas bordas: Aumento excessivo de
monocitos e neutrofilos.

| eitura excessiva no centro: Aumento indevido de linfécitos.




CONTAGEM E AVALIACAO EM LAMINA

E o estudo dos elementos celulares do sangue espalhados
em camada unica sobre a superficie de uma lamina de
microscopia.

A distensao ou esfregaco fornece uma distribuicao irregular
dos elementos celulares.

As células de maior densidade correspondem a série
mieldide, acumulam-se nas margens e cauda.

As celulas de menor densidade correspondem a série
linfoide, que tendem a uma distribuic&o central.




Metodos de Contagem em Lamina

e

Comentario :

Células de maior densidade localizam-se nas bordas.
Compensa a distribuicao entre o centro e o corpo,
mas nao entre o centro e a borda.




Metodos de Contagem em Lamina

Comentério : Células de menor densidade localizam-se ao centro.

Compensa a ma distribuicao entre o centro e a borda, mas néao entre o corpo e extremidade.
Obrigatoriamente deve-se chegar até a outra borda; caso a contagem termine antes de se
chegar ao outro lado deve-se contar mais 100 ou 200 células até que se chegue a outra
borda.




Metodos de Contagem em Lamina

= LY L.

Comentario :

Esta a meio caminho entre os dois métodos.

Quanto mais células forem contadas menor o erro € mais
proximo da realidade do paciente.




ERROS RELACIONADOS AO TEMPO, EXPOSICAO
E ESTOCAGEM DAS AMOSTRAS

A estocagem da amostra por tempo excessivo provoca profundas
alteracbes morfoldogicas das células sangliineas pela acédo do
EDTA e pela deplecéo de ATP do meio.

O esfregaco sangtliineo deve ser realizado sem anticoagulante ou o
mais rapido possivel (menos de 2 horas de contato com EDTA).

Laminas realizadas de amostras estocadas, mesmo de 2 a 8°C
ocorrem lise celular, principalmente dos granuldcitos, o que pode
levar a uma falsa leucopenia com neutropenia, falso desvio a
esquerda, pseudovacuolizacao citoplasmatica, pseudo linfocitose
relativa com alteracao da morfologia nuclear.

Na série vermelha além da hiperidratacdo dos eritrécitos com
consequente aumento do VCM, pode ocorrer equinocitose
iIndevida. Na série plaquetaria ocorre agregacdo in vitro e
consequentemente falsa plaquetopenia.




Exposicao excessiva ao EDTA

el Y 1)
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Eritrocitos com crenacao (equinocitose)
e degeneracao neutrofilica




neutrofilo em degeneracao (Exposicéo excessiva ao EDTA)
lembrando um eritroblasto




Degeneracao neutrofilica por exposicao
excessiva ao EDTA.




Modificacdo nuclear devido a exposicao
excessiva ao EDTA




Exame das Distensoes - Dicas

Devem-se examinar as distensbes sangliineas de forma
sistematica para confirmar se ela esta adequada ou se ha
caracteristicas anormais ou de coloracao.

Macroscopicamente a alteracdo mais comum na coloracdo é o
aumento da coloracéao azul causada por
hipergamaglobulinemia decorrente de uma paraproteina
(mieloma mudaltiplo), ou também do aumento reacional das
imunoglobulinas ( na cirrose, algumas viroses e na artrite
reumatoide).

Ocasionalmente, as alteragcfes macroscopicas podem ser
causadas por precipitacoes de crioglobulinas.



Analise Macroscopica

Mieloma: mudanca de coloracéo devido

a presenca de imunoglobulinas anormais.



Analise Macroscopica

Precipitacdo macroscopicamente de Crioglobulinas




Analise Macroscopica
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Acentuada aglutinacao devido a potente crioaglutinina
gue foi corrigida ap6s aquecimento possibilitando a
avaliacao e a contagem citoldgica



Exame das Distensoes - Dicas

Microscopicamente a avaliacao deve ser feito com pequeno
aumento (10x e 40x ) para ter nocdo do numero de células
por campo e detectar uma leucopenia, leucocitose,
plaguetopenia ou plaquetose. Pesquisar conglomerado de
celulas tumorais ou presenca de células anormais quando
pouco frequentes. Observar se ha empilhamento
eritrocitario (rouleaux); aglutinacao eritrocitéaria, leucocitaria
e plaguetaria. Nos casos de plaquetopenia procurar
satelitismo plaquetario, aglutinacdo plaquetaria e/ou
fillamentos de fibrina.



Comentario: As plaguetas devem estar distribuidas
uniformemente (distensédo com EDTA) ou pouco agregadas
(distenséo sem EDTA)
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Fenémeno raro “in vitro”,
ocorre em alguns pacientes
em exposicao do sangue ao

EDTA.
Motivo de falsa
plaquetopenia.

Comentario: deve-se colher o

sangue com o anticoagulante

citrato para uma contagem de
plaguetas mais acurada




Formacao de aglomerados irregulares de eritrocitos.
Ocorre quando os eritrocitos estao revestidos por anticorpos.
Sugere-se titulo elevado de crioaglutininas




empilhamento eritrocitario observado naregiao atil da distensao
sanguinea. Ocorre guando ha um aumento na concentracao plasmatica de proteinas
de alto peso molecular.
Principais causas: gravidez (aumento fibrinogénio), processos inflamatorios,

discrasias das células plasmaticas (mieloma multiplo- presenca de paraproteina
monoclonal).




Rouleaux: empilhamento eritrocitario observado

naregiao atil da distensao sangtinea




Comentario: Toda distensao sangiinea inicialmente deve-se analisar a sua
distribuicdo celular, se o numero esta aumentado ou diminuido, qual o tipo
predominante, se as formas sao normais e/ou imaturas, as alteracodes
morfologicas e inclusdes, e entéo realizar a contagem diferencial.



MANCHAS NUCLEARES

Algumas manchas nucleares podem ser normais devido a presséao durante
a realizacdo da distenséo sangtiinea, mas o0 excesso delas com
predominio de linfécitos em pacientes adultos com mais de 40 anos, pode
ser sugestivo de patologias como exemplo: doenca linfoproliferativa
cronica.




Em pacientes neutropénicos febris ou com deficiéncia imunologica
podem ser observados fungos livres ou dentro
de neutrofilos e/ou mondcitos na distensao sangtiinea..
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