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Prefacio

PREFACIO

O presente manual resulta de uma extensa pesquisa sobre as
praticas comumente adotadas nos laboratdrios que tratam de
hematologia e hemoterapia.

Procurou-se dar atencao aos mais diversos aspectos com que
se defrontam os profissionais da area, desde a coleta até a
apresentacao final dos resultados obtidos com cada exame.

Para cada etapa dos processos, o0 trabalho aponta
minuciosamente todo o material que deve ser utilizado, cada
procedimento que deve ser adotado, os cuidados a serem
tomados, a forma de obtencao dos resultados, tudo com



vistas a consecucao dos objetivos colimados no respectivo
exame.

Um ponto que merece destaque é a apresentacao nao apenas
das normas técnicas que devem ser empregadas, mas
adentra, ainda, nas razdes pelas quais devem ser tomadas
determinadas decisbes, apontando para os beneficios da
direcao oferecida, mesmo nos mais simples procedimentos.

Além do contexto de um simples manual, aqui apresentamos
ainda, o embasamento tedrico necessario ao entendimento
sobre a relevancia e a significacao dos procedimentos a
serem adotados, de modo a dar ao leitor a consciéncia das
razdes cientificas que traspassam a metodologia a ser
adotada.

Esse manual nao pretende ser exaustivo quanto a todos os
procedimentos a serem realizados em um laboratério de
hematologia, mas abrange as principais e as mais comuns
das situacdées com que se deparam os profissionais de tais
laboratdrios.

Assim é que se deu enfoque as formas de coleta e preparo
das amostras de sangue, as contagens de eritrécitos,
leucédcitos, plaquetas, reticulécitos, assim como a
determinacao do hematdcrito e a pesquisa de drepandcitos.

Tratou-se, ainda, das metodologias de afericao da velocidade
de hemossedimentacao, bem como tipagem sanguinea, teste



do D fraco e as provas de antiglobulina humana.

Uma sessao especial foi dedicada a ao estudo da homeostasia
e a suas formas de equilibrio, enfocando sobre os métodos a
serem adotados com vistas a verificar a capacidade de
coagulacao nas situacbes em que deva ocorrer, ou a
ocorréncia de coagulacao patoldogica ou fisiolégica, como a
formacao de trombos.

Nesse sentido, foram abordados os procedimentos destinados
a verificacao de tempo de sangramento, de fragilidade
capilar, de tempo de coagulacao, de tempo de retracao do
coagulo, de tempo de protrombina e de tempo de
tromboplastina parcial ativada.



Capitulo 1

Coleta Sanguinea

COLETA SANGUINEA

Coleta capilar

Essa coleta é feita para demonstracao de tipagem sanguinea,
distendido sanguineo ou controle de glicose. O exame mais
comum para esse tipo de coleta é o teste do pezinho, onde
sao testados o funcionamento da tireoide, fenilcetonuria,
hemoglobina S e outras hemoglobinopatias.

Material
[ Algodao
0 Alcool 70%

i Agulha estéril ou lanceta



[] Tubo capilar

[ Massinha
[] Papel filtro para teste do pezinho
Metodologia

Para a puncao digital o dedo de preferéncia é o anelar, pois é
menos caloso. Deve-se controlar a profundidade da puncao,
nao podendo ser muito profunda nem muito superficial.
Descartam-se as trés primeiras gotas de sangue, pois nelas
ha uma grande quantidade de liquido intersticial, que pode
interferir nos resultados. Para coletar o sangue, encostar de
leve o tubo capilar até que o tubo esteja 2/3 do seu volume
cheio. Vede a extremidade com massinha.

Para o teste do pezinho, a puncao devera ser feita no
calcanhar, coletando o sangue com um papel de filtro
especifico para esse teste.

Em ambas as pungdes é importante limpar o local da puncao
com o auxilio de um algodao embebido com alcool a 70% e
identificar o tubo ou papel de filtro com as informacdes do
paciente. Apdés a puncao, pressionar o algodao até o
estancamento completo do sangramento.

Coleta arterial

A coleta arterial é a menos usada entre as coletas em uma
rotina, pois a coleta é profunda e dolorosa. Ela é usada



quando é necessaria a realizacao de uma gasometria
(medicao de CO , e O , arterial). Para essa coleta é feita a

puncao nas artérias braquial, radial ou femoral.

Material
[] Algodao
i Alcool 70%
[] Agulha estéril
[] Seringa preparada com heparina
[ Tubo
Metodologia

A puncao da artéria pode ser um pouco mais desconfortavel
que a de uma veia, sendo preciso fazer a assepsia do local,
puncao firme e profunda na artéria até o sangue fluir pela
seringa. Apds a remocao da agulha, é necessaria uma pressao
firme sobre o local, para evitar extravasamento de sangue e
hematomas.

Coleta venosa

A coleta venosa é a mais usada na rotina laboratorial por ser
a menos incobmoda para o paciente, mesmo retirando uma
guantidade significativa de sangue para a realizacao de
diversos exames. A puncao é usualmente feita na fossa
anticubital, podendo também ser feita na mao ou no pé.



Material

Algodao

Alcool 70%

Torniquete

Agulha estéril ou lanceta
Canhao para coleta a vacuo
Tubo de coleta

OO OCOOOCOd.d

Metodologia

[ Recepcao ao paciente:

Conferir a identidade do paciente e explicar o procedimento.
Identificar os exames a serem realizados e separar os tubos
necessarios [Sangue com EDTA - tampa roxa , Soro - tampa
vermelha ou , Sangue citratado (para
coagulograma) - tampa azul , Fluoreto (glicose) - tampa
cinza , Heparina - tampa verde ]. O braco do paciente deve
estar em linha reta do ombro ao punho para que as veias
figuem mais acessiveis e o paciente mais confortavel. O
cotovelo nao pode estar dobrado e a palma da mao deve
estar virada para cima.

[] Preparacao:
Colocar o torniquete a 5cm da fossa anticubital evitando que
o fluxo arterial seja interrompido. O torniquete nao deve ser
deixado no braco por mais de dois minutos para evitar



alteracdes no calcio e coagulacao, assim como formacao de
grumos plaquetarios. Nesses dois minutos localizar uma veia
de bom calibre e facil acesso. As veias com maior facilidade
de encontrar na fossa anticubital sao: cefalica, mediana
cubital, basilica, mediana Dbasilica, mediana cefdlica,
antibraquial. Na mao sao: veia do dorso da mao, veia
marginal da mao. Apds a identificacao da veia, retirar o
torniquete e separar todo o material necessario.

[] Coleta:
Colocar o torniquete 10cm acima do local da puncao e sentir
a veia a ser puncionada, fazer assepsia do local com algodao
e alcool 70%.

Utilizando a seringa: segurar a seringa firmemente, e inserir a
agulha em um angulo obliquo, com bisel voltado para cima,
no interior da veia. Ao perceber sangue no interior da agulha,
retirar todo o sangue necessario na coleta, como na figura 1.

Figura 1 - Coleta venosa com seringa



Utilizando o canhado de coleta a vacuo: inserir a agulha do
canhdao em um angulo obliquo, com o bisel voltado para cima,
no interior da veia. Apdés a insercao da agulha na veia,
encaixar o tubo de coleta no canhao, para a coleta do sangue,
como na figura 2. O vacuo dentro do tubo é o que permitira
gue o tubo se encha. Caso seja necessario encher mais de um
tubo, retirar o tubo cheio com cuidado para evitar a
movimentacao da agulha, e colocar o novo tubo no canhao.
Apds terminar, retirar o tubo de coleta antes de retirar a
agulha.

. ———

Figura 2 - Coleta venosa com canhao a vacuo

Liberar o fluxo sanguineo com a retirada do torniquete, retirar
a agulha e fazer pressao no local da puncao com auxilio de
um algodao. Colocar o sangue nos tubos. Descartar a agulha.
Verifique se 0 sangramento estancou e coloque um BloodStop



no local. Libere o paciente indicando onde ele pode
interromper o jejum.

Capitulo 2



Distendido Sanguineo e
Coloracao

DISTENDIDO SANGUINEO E COLORACAO

A confeccao de um distendido sanguineo é o ponto crucial
para a realizacao de um hemograma confiavel, por isso deve
seguir uma serie de padroes de exigéncias em um bom
laboratério. Um bom distendido deve ser livre de falhas,
bolhas e paradas, nao muito fino nem espesso demais, cauda
evidente e livre de falhas. Deve conter trés areas distintas:
cabeca, corpo e cauda. O distendido ideal deve ser feito no
momento da coleta, com o sangue sem anticoagulantes. Com
0 uso da coleta a vacuo e da reducao do tempo de coleta, o
distendido atualmente é feito com sangue com EDTA. Depois
gue o distendido é realizado, deve secar e corar.

Confeccao do distendido

Material
[ Sangue com EDTA
[ Lamina de vidro com borda fosca
[] Lamina extensora
[] Tubo de hemodlise

Metodologia



Antes de fazer o distendido, verificar se a lamina esta limpa e
desengordurada e identificar a lamina com lapis demografico
na borda fosca. Com auxilio do fundo do tubo de hemadlise,
colocar uma gota do sangue com EDTA a aproximadamente
0,5cm da borda fosca.

Com uma inclinacao de 459, colocar a lamina extensora a
frente da gota de sangue e levemente puxar a extensora até
que o sangue, por capilaridade, percorra toda a borda da
extensora. Distender a lamina com movimento uniforme e
sem paradas, mantendo a lamina em contato de modo que se
forme uma area franjada na parte final do distendido (cauda).

Apbés a confeccao de um distendido, esperar que seque
totalmente para que seja feito a fixacao e coloracao.

Figura 3 - Distendido sanguineo corado com Pandtico. A seta indica o

sentido para leitura da lamina em zigue-zague



Coloracao Giemsa

A coloracao criada por Giemsa é uma mistura de azur Il
(equimolar de azur 1 e azul de metileno) e eosinato de azur Il
(combinacao de equimolar de azur 1, azul de metileno e
eosina amarelada). Esse corante pode ser usado em
distendidos de sangue periférico, medula 6ssea ou estudos
citolégicos. Essa coloracao pode ser associada a outras
técnicas para uma coloracao melhor e mais detalhada.

Material

[] Corante Giemsa

[ Metanol

0 Agua corrente

[] Suporte para coloracao
Metodologia

Apds a secagem total do distendido, colocar 20 gotas de
metanol sobre o distendido e aguardar por dois minutos a
fixacao e escorrer o metanol sem lavar. Cobrir toda a
superficie do distendido com a solucao do corante Giemsa e
aguardar por 10 minutos. Lavar a lamina com agua corrente e
deixar secar em posicao vertical. A coloracao deve de um tom
réseo uniforme. Caso a cor esteja em um tom avermelhado, o



corante atuou por pouco tempo. Se a cor estiver acinzentada,
0 corante agiu por muito tempo.

Figura 4 - Distendido corado com Giemsa

Coloracao Panético

A coloracao mais utilizada na hematologia é o Pandtico, uma
das variacdes do método de Romanowsky, que idealizou um
meétodo onde estruturas diferentes poderiam ser coradas com
uma solucao de mistura de corantes como eosina (cora
estruturas acidéfilas em rosa) e azul de metileno (cora
estruturas basofilicas em azul).

Material
[ Metanol
[ Corante eosina
[ Corante azul de metileno
] Agua destilada

Metodologia



A fixacao é usualmente feita com metanol, mergulhando a
lamina por 30 segundos. Para a coloracao, mergulhar a
lamina em corante eosina por 30 segundo e em azul de
metileno por 30 segundos. O excesso do corante deve ser
retirado com dagua destilada. Depois que a lamina secar
naturalmente pode-se observa-la ao microscopio.

Figura 5 - Erros comum na confeccao do distendido sanguineo

Na figura 5, estdao exemplos de distendidos nao
recomendados para realizar a visualizacdao de células
sanguineas, pois apresentam falhas como:

[] Lamina 10101: A lamina distensora usada
apresentava falhas em sua extremidade, causando
ranhuras na extensao do distendido.

[ Lamina 10102: Falta de firmeza na mao, causa
distendidos torcidos.



[] Lamina 10103: O distendido ficou espesso devido ao
excesso de sangue colocado na lamina.

[ Lamina 10104: A pequena quantidade de sangue na
lAmina ocasionou um distendido muito curto.

[] Lamina 10109: A lamina suja ocasiona bolhas de
gordura em toda a extensao do distendido. Para evitar as
bolhas, limpar bem as laminas antes do distendido.

[] Lamina 10110: Interrupcdées na extensao do
distendido sao devido a falta de firmeza durante a
realizacao do mesmo. Firmar as maos antes de iniciar o
distendido, evita esse tipo de falha.

Evitando esses erros, o distendido deve ocupar dois tercos da
extensao da lamina e conter cabeca, corpo e calda bem
definidos, sem excesso de sangue, para que 0 mesmo seja
fino e a coloracao fixe de forma correta para facilitar a
visualizacao.



Capitulo 3
Determinacao do Hematocrito

DETERMINACAO DO HEMATOCRITO

O hematdcrito é a porcentagem de mililitros de hemacia por
decilitro de sangue, ou seja, volume de hemacias em uma
amostra de sangue. De acordo com Wintrobe, o sangue deve
ser colocado em um tubo graduado e centrifugado até a
sedimentacao completa das hemacias.



Macrohematocrito

O método descrito por Wintrobe é o de Macrohematdcrito,
onde ¢é utilizado um tubo graduado, que deve ser
centrifugado por trinta minutos devido a baixa rotacao da
centrifuga.

Material
i Sangue total com EDTA
[ Tubo graduado de Wintrobe
[] Seringa com agulha de bidpsia
[] Centrifuga
Metodologia

Com a ajuda da agulha de bidpsia, coloque o sangue no tubo
graduado de Wintrobe, cuidando para nao formar bolhas, até
a marca 100. Coloque o tubo na centrifuga a 3.000rpm por 30
minutos. Apds esse tempo, retire o tubo da centrifuga
evitando agitar o tubo, e observe a coluna de hemacias. No
topo da coluna de hemacias ha a camada leucocitaria, que
deve ser descartada na hora de observar o valor. O valor
achado na graduacao corresponde ao valor em porcentagem
do hematdcrito.

Microhematocrito




Com a fabricacdo da microcentrifuga, essa técnica foi
melhorada para reduzir o tempo da técnica e a quantidade de
sangue utilizado devido a alta rotacdao da microcentrifuga (até
15.000rpm) que fornece uma sedimentacao em até cinco
minutos, utilizando-se de tubos capilares.

Material

[ Sangue total com EDTA

[] Tubo capilar

[] Microcentrifuga

[ Massinha de modelar

[ Escala para microhematdcrito
Metodologia

Figurab - Microhematocritorretamente
preenchido

Preencher o tubo capilar com o sangue com EDTA até dois
tercos do seu volume, utilizando-se da capilaridade do tubo
para preenché-lo. Selar o tubo com a massinha de modelar
(aproximadamente 5mm). Fazer o microhematdécrito sempre
em duplicata para assegurar um resultado correto.

Colocar o tubo na microcentrifuga com a parte selada virada
para o exterior, observando a numeracao de cada paciente na
centrifuga, lembrando-se de balancea-la, como na figura 6.
Ligar a centrifuga a 15.000rpm por cinco minutos.



Para fazer a leitura, utilizar a escala para microhematécrito,
colocando o tubo na escala, posicionando o final do plasma na
linha 100 e o inicio da coluna de hemdacias na linha zero. Apds
achar a posicao correta do tubo, identificar a linha ao fim da
camada de hemacias sem contar com a massa leucocitaria. O
valor encontrado corresponde ao valor em porcentagem do
hematdcrito.

Figura 7 - Microcentrifuga calibrada com tubos capilares

Valores de referéncia

[ 36% a 46% para mulheres

[] 41% a 51% para homens

[] 34% a 44% para criancas
Discussao



Figure8 - Microchematocribpos
centrifugacadbservase o plasmagoluna
dehemacia® massinha

Alguns fatores podem influenciar na leitura do resultado
como, por exemplo, o excesso de massinha de modelar na
vedacao, bolhas de ar no tubo, erro na leitura (leitura a partir
da massinha ou contando com a camada leucocitaria).

O resultado alterado pode indicar diversas patologias ou
apenas condicdes fisiolégicas. Por isso, a partir desse
resultado devem ser feitos outros exames para fechar o
diagndstico.

Um resultado acima do esperado pode indicar aumento do
tamanho ou volume das hemacias, como acontece em altas
altitudes, policetemias ou poliglobulinas. Desidratacao
também pode ser a causa de um aumento de hematdcrito
devido a hemoconcentracao que ocorre nesses casos.

Resultados menores do que o esperado pode ser decorrente
de uma baixa de eritrocitos (anemias) ou por aumento de H ,

O, como ocorre na hidratacdao venosa. Insuficiéncia renal
cronica, hemdlises, hemorragias, hipertireoidismo e cirrose
também podem ocasionar valores alterados.



Capitulo 4
Contagem de Eritrocitos

CONTAGEM TOTAL DE ERITROCITOS



Os eritrocitos sao os elementos figurados mais numerosos do
sangue. Sao células biconcavas e anucleadas com
aproximadamente 7u de diametro. Sua superficie biconcava
aumenta a superficie de contato para facilitar a troca gasosa,
gue é a principal funcao dessas células. Essas células utilizam
a glicose como fonte de energia, mas como nao possuem
mitocondrias para realizar a fosforizacao oxidativa para
produzirem ATP, o ATP é produzido a partir do lactato. Sao
células muito acidofilas devido ao grande teor de
hemoglobina, que compdem 32% do peso total da hemacia.

A contagem de eritrdcitos é utilizada para detectar anomalias
como anemia e policetemia ao determinar o numero de
eritrocitos. E importante também a observacdo de eritrécitos
andmalos que podem indicar alguns estados patoldgicos.

Eritropoiese

A eritropoiese é o processo de producao e maturacao dos
eritrécitos, que se inicia na medula 6ssea com uma célula-
tronco pluripotente. Dois fatores estimulam a eritropoiese:
CFU-E e eritropoetina (EPO).

Esses fatores atuam na célula pluripotente que se transforma
em uma célula eritroblastica indiferenciada, o proeritroblasto,
que tem capacidade de se dividir sucessivamente e perder
seus nucléolos, formando as células eritroblasticas, ja com
volume plasmatico bem menor, embora continuem a
acumular hemoglobina no citoplasma. As células vao sofrendo



desnucleacao e perdendo o excesso de membrana que cerca
0 acido desoxirribonucleico até ser expulso da célula.

Esse processo segue até o eritroblasto basofilico ser
transformado em eritroblasto policromatoso, uma célula com
menor citoplasma e nlcleo e que possui grandes
grupamentos de cromatina, e eritroblasto ortocromatoso.
Esse ultimo pode perder o nucleo através do citoplasma,
sobrando assim um eritrécito jovem, denominado reticuldcito.
O reticuldcito € uma célula que ja circula no sangue, porém
ainda deve passar por maturacao na corrente sanguinea para
se tornar um eritrécito maduro.

Os eritrécitos tém vida média de 120 dias, e apds esse
periodo sao destruidos pelo baco, processo conhecido como

hemocaterese.

Morfologia eritrocitaria

[] Microcitose: Sao hemacias com diametro inferior a
0,5.
[] Hipocromia: Sao hemacias com menos

hemoglobina, o que altera sua cor.

V4

[ Macrocitose: E o aumento no tamanho das
hemdcias.

[]  Anisocitose: Hemdacias de tamanhos variados.

[] Ovaldcitos: Hemacias ovaladas



[] Estomatécitos: Hemacias com uma fenda linear
central.

[] Drepandcitos: Hemacias em forma de foice.

[] Dacriécitos: Hemacias em forma de lagrimas.

[0  Equindcios: Hemacias crenadas.

[] Acantdcitos: Hemacias com espiculos irregulares.
[ Coddcitos: Hemacias em forma de sino.

[  Poiquilocitose: Hemacias de formatos variados.

Solucoes diluidoras

[ Liquido de Hayen: Composto por 0,59 de
bicarbonato de mercurio, 1g de cloreto de Sdédio, 5g de
sulfato de Sédio e 200ml de agua destilada.

[] Liquido de Dacie: Composto por 3,8g de
citrato de sdédio, 2ml de formol a 40% e 200ml agua
destilada.

[] Liquido de Gower: Composto por 12,5g de

sulfato de sédio, 33,3ml de acido acético glacial e 200ml
de dgua destilada.

[] Solucao salina a 0,85%: 8,59 de cloreto de
sédio e 1.000ml de agua destilada

Contagem de eritrécitos



Material

Sangue com EDTA
Liquido diluidor

Camara de Neubauer
Tubo de ensaio

Pipeta de vidro 5ml
Pipeta semi- automatica

N [ N [ A

Metolodologia

Figura 9 - Esquema da camara de Neubauer. Em destaque, onde realizar a

contagem de eritrdcitos.

Com auxilio da pipeta de vidro, colocar 4ml do liquido diluidor
a sua escolha em um tubo de ensaio. Adicionar 0,02ml de
sangue bem homogeneizado, lembrando-se de limpar a parte
exterior da ponteira e misturar bem. Preparar a camara de
Neubauer e colocar a mistura em um reticulo da camara,
evitando bolhas e extravasamento do liquido. Aguardar trés a
cinco minutos para a sedimentacao das células.



Apds esse tempo, focalizar em objetiva de 40x. A contagem
deve ser feita no quadrante central da camara, em todos os
vinte e cinco quadrados ou em cinco (quatro laterais e o
central), como na figura 9.
Os eritrécitos apareceram como pequenos
circulos birrefringentes, como na figura 10.

Calculos

Figurd 0 - Eritrocitos
nacamaradeNeubaue

Valor das hemacias contadas nos cinco quadrados,
multiplicando por 200 referente a diluicao, por 5 pelos
gquadrados nao contados (se contar o0s vinte e cinco
quadrados, nao multiplicar por 5), por 10 do fator de correcao
da laminula.

Simplificando, o calculo base é:

Hm contadas x5 x 10 x 200
ou
Hm contadas x 1.0000

Valores de referéncia

[] 4.000.000 a 5.000.000 por ul de sangue para
mulheres
[] 4.500.000 a 5.500.000 por ul de sangue para

homens



[] 5.500.000 a 7.000.000 por pul de sangue para
recém-nascidos

Discussao

O valor de eritrécitos € um valor usado para analisar duas
principais alteracdes sanguineas, mas também é importante
analisar os eritrécitos em um distendido corado, para analisar
a morfologia.

Anemia: Quando ocorre reducao no numero de eritrocitos, e
possivel reducao no valor de hemoglobina. Pode ser um falso
resultado devido a uma hidratacao venosa (hemodiluicao).

Poliglobulinas: Quando ocorre aumento no numero de
eritrocitos. Pode ser causado por desidratacao ou uso de
diuréticos. E comum em moradores de altas altitudes,
pacientes com DPOC ou outra alteracao respiratéria (a
eritrocitose auxilia no transporte de oxigénio). Pode ser
encontrada em algumas hemoglobinopatias ou na policetemia
vera, que é uma doenca mieloproliferativa.

indices Hematimétricos

Os indices hematimétricos sao parametros que fornecem
informacdes acerca do tamanho dos eritrécitos, da
concentracao de hemoglobina, do peso da hemoglobina em
uma hemacia média e da variacao de tamanho entre os
eritrécitos. Os indices sao usados na avaliacao inicial do



diagndstico das anemias e, quando associado aos achados
clinicos podem auxiliar no diagnéstico empirico. Os indices
hematimétricos sao:

Volume corpuscular médio (VCM)

vem = A8 10
Hm

O VCM é calculado a partir da razao entre o hematdcrito e a
guantidade de hemacias, multiplicado por 10 e € expresso em
fentolitros (fI). Os valores normais para o VCM estao entre 80
e 100fl.

Um VCM elevado indica hemacias macrociticas, ou seja, de
tamanho aumentado. Um VCM reduzidos indica hemadcias
microciticas, ou seja, hemacias pequenas. Esse indice pode
ser usado para diferenciar varios tipos de anemia como, por
exemplo, anemias por caréncia de acido fdélico provocam
macrocitose, enquanto anemias ferroprivas se apresentam
com hemacias pequenas.

Hemoglobina Corpuscular Média (HCM)

Hem = HB 410
Hm

O HCM é o valor médio da hemoglobina em cada hemacia, e
por isso seu calculo é a razao do valor de hemoglobina e a
guantidade de hemadacias do paciente multiplicados por 10.



Esse indice é expresso em picogramas (pg) e seus valores
normais variam de 26 e 35 pg.

Em quantidades baixas, o HCM indica uma reducao na
concentracao de hemoglobinas nos eritrécitos, o que gera
uma hipocromia, enquanto valores aumentados do HCM
indicam aumento na quantidade de hemoglobina nos
eritrocitos logo, esses estao hipercromicos.

Concentracao de hemoglobina corpuscular média (CHCM),

_Hb
CHCM =~ x 100

O CHCM é o indice gque compreende a quantidade de
hemoglobina em um total de eritrécitos, por isso é calculado
com a razao da hemoglobina pela porcentagem de
hematdcrito e o valor € multiplicado por 100 para o resultado
ser em gramas por decilitros (g/dl).

Esse indice, tal como o HCM, avalia a hemoglobina nas
hemacias e também pode indicar hipocromia ou hipercromia.

Seu valor de referéncia é de 31 a 36 g/dl.

Variacao de tamanho entre os eritrécitos (RDW)

O RDW avalia a anisocitose, variacao de tamanho das
hemacias. Esse nao é um indice que pode ser calculado,
entao para a obtencao do RDW deve ser usado um aparelho
automatizado. O valor de referéncia é de 11,5 a 15%, ja que



naturalmente existe uma pequena diferenca entre os
eritrécitos.

Quando elevado, significa que existem muitas hemacias de
tamanhos diferentes circulando. Isso pode indicar hemacias
com alteracdées na sua morfologia, como por exemplo, em
anemias ferroprivas ou falciforme, onde existe diversos
eritrécitos alterados.



Capitulo 5
Contagem Total de Leucdcitos

CONTAGEM TOTAL DE LEUCOCITOS

Leucécitos sao um grupo de células sanguineas formado por
dois principais tipos: granulécitos (neutréfilos, eosinéfilos e
baséfilos) e os agranulécitos (linfécitos e mondcitos). Essas
células desempenham um papel essencial na defesa do
organismo e sao as Unicas células nucleadas normalmente
encontradas no sangue dos mamiferos. Eles sao os principais
responsaveis pela imunidade humoral (producao de
anticorpos) e sao capazes de atravessar paredes dos
capilares para entrar em outros tecidos (diapedese).

Os granulécitos possuem nulcleo segmentado e granulos em
seu citoplasma. Cada granulécito possui granulos especificos.
Os neutréfilos possuem granulos finos e levemente rosados,
enquanto os eosinéfilos possuem grandes granulos
alaranjados e os baséfilos possuem granulos grosseiros e
escuros que recobrem todo o citoplasma. Essas células
possuem funcao de fagocitose de microorganismos invasores
e liberacao de substancias inflamatoérias.



Os agranulécitos sao os linfécitos, que sao células pequenas e
arredondadas com uma grande relacao nucleo-citoplasma. Os
monocitos, mesmo sendo classificados como agranuldcitos,
possuem finos granulos basofilicos em seu citoplasma e um
nlcleo caracterizado por uma invaginacao. Os linfécitos
possuem como principal funcao a producao de anticorpos,
enquanto os monécitos sao os principais fagécitos do
organismo.

Granulopoiese

Uma célula-tronco totipotente pode dar origem a duas
linhagens: mieldide e linféide. Os granulécitos sao formados a
partir da linhagem microorganismos que é estimulada por
fatores de crescimento microorganismos especificos para
cada tipo celular.

Para que a célula-tronco siga para a linhagem mielocitica ela
sofre influéncia do CSF-GM.,

Os neutréfilos sao formados pela influéncia das citocinas IL-1,
IL-2 e TNF. Essas citocinas atuam sobre as células da
linhagem microorganismos para que amadurecam e se
transformem em mieloblasto neutrofilico (grande célula com
ndcleo grande, citoplasma basofilico) e se transformam em
promieldcito que por sua vez amadurecem até virarem
mieldcitos e posteriormente em metamielécitos que ainda se
encontram na medula dssea. A préxima fase de maturacao
sao os bastonetes, que ja podem ser encontrados na corrente



sanguinea, onde amadurecem e se tornam neutréfilos
segmentados.

Os eosindfilos tém uma maduracao semelhante aos
neutroéfilos, porém as citocinas que atuam nessa linhagem sao
IL-3, SCF e IL-4. A partir da célula precursora da linhagem
microorganismos, as citocinas atuam para estimular a
producao de eosindéfilos. A primeira célula é o mieldcito
eosinofilico que amadurece se transformando em
metamieldcito eosinofilico e depois em bastonete eosinofilico.
Por fim, a célula madura que ja esta presente na corrente
sanguinea é o eosindfilo.

Outro granuldcito que seqgue a mesma linha de maturacao é o
basdfilo. As citocinas que atuam na maturacao de um basofilo
sao IL-3, IL-5 e SCF. Quando essas citocinas atuam sobre as
células primordiais na linhagem microorganismos, dao origem
ao mieloblasto basofilico que matura para o promieloblasto,
gue por sua vez se transforma em mielécito e em seguida em
metamieldcito para amadurecer e se transformar em
bastonete basofilico que sai da medula dssea e por fim vira
um basoéfilo maduro.

Agranulopoiese

Além dos granulécitos, existem ainda dois outros tipos de
leucdcitos. Sao eles os linfocitos e mondcitos.



Os mondécitos tém origem na linhagem microorganismos, e
gquando o CFU-M atua, existe o estimulo para producao de
monoblastos, que se transformam em promondécitos e por fim
maturam até virarem mondécitos. Os mondcitos sao
encontrados no sangue, e quando existe uma demanda
dessas células em tecidos, eles se transformam em
macroéfagos.

Os linfécitos sao oriundos na linhagem linféide onde atuam as
citocinas SCF, IL-4, FLT-34, IL-3, IL-1, IL-6 e IL-7 para a
producao de linfécitos B. Um linfoblasto B é estimulado para
maturar, inicialmente para prolinfocito B, depois para linfocito
B médio e por fim se transforma em um linfocito pequeno B.
Esse Ultimo pode ser estimulado para se transformar em um
plasmécito, se ele for ativado para comecar a producao de
anticorpos. Os linfécitos B sao produzidos e amadurecidos na
medula o6éssea. Em contrapartida, os linfécitos T sao
produzidos na medula éssea e maturados em outros érgaos
hematopoiéticos. Essas células sao produzidas com o
estimulo das citocinas IL-2, SCF, IL-8, FLT-3L, IL-3, L-1, IL-6 e
IL-7 que atuam sobre o precursor linféide e estimulam o
linfoblasto (que antes estavam na medula éssea, e depois se
dirigem para a regiao cortical, onde o0s receptores sao
induzidos e as células vao, pelos vasos linfaticos até o
timo/intestino) a se transformar em prolinfécito T, depois em
linfocito T médio e posteriormente em linfocito T pequeno.
Durante a primeira infancia, o linfécito T € maturado no timo,
porém com a atrofia progressiva desse 6rgao, o intestino
assume a funcao de amadurecer essas células.



Técnica

Liguido Diluidor

O liquido diluidor para contagem de leucécitos é o liquido de
Turk, composto por 2ml de acido acético glacial, 10ml de azul
de metileno a 1% ou violeta genciana e quantidade suficiente
para (g.s.p.) 100ml de adgua destilada. O acido acético glacial
causa hemodlise em células anucleadas, ou seja, destréi as
hemdacias. O azul de metileno ou violeta genciana cora os
leucécitos, facilitando a visualizagcao dessas células.

Material
[] Liquido diluidor - Liquido de Turk
[] Tubo de hemdlise
[] Pipetas semi-automaticas
[] Camara de Neubauer

Metodologia




Figura 11 - Esquema da camara de Neubauer. Em destaque, onde realizar

a contagem de leucdcitos

Figurd2- Leucocitona

camarade Meubauer
O método manual mais
utilizado nos laboratérios é a contagem
manual alternativa, que utiliza a mesma
diluicao da pipeta de Thoma, porém em um
tubo de hemdlise. Deve-se 0,4ml do liquido
de Turk em um tubo de hemdlise e adiciona-se 0,02ml da
amostra de sangue e homogeneize. Colocar a diluicdao na
camara de Neubauer sem bolhas ou extravasamento e
aguardar cinco minutos para a sedimentacao. Apds esse
tempo, fazer a contagem dos leucécitos nos quatro

guadrantes laterais, como na figura 11.

Os leucécitos apareceram como pequenos circulos com
nlcleo, como na figura 12. Nessa técnica nao é possivel
identificar os diferentes tipos de leucécitos.

Calculos

Depois da contagem dos leucécitos nos quadrantes laterais,
multiplicar o valor encontrado por 20, referente a diluicao, e
por 10, referente ao fator de correcao da laminula e dividir o
resultado por 4, referente aos quatro quadrantes contados.
Assim temos:

Leucédcitos contados x 20 x 10
4

Leucdcitos =



ou

Leucocitos = Leucocitos contados x 50

Valores de referéncia

[] Recém-nascidos: 10.000 a 25.000/ul
[ Criancas até seis anos: 6.000 a 16.000ul
[] Criancas de seis a doze anos: 4.600 a 13.000/ul
[] Adultos: 4.600 a 11.000/pul
Discussao

Resultados alterados nesse exame podem indicar algumas
patologias ou alteracdes patolégicas. Quando o valor esta
acima dos valores de referéncia esta ocorrendo uma
leucocitose. Quando a leucopenia é leve (entre 12 mil e 20 mil
leucdcitos por ul), indica infeccbes nao piogénicas,
intoxicacdes ou traumatismos, mas também pode ser devido
a condicdes fisioldgicas como gravidez, menstruacao ou
atividade fisica recente.

Quando a leucopenia € moderada (15 mil a 30 mil leucdcitos
por ul), é sugestivo de infeccoes piogénicas e quando a
contagem de leucécitos esta acima de 30 mil, caracterizando
uma leucopenia severa, deve-se pesquisar leucemias.



Quando o valor encontrado estd abaixo dos valores de
referéncia, € um quadro de leucopenia e pode ser um
indicativo de infeccbes virais, invasao ou substituicao do
tecido hematopoiético por neoplasico ou consumo de algumas
medicacoes ( antiarritmicos, antibiéticos, anticonvulsivantes,
anti-hipertensivos e cortisona, por exemplo ) ou substancias
téxicas. Em formas graves, pode sugerir quadro de anemia
aplastica.



Capitulo 6
Formula Leucocitaria

FORMULA LEUCOCITARIA

A férmula leucocitaria é o exame que analisa a morfologia dos
leucédcitos em uma lamina corada, e faz parte do leucograma.
Esse exame tem como finalidade a analise e distincao dos
leucécitos a fim de identificar possiveis patologias e
alteracoes fisioldgicas.

Técnica

Apdés a confeccao adequada de um distendido corado,
focalizar na objetiva de 40x e observar os leucécitos.

A andlise pode ser em zigue-zague ou longitudinal para evitar
a contagem da mesma célula por mais de uma vez. Deve ser
feita a contagem de 100 células, anotando a morfologia de
cada célula. Ao final, calcular a porcentagem de cada tipo de
célula (férmula leucocitaria relativa) e calcular a férmula
leucocitaria total, multiplicando a porcentagem pelo total de
leucdcitos e dividindo por 100. Esse calculo indica o niumero



total de cada tipo de leucdcito circulante por cada microlitro
de sangue.
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Figurd3-
MNeutrofilo

Neutrofilos: sao os leucdcitos mais numerosos em adultos.
Desempenham funcao fagocitaria e podem conter
granulacdes toxicas. Os neutréfilos mais encontrados no
sangue sao 0s segmentados, que sao a primeira linha de
defesa do organismo contra patégenos. Esses sao
caracterizados por serem células de aproximadamente 12-
15um, com citoplasma aciddéfilo com granulos e nucleo
polilobulado (normalmente de trés a cinco I6bulos). Se forem
encontrados segmentados com mais ou menos lébulos, esses
devem ser contados separadamente e aparecer no laudo
como presenca de neutréfilos hipersegmentados/
hipossegmentados, juntamente com a quantidade encontrada
por 100 neutréfilos totais. Os bastonetes sao
morfologicamente similares aos segmentados, porém seus
nucleos ainda nao sofreram lobulacdes, por isso apresentam
um nucleo Unico delgado. Os segmentados devem ser 50% a
60% dos leucodcitos totais, enquanto os bastonetes (formas
mais jovens de neutrofilos) sao encontrados até 3%.
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Figurad-
Eosinofilo

Eosindfilos: essas células sao muito acidofilas e possuem
granulacoes. Esses granulos possuem uma enzima especifica
e tém papel importante contra o ataque de parasitas. Essa
enzima é conhecida PBP embora existam outras granulacoes
nos eosinodfilos. Os eosindfilos também sao ricos em lipideos e
quando devidamente estimulados, podem apresentar
vacuolizacdes. Na lamina essa célula possui 12-17um de
diametro, aparece corada em vermelho alaranjado, com
granulos citoplasmaticos e nlcleos bilobulados. No distendido
é normal observar de 3% a 5% de eosindfilos.

Figurd5-
Basofilo

Basoéfilos : sao os leucécitos mais raros (até 1%), possuem
afinidade com corantes basicos e possuem grandes
granulacoes. Os granulos sao a principal caracteristica dessas
células e sao reservatério de histamina e outros mediadores



guimicos. Os baséfilos sao encontrados em reacdes alérgicas
e durante essas reacdes, degranulam com o objetivo de
atacar o agente alergénico. Na lamina sao células com 10-
15um de diametro, com nucleo segmentado, pode ser
ofuscado pela grande quantidade de granulos grosseiros, que
sao a célula com uma coloracao fortemente basofilica.

0
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Figurd6 -
Linfocitos

Linfécitos : os linfécitos sao responsaveis pela imunidade
celular e humoral do corpo. Sao células arredondadas com
10-12um de diametro, nucleo circular fortemente corado e
citoplasma escasso. Os linfécitos podem ser de dois tipos,
linfocitos B e linfécitos T. Os linfécitos T sao timo dependentes
e responsaveis pela imunidade celular. Os linfécitos B sao
responsaveis pela imunidade humoral e sao produtores de
anticorpos. Em um distendido nao é possivel diferenciar
linfécitos T e B, sendo possivel encontrar linfécitos de 20% a
35%.



Figural7 - Monocito

Mondcitos: os mondcitos sao os maiores fagdcitos circulantes
com aproximadamente 20um. Possuem nucleo irregular com
envaginacdoes e citoplasma abundante e acidéfilo. O
citoplasma possui poucos granulos e alguns vacuolos. Essas
células tém a capacidade de se infiltrarem no tecido,
recebendo ai, o nome de macréfago. No sangue, sua
morfologia é muito variavel, mas se mantendo dentro das
caracteristicas descritas.

Alteracdes

Em um distendido observar, além da porcentagem de
leucédcitos, se ha outras alteracbes como: morfologia
(atipicas), quantidade, granulacdes, manchas e blastos.

[] Neutropenia: reducao na contagem de neutrofilos.
Pode ser devido a uma reducao na producao pela medula
dssea ou aumento da destruicao dessas células.

[ Neutrofilia: aumento na contagem de neutrofilos.
Infeccdes bacterianas, inflamacao ou necrose tecidual,
neoplasias e uso de algumas medicacdes, como o
corticéide. Pode ocorrer um aumento de neutréfilos apds



atividade fisica excessiva, porém nesse caso ocorre uma
falsa neutrofilia.

[ Eosinopenia: reducao na contagem de eosinofilos.
Ocorre na fase inicial de infeccdes agudas, em choques,
gqueimaduras, sindrome de Cushing, esforco fisico, coma
diabético, porfiria, entre outras.

[ Eosinofilia: aumento na contagem de eosindfilos.
Essas células aparecem em maior quantidade em
infeccoes parasitarias por helmintos, em

hipersenbililidades, tumores (6sseos, ovarianos, etc.) e
dermatoses. Pode ocorrer uma situacao chamada
“Eosinofilia familiar” onde, por uma alteracao genética,
ocorre um aumento de eosinéfilo fisioldgico.

[ Basofilia: aumento na contagem de basodfilos.
Aparece em algumas leucemias, anemias hemoliticas,
sinusites cronicas, nefroses, doenca de Hodgkin.

[ Linfopenia: reducdo na contagem de linfécitos. E
encontrada em imunodeficiéncias, infeccbes graves,
cirrose hepatica, doenca de Hodgkin, fase aguda da
gripe, linfomas, entre outras varias situacodes.

[ Linfocitose: aumento na contagem de linfécitos. E
comum na convalescéncia de infeccoes agudas,
mononucleose infecciosa, infeccbes crénicas como a
tuberculose e a sifilis, em leucemias e linfomas. Em



criancas de até trés anos, esse aumento é fisioldgico e
normal.

[] Monocitopenia: reducao na contagem de mondcitos.
Ocorre na fase aguda de infeccbes e em estados de
desnutricao.

[] Monocitose: aumento na contagem de mondcitos.
Pode ser devido a algumas infeccboes bacterianas
(tuberculose, febre tifoide, endocardite bacteriana
subaguda), infeccdes por protozoarios, doenca de
Hodgkin e leucemia monocitica.

[] Desvio a esquerda: é a presenca de células que
normalmente nao sao encontradas no sangue, apenas na
medula dssea. Desvio leve a esquerda é a presenca de
células nao tao imaturas, como o metamielécito,
mielécito e prolinfocito. O desvio severo a esquerda é a
presenca de células mais imaturas como linfoblasto e
mieloblasto. Essa alteracao indica aceleracao na
producao das células, o que nao \Vviabiliza o
amadurecimento correto das células.

[ Neutréfilos hipersegmentados: sao neutréfilos com
nucleos hiperlobulados, ou seja, com mais de cinco
|6bulos. Isso ocorre com o envelhecimento da célula e
deficiéncia na destruicao correta dessa célula.



[ Neutrofilos hipossegmentados: sao neutréfilos com
nucleos hipolobulados, ou seja, com menos de dois
|6bulos. Ocorre na aceleracao de producao na medula
0ssea, nao viabilizando o amadurecimento correto da
célula.

[] Células hipergranulares: células com aumento
anormal de granulos pode indicar infeccbes ou
neoplasias, como muitas leucemias.



Capitulo 7

Contagem de Plaquetas

CONTAGEM DE PLAQUETAS

Plaquetas sao células pequenas e incompletas derivadas de
restos citoplasmaticos de seus precursores. Possuem
tamanho médio de 3 a 4u e por isso tendem a se agregarem e
aderirem a superficies estranhas do endotélio vascular. Elas
possuem limites irregulares, o que auxilia na adesao dessas
células. As plaquetas sao de extrema importancia na
hemostasia, primeiramente pela formacao do tampao
plaguetario e liberacao de substancias vasoconstritoras. A
contagem de plaguetas pode ser feita por trés técnicas
diferentes: Contagem direta (contagem com liquido de Ress-
Ecker), indireta ou estimada (as Uultimas duas sao por
contagem em lamina).

Plaguetopoiese

As plaquetas tém origem a partir da linhagem
microorganismos que com a influéncia de fatores de
crescimento como IL-3, IL-6, IL-11 e CFU-MEG, ocorre a



formacao do megacarioblasto que ao amadurecer se
transforma em promegacarioblastos, megacariécitos
basofilicos, megacariécitos acidofilicos que por sua vez tém
seu citoplasma fragmentado para formar as plaquetas.

Liquido de Ress-Ecker

Solucao composta de:

3,89 de citrato de sédio
2,0ml de formol 40%

0,05g azul de crezil brilhante
g.s.p. 100ml com agua destilada
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O liguido deve ser homogeneizado e centrifugado a 2.500rpm
por 30 minutos e separa-se o sobrenadante. O sobrenadante
deve ser filtrado e guardado em um frasco ambar em
geladeira. O liqguido sempre deve ser filtrado antes do uso,
pois o azul de crezil brilhante pode precipitar em baixas
temperaturas e suas particulas podem ser confundidas com
plaquetas.

Para garantir que particulas do liquido interfiram na
contagem, é aconselhavel realizar uma contagem na camara
de Neubauer com o liquido e contar a quantidade de
particulas nos quadrantes centrais. Se esse valor for superior
a 5.000, centrifugar e refiltrar o liquido para refazer a
contagem.



Contagem direta - Método de Ress-Ecker

A metodologia de Ress-Ecker original foi criada para
contagem a partir de puncoes digitais, onde era posto sulfato
de magnésio a 14% no local da puncao e depois se adicionava
o liquido de Ress-Ecker para fazer a contagem. Atualmente a
metodologia usada é modificada para utilizar sangue coletado
com EDTA e essa é a contagem com o Padrao Ouro em
contagem de plaguetas.

Material

Sangue colhido com EDTA

Solucao diluidora- Liquido de Ress-Ecker
Tubo de hemodlise

Camara de Neubauer

Placa de Petri

Algodao

Agua

Pipeta semi-automatica

OOOOO0O OO OCOdd

Metodologia

Preparar diluicdo 1:200 com 4ml do liquido de Ress-Ecker e
0,02ml de sangue bem colhido e bem homogeneizado.
Colocar a solucao na camara de Neubauer e colocar a camara
em uma camara de Petri, ao lado de um algodao embebido de
agua, para evitar desidratacao da solucao enguanto se
aguarda 15 minutos para a precipitacao das plaguetas. Apds



os 15 minutos, contar as plagquetas nos 25 quadrantes
centrais na objetiva de 40x. O liquido de Ress-Ecker nao
destrdéi os eritrécitos, entdao é importante saber diferenciar as
hemacias (formas maiores e bicbéncavas) das plaquetas
(menores e biformes).

Figura 18 - Esquema da camara de Neubauer. Em destaque onde realizar

a contagem de plaquetas

Calculos

Quando as plagquetas sao contadas em todos os quadrantes
centrais, o calculo é:

Plaguetas contadas x 200 x 10

Onde os 200 sao referentes a diluicao e os 10 sao referentes
ao fator de conversao da laminula. Quando a contagem é
feita apenas em cinco dos quadrantes centrais o calculo deve
ser multiplicado por 5.



Método indireto - Método de Fonio

A metodologia criada por Fénio é bastante econbmica e de
facil execucao, por esse motivo é bastante usada em
laboratdrios. As plaquetas devem ser contadas em lamina
juntamente com as hemacias.

Material
[] Sangue colhido com EDTA
[] Laminas com borda fosca
[] Pandtico

Metodologia

A contagem deve ser feita em um distendido sanguineo
corado com Panético na objetiva de 100x. Contar 1.000
hemacias e anotar o numero de plaquetas encontradas. Para
facilitar a contagem, usar um reticulo de Miller, que é um
adaptador de contagem ocular que separa visualmente as
areas para contagem de plaguetas e hemacias.

Calculos

Para efetuar os calculos pelo método de Fonio, saber o valor
das hemacias por mm3,

1.000 hemacias ---- n? de plaq contadas
Hm/mm?® ------- plag/mm?



Método estimado - Metodologia de Barbara O’Connor /

Nosanchuck, Chang e Bennet

Material
[ Sangue colhido com EDTA
[] Laminas com borda fosca
] Pandtico

Metodologia de Barbara

No distendido corado, na objetiva de 100x, contar as
plaguetas em dez campos.

Calculos de Barbara
Multiplicar o valor de plaquetas contados por 13.000.
Metodologia de Nosanchuck

No distendido corado, na objetiva de 100x, contar as
plaguetas em oito campos.

Calculos de Nosanchuck



Calcular a média dos valores encontrados por campo e
multiplicar por 2.000.

Valores de referéncia

Os valores de referéncia para plaquetas sao:
150.000 a 400.000 por mm?

Discussao
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Figura 19 - Plaquetas sao pequenas estruturas arroxeadas por entre as

hemacias

As plaquetas sao muito importantes para a hemostasia, pois
sao elas que dao inicio a coagulacao. Qualquer alteracao nas
plaguetas pode causar um distdrbio na hemostasia. Na
contagem de plaquetas podemos identificar as alteracdes
quantitativas, para mais ou para menos. A partir dessa
identificacao, outros exames devem ser feitos para identificar
a causa.

Quando o valor de plaguetas esta acima de 400.000
plaquetas por mm3, o paciente estd apresentando uma
plaguetocitose ou trombocitose. Essa alteracao pode ser
primaria ou secundaria.



A trombocitose primaria é causada por alteracdao na medula
por doencas mieloproliferativas como a mielofribrose e
leucemia megaloblastica. Cerca de 30% dos pacientes com
essa alteracao sao assintomaticos. Aos que apresentam sinais
e sintomas, 0S mais comuns sao  fendmenos
tromboemboliticos, que sao a maior causa de o6bitos esses
pacientes.

A trombocitose secundaria é caracterizada por um aumento
da estimulacao para a producao de plaquetas ou reducao no
sequestro de plaguetas pelo baco. Essa estimulacao pode ser
devido a anemias regenerativas pdés-hemorragia aguda ou
hemdlise, por anemias ferroprivas, endocrinopatias e
inflamacdes, recuperacao de trombocitopenias imuno-
mediadas e uso de algumas medicacdes como corticdides
antibiéticos e quimioterapicos. Fraturas, traumas em tecidos
moles, exercicio fisico excessivo e estresse causam contracao
esplénica, o que reduz a funcao do baco, que acaba nao
retirando da circulacao as plaquetas velhas, causando assim
um aumento do numero dessas células. Pacientes que
tiveram o baco removido (esplenectomia) também vao
apresentar esse aumento de plaquetas por nao retirarem as
plaguetas mais antigas da circulacao.

Quando o paciente apresenta com numero de plaquetas
inferior as 150.000mm3* €& caracteristico de uma
plaguetopenia ou trombocitopenia. A trombocitopenia pode
ocorrer por diversos fatores como diminuicao na producao,
reducao da vida util das plaquetas, aumento de destruicao,



perda de plaguetas, hemorragias, coagulacao intravascular
disseminada, toxinas, envenenamento, ofidismo,
hemodiluicdo, aumento do sequestro esplénico, hipotermia
severa, neoplasias (carcinomas, sarcomas, linfoma,
leucemias), doencas infecciosas (babesiose, cinomose,
parvovirose, erlichiose, endotoxemia, histoplasmose,
leishmaniose, leptospirose) e medicamentos (quimioterapicos,
paracetamol, estrégeno, furosemida, penicilina, sulfas,
tetraciclinas).

Antes de qualquer diagndstico, é necessario realizar outros
exames para definir qual a causa da alteracao e assim indicar
o tratamento correto.

Erros podem ocorrer durante a realizacao do exame, por isso,
qualquer resultado suspeito deve ser repetido e redobrar os
cuidados com as seguintes situacoes:

[ Uso de vidraria suja, pois plaquetas podem aderir a
sujeira;

[ A solucao diluidora por nao ter sido filtrada
corretamente;

[ Observar se o sangue esta parcialmente coagulado

ou com grumos plaquetarios.



Capitulo 8
Contagem de Reticulodcitos

CONTAGEM DE RETICULOCITOS

Os reticuldcitos sao os precursores das hemacias, sendo
assim uma forma intermediaria uma hemacia jovem. Os
reticuldécitos sao células nucleadas, possuindo acido



ribonucleico como material reticular e ainda sintetizam
hemoglobina. Eles possuem diametro levemente maior do
gue as hemacias (8u). Essas células possuem vida util de 24 a
48 horas na corrente sanguinea, porém em casos de anemias
hemorragicas agudas, a vida Uutil pode se estender de trés a
sete dias.

A contagem de reticulocitos é considerada o melhor
parametro da avaliacao da eritropoiese. Essas células dao
importantes, pois refletem a reatividade da medula éssea, ou
seja, se houver um aumento de reticuldcitos, pode indicar
hematopoiese acelerada. Os reticulécitos sé sao revelados
com uma coloracao supra-vital, como o azul de cresil
brilhante, pois os reticuldcitos sofrem morte somatica apds a
retirada do organismo, sendo, porém, corados antes que toda
essa atividade vital seja extinta.

Contagem de reticuldcitos

Corante

O corante usado para visualizacao de reticulécitos é o azul de
cresil brilhante, composto por:

[] 1,09 de azul de cresil brilhante
[] 0,49 de citrato de sédio
0 g.s.p. 100ml de cloreto de sédio a 0,85%



Diluir o azul de cresil brilhante com o citrato de sdédio e
completar a solucao com cloreto de sddio a 0,85% até a
solucao final ter 100ml. Guardar a solucao em vidro ambar,
devidamente identificado. Essa solucao deve sempre ser
filtrada antes do uso.

Material

Azul de cresil brilhante
Papel de filtro

Béquer

Banho-maria a 37°C
Lamina

Pipeta semi-automatica
Corante Panético

N I I I Iy B

Metodologia

Figura2o -
Reticulocitos
coradosom
corantsupravital .

Homogeneizar bem o sangue e
refiltrar o azul de cresil brilhante. Em um tubo
de ensaio, colocar duas gotas do sangue para

duas gotas do corante (ou na mesma proporcao). Quando o
hematdcrito estd baixo, colocar duas gotas de sangue para
uma gota de corante, e quando o hematdcrito esta alto,
colocar uma gota de sangue para duas gotas de corante.
Homogeneizar a mistura e levar para Banho-maria a 37°C por
15 minutos para dar estrutura mais homogénea e facilitar a

visualizacao.



Preparar trés laminas com distendido. Apéds a

: secagem da lamina, pode-se contra-corar

G" com Panético, para facilitar a visualizacao dos
reticulécitos, como na figura 21.

Figura1 - Reticulocito
coradosomcorante
supravitale
contracoradmm
panotico . L. L
No microscopio com objetiva de 40x, contar
1.000 hemacias e anotar o numero de reticulécitos. Para fazer
0s calculos, é necessario saber os valores de hematdcrito e

hemadcias.
Calculos
Porcentagem de reticulécitos

O calculo é feito com uma regra de trés, onde se multiplica os
reticuldcitos contados por 100 e divide por 1.000 hemaécias,
encontrando assim a porcentagem de reticuldcitos.

o _ret.contados x 100
S 1.000 hemacias

Reticuldcitos por litro

Os resultados devem ser liberados em porcentagem ,
reticuldcitos/litro e em mm3, entao devemos calcular também:

Ret por Litro = x% reticulocitos x Hemacias/L



Reticulécitos por milimetro cubico

O calculo € o mesmo utilizado para reticulécitos por litro,
substituido as hemacias/L por hemacias/mm3, ou seja:

Ret por mm® = x% reticulocitos x Hemacias/mm”

indice reticulocitico

O IR é calculado multiplicando a porcentagem de reticulécitos
pelo hematécrito do paciente, dividido pelo hematdécrito
médio. Dividir tudo por N, que é o niumero de dias estimados
para producao do reticulécito seguindo a tabela:

HT N
Maior ou = 1
40%

Entre 30- 1,5
40%

Entre 20- 2
30%

Menorou = [2,5
20%

Tabela 1 - Numero estimado em dias para producao de reticuldcitos,
segundo o hematadcrito

, ; Ht do pac
IR = | g =uBt pat
reticulocitos em % X Ht I'TIEdID

N

Hematodcrito médio:



Mulheres: 42%
Homens: 47%

Valores de referéncia

Reticuldcitos

0 0.5%a2,0%
[ 25..000 a 75..000/mm?3
0 25 a 75
Gigas/Litro
IR
[ Menor que 2,0%
Discussao

Valores altos normalmente sao devidos a uma esferocitose,
anemia falciforme, paciente em tratamento de anemia
carencial, DHRH, anemia aguda pés-hemorragica.

Ja os valores baixos sao normalmente causados devido a
anemia megaloblastica, aplasia de medula, infiltracao da
medula por leucemia.

Em casos de anemia ferropriva em tratamento, os
reticuldcitos devem estar altos, mas sem o tratamento os
resultados devem ser baixos.



Capitulo 9

Pesquisa de Drepanocitos



PESQUISA DE DREPANOCITOS

A doenca falciforme é uma doenca hereditaria caracterizada
pela presenca de hemacias falciformes (drepandcitos) no
sangue. Essa doenca é formada por um conjunto de
alteracoes genéticas com caracteristica comum a presenca do
gene da hemoglobina S. Esse gene tem caracteristica
recessiva, ou seja, para apresentar essa doenca, o paciente
deve apresentar dois genes recessivos para a hemoblogina S
(HbSS). Quando o paciente possui apenas um gene alterado,
dizemos que ele possui um traco falcémico (HbSA).

Essa hemoglobina S(HbS) causa alteracao na forma das
hemacias, mudando seu formato e se assemelhando a uma
foice. Essa alteracao reduz a tensao de oxigénio, e quando ha
uma reducao de temperatura, as hemacias tornam-se rigidas,
podendo causar uma vaso-oclusao.

A hemoglobina S (Hb S) é uma variante de hemoglobina
associada a uma mutacao no gene B-globinico, que codifica
as cadeias 8 da Hb. A mutacao ocorre no cromossomo 11, no
gene da cadeia B, onde o &cido glutamico (localizado na
posicao 6 do cédon 6) é substituido pela valina.

A doenca falciforme causa uma série de alteracbes apds o
sexto més de vida (antes disso o bebé esta protegido pela
quantidade de hemoglobina fetal que supre suas
necessidades). As principais alteracbes sao:



Anemia
Reducao da quantidade de hemacias, pois as hemacias

falcémicas possuem vida util reduzida (12 a 20 dias), quando
comparados a hemacias normais (90 a 120 dias).

Sequestro esplénico
Devido a reducao da funcao esplénica, o baco pode acumular
uma quantidade excessiva de sangue em seu interior,

causando anemia periférica e esplenomegalia.

Crise vaso-oclusiva

As hemacias falciformes sao pouco elasticas e mdveis o que
pode ocasionar um acumulo de hemacias em vasos mais
finos, impedindo a circulacao correta e a distribuicao de
oxigénio. Esse bloqueio causa vermelhidao, dor e inchaco, e
ocorre normalmente nas extremidades, onde a luz dos vasos
é mais restrita.

Devido a reducao da vida util dos drepanécitos, essas
hemdcias sao destruidas com mais frequéncia, ocasionando
um aumento de bilirrubina, que pode causar ictericia e
escurecimento da urina. Quando essas caracteristicas sao



aumentadas, analisar o nivel de anemia, pois pode estar
aumentado.

Infeccoes e estado febril

Criancas com alteracoes falciformes possuem maior facilidade
de contrair infeccoes por bactérias encapsuladas, devido a
deficiéncia na funcao do baco (6rgao que auxilia no combate
contra essas bactérias). Qualquer inicio de febre (acima de
37,59C) em criancas deve ser levado em consideracao para
possiveis infeccoes. Deve-se ter o cuidado de fazer o uso de
antibidticos profilaticos para evitar infeccoes mais graves
COmo pneumonias, meningites, osteomielites e sepse.

Técnica
A pesquisa de drepanécitos é feita pelo método do

metabissulfito de sédio, que é um agente redutor de oxigénio
qgue simula a baixa tensao de oxigénio nos capilares in-vivo.

Metabissulfito de sddio

[] 0,29 de metabissulfito de sédio
0 g.s.p. 10ml com agua destilada

Material



[] Sangue bem colhido e homogeneizado com

EDTA
[] Metabissulfito de sédio a 2%
[] Lamina e laminula
[] Camara umida
Metodologia

Colocar uma gota (aproximadamente 0,05ml) de sangue na
lamina. Adicionar duas gotas de metabissulfito de sddio sobre
0 sangue e misturar com a laminula. Colocar a laminula sobre
a mistura e deixar repousar por 30 minutos na camara Umida,
apds vedar a laminula. Observar ao microscépio com
aumento de 400x e procurar indicios de hemacias falciformes.

Se encontrar presenca de hemacias falciformes, o resultado é
positivo. Caso o resultado seja negativo, reanalisar as laminas
apos seis horas e ap6és vinte e quatro horas.

Figura 22 - Hemacias falciformes ou drepandcitos

Discussao



Anemia de células falciformes ocorre nas pessoas
homozigodticas para o gene S. O teste positivo com o padrao
falciforme ocorre na forma assintomatica heterozigdtica e na
forma hemolitica homozigdtica. Para a distincao das duas
condicOes é feita a eletroforese de hemoglobina.

A lamina deve ser lida novamente apds seis e vinte e quatro
horas por algumas hemoglobinas demorarem a se falsear.
Entre elas estao as hemoglobinas SS, que demoram até trés
horas, as hemoglobinas SC e SD, que demoram de seis a doze

horas, e a hemoglobina AS, podendo demorar entre 12 e 24
horas.



Capitulo 10

Velocidade de
Hemossedimentacao

VELOCIDADE DE HEMOSSEDIMENTACAO

A velocidade de hemossedimentacao (VHS) é um exame que
avalia a estabilidade de suspensao das hemacias no plasma.
Esse exame tem como principio a utilizacao da gravidade
para avaliar a sedimentacao eritrocitaria em uma pipeta
graduada chamada de pipeta de Westergreen. O exame é
considerado uma prova de atividade inflamatéria, porém nao
é especifica, pois além de considerar quantidade de
fibrinogénio e globulinas, também considera as alteracoes
nas hemacias e alteracodes elétricas no plasma e nas células.

Durante a sedimentacdo, a agregacao dos eritrocitos
acontece sob influéncia das forcas de Wan der Waals,



ocorrendo assim a agregacao e a sedimentacao na porcao
inferior da pipeta. Esse processo é rapido, e por isso podemos
observar o final de toda a sedimentacao em uma hora,
quando efetuamos a leitura dos resultados.

Técnica
Material
[] Aparelho e suporte de Westergreen
[ Sangue colhido com EDTA
[] Solucao salina a 0,9%
[] Tubo de penicilina
[] Cronbmetro
Metodologia

Antes de iniciar o teste, diluir o sangue com solucao salina
para neutralizar o EDTA da amostra, que acelera o VHS, para
assim obter um resultado confidvel. Essa diluicao deve ser
feita homogeneizando 2ml da amostra com 0,5ml de solucao
salina em um tubo de penicilina e depois completar a pipeta
de Westergreen até a marca zero, evitando bolhas. A pipeta
deve ser colocada no suporte com cuidado, para evitar perda
de material. Com auxilio do cronbmetro, deve se marcar uma
hora, e apds esse periodo, observar até qual graduacao
ocorreu sedimentacao (qual o niumero que marca a coluna
vermelha).



—
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Figura 23 - Pipetas de Westergreen no suporte.

Valores de referéncia

Os valores podem alterar com o género, idade e algumas
condicOes fisioldgicas:
[] Homens até 50 anos: até 15mm
Homens > 50 anos: até 25mm
Mulheres até 50 anos: até 20mm
Mulheres > 50 anos: até 30mm
Gestantes com até 20 semanas: 46mm
Gestantes > 20 semanas: 70mm
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Alteracdes

A alteracao mais comum no teste de VHS é a velocidade de
hemossedimentacao acelerada que pode indicar uma
inflamacao, porém deve-se investigar também anemias,
doencas reumaticas, infartos, neoplasias malignas, leucemias
e outras alteracdes. Considerar possivel gestacao, climas
mais quentes, periodo menstrual e infancia, que também
podem alterar os valores. O aumento pode estar relacionado
a erros técnicos (pipetagem errada, coleta errada) e
alteracdes eritrocitarias (anemia, macrocitose, esferocitose).

Alguns fatores podem retardar a velocidade de sedimentacao
dos eritrécitos, como poliglobulia, microcitose, erros técnicos
(demora na execucao do exame, pipetas descalibradas) e
podem indicar policetemia vera, choque e hipofibrinogenia
congénita.

E importante lembrar que esse teste ndo é um exame
especifico, ou seja, nao existe possibilidade de diagndstico
apenas com esse exame. O VHS é usado apenas como exame
complementar e para acompanhamento.

Na figura 23 pode-se observar seis testes diferentes. No
primeiro, o VHS estd muito baixo. No segundo, o sangue
ultrapassou a marca zero da pipeta. No terceiro existe um
grumo plaquetario e o teste deve ser refeito. No quarto houve
extravasamento de sangue ao colocar a pipeta no suporte,
abaixando assim o nivel de sangue da pipeta. No quinto



existem bolhas na pipeta, o que invalida o teste. No sexto o
VHS estd corretamente feito e com resultado normal.

Capitulo 11



Tipagem Sanguinea

TIPAGEM SANGUINEA

Existem varios grupos sanguineos herdados
independentemente entre si. Sao mais de 39 grupos, entre
eles podemos citar os sistemas ABO, Rh, Kell, Duffy, Lewis,
etc. O sistema ABO é o mais imunogénico, ou seja, tem maior
capacidade de provocar a producao de anticorpos. O sistema
Rh é o segundo sistema mais imunogénico, e por isso a
tipagem sanguinea basica é composta desses dois sistemas.

Os antigenos do sistema ABO sao principalmente localizados
na superficie dos eritrocitos, mas também podem ser
encontrados em outras células, e sao determinados por genes
localizados no cromossomo 9. Os genes codificam a producao
de enzimas como a glicosil transferase que ligam diferentes
carboidratos, especificos para cada tipo sanguineo, ao
terminal galactose de uma cadeia oligossacaridea.

Em todos os individuos existe a expressao do antigeno H que
vai atuar na substancia precursora produzindo uma glicosil
transferase especifica (a2 fucsil transferase) que atua sobre
substancias precursoras, adicionando L-Fucose, com ajuda de
um nucleotideo especifico, formando o antigeno H. E nesse
antigeno H que os acuUcares especificos serao ligados.



Existem alguns raros individuos que nao possuem o gene H,
logo nao produzem o antigeno H e a L-Fucose. Nesses
individuos, mesmo que genotipicamente de grupos
sanguineos diversos, eles nao apresentaram nenhum acucar
terminal em suas células, pois esses acucares nao tém onde
se ligar. Na tipagem sanguinea ABO, eles se apresentam
como individuos tipo O, mas Deve-se ter cuidado, pois mesmo
apresentando-se como O, eles nao possuem o antigeno L-
Fucose em suas células, logo nao podem receber transfusao
de individuos O.

Em individuos do tipo A, o acucar terminal € o N-acetil D-
galactosamina que se liga ao antigeno H com auxilio do
nucleotideo UDPGalNAC.

Em individuos B, o D-galactose é o acucar terminal adicionado
ao antigeno H com o auxilio do nucleotideo UDPGal.

Os individuos AB tém ambos os acuUcares/antigenos sobre
suas células.

Ja os do grupo O nao tém uma transferase funcional, e,
portanto, nao transferem acucar do tipo A nem do B, embora
produzam a enzima H e com isso possuem o acucar L-fucose.

O sistema Rhesus tem sua expressao controlada por genes
localizados no cromossomo 1. Um desses genes codifica uma
proteina que expressa um antigeno D. Esse antigeno é o
principal do sistema Rh, embora existam outros menos



antigénicos. Os individuos que expressam esse antigeno sao
chamados de Rh positivos, e 0s que nao expressam, sao 0S
Rh negativos.

A tipagem direta determina da presenca ou auséncia dos
antigenos ABO nas hemacias do receptor enquanto a tipagem
reversa determina a presenca ou auséncia de anticorpos
plasmaticos contra antigenos do Sistema ABO. Essas sao
técnicas complementares e devem ser feitas
concomitantemente para se obter a tipagem correta do
paciente.

Em recém-nascidos nao se faz a tipagem reversa, pois,
mesmo embora ja exista a producao de anticorpos, os niveis
desses anticorpos s6 sao detectaveis apds os seis meses de
vida, com producao total dos cinco a dez anos de vida. Por
esse motivo a tipagem reversa nao é realizada em recém-
nascidos, uma vez que os anticorpos do sistema ABO nao
estao presentes no nascimento e quando encontrados sao de
origem materna.

Tipagem Direta

Material

0 Sangue colhido com EDTA
[ Solucao salina 0,85 %

M Tubos de ensaio

[ Pipetas semi-automaticas



[] Centrifuga
0 Reagentes para tipagem ABO e Rh

Metodologia

Em um tubo devidamente identificado para cada paciente,
colocar 0,5ml de sangue e 3ml de solucao salina. Centrifugar
a 3.000rpm por cinco minutos. Esse processo é para lavar o
sangue, ou seja, retirar impurezas e microcoagulos e assim
evitar resultados errbneos.

Depois da centrifugacao, retirar todo o sobrenadante e repetir
a operacao duas vezes (total de trés lavagens). Na ultima
lavagem, retirar o sobrenadante, e ressuspender as hemacias.

Em outro tubo, preparar uma suspensao de hemacias entre 2
a 5% identificado como solucao de hemacias (colocar 100ul
do sangue lavado mais 1.900ul de solucao salina).

Identificar quatro tubos como A, B, AB e D. Em cada tubo,
colocar 100ul da suspensao de hemacias. Pingar uma gota do
respectivo reagente (anti-A, anti-B, anti-AB, anti-D).
Centrifugar os quatro tubos a 1.000rpm por um minuto e
agitar os tubos.

Leitura de resultados

Nos tubos em que o botdao nao se desfaz, o resultado é
positivo, mas é necessario prestar atencao, pois o botao pode



se fragmentar parcialmente, sem de fato se desfazer. Nesses
casos, olhar os tubos contra a luz, e caso exista qualquer
residuo de agregacao, considerar o resultado como positivo.

Exemplos:
A B AB D Resultado
+ - + + A Rh+
+ - + - A Rh-
- + + + B Rh+
- + + - B Rh-
+ + + + AB Rh+
+ + + - AB Rh-
- - - + O Rh+
- - - - O Rh-

Tabela 2 - Resultados de tipagem ABO e Rh




Figura 24 - Tubos com tipagem ABO e Rh. A falta de aglutinacao nos

tubos indica que a amostra é tipo "O" Rh negativo

Na figura 24 nao temos aglutinacao em nenhum tubo (A, B,
AB e D, respectivamente), logo o fenétipo do paciente é O Rh
negativo.

Nos casos de Rh negativo, colocar o tubo em Banho-maria a
37°C por 15 minutos e repetir a centrifugacdo para confirmar
o resultado. Se a negatividade do Rh persistir, confirmar com
o teste do D fraco.

Na figura 25 houve aglutinacao em todos os tubos. A
aglutinacao nem sempre pode se apresentar como um botao
grande, entao observar em todos os tubos se existe a
presenca de microaglutinacdes, que torna a reacao positiva.
Nesse caso, o paciente possui um fenétipo AB Rh positivo.

Figura 25 - Tubos com tipagem ABO e Rh. A aglutinacao em todos os

tubos indica que a amostra é tipo "AB" Rh positivo.

Tipagem Reversa



Material

Sangue colhido com EDTA
Solucao salina 0,85 %

Tubos de ensaio

Caneta para retroprojetor

Pipeta semi-automatica
Centrifuga

Reagentes para tipagem reversa

OOO0OOOOdOdE3

Metodologia

O procedimento da tipagem reversa é quase idéntico ao da
direta, porém feito com o soro e/ou plasma do paciente. Para
obtencao do soro, centrifuga-se o sangue total. O
sobrenadante sera o soro.

Em dois tubos identificados como A e B, colocar 100ul do soro
em cada tubo. Nesse caso é colocada uma gota da suspensao
de hemacias fenotipadas Al e B referente a cada tubo,
identificando assim se o paciente possui 0 anticorpo referente
aquele antigeno.

Centrifugar a 1.000rpm por um minuto os dois tubos.

Leitura de resultados



No tubo em que houve aglutinacao, indica a presenca do
anticorpo contra aquele antigeno. J& os nao aglutinados sao
0sS que identificam o grupo do paciente.

Exemplos:
Anti-Al Anti-B | Resultado
+ - B
- + A
- - AB
+ + O

Tabela 3 - Resultados de tipagem reversa

Figura 26 - Tubo de tipagem reversa. Aglutinacao em ambos os tubos

indica tipo sanguineo "O”

Discussao



A tipagem sanguinea, juntamente com outros testes pré-
transfusionais, é de extrema importancia para se evitar
ocorréncias de reacdes hemoliticas intravasculares agudas,
principalmente num sistema doador-receptor.

A escolha do sangue se baseia em que o individuo nao pode
ser transfundido com um sangue que possua um antigeno
que ele nao tem, pois o anticorpo presente no seu plasma,
contra esse antigeno, iria reagir com essas hemacias
transfundidas.

Este sistema ABO, também pode ocasionar incompatibilidade
materno-fetal, com desenvolvimento da doenca hemolitica
peri-natal. Apresenta também importancia em transplantes
renais ou cardiacos, com menor papel nos hepaticos ou de
medula déssea. Em alguns processos pode ocorrer a perda
parcial do antigeno A ou B, como em algumas leucemias.

O resultado da tipagem reversa deve ser compativel com o
resultado da tipagem direta, confirmando que o individuo
apresenta anticorpos para tipos sanguineos diferentes do seu
préprio. Caso exista uma discrepancia entre os resultados,
deve-se considerar erros laboratoriais, tais como:

Troca de amostras
|Identificacao inadequada
Hemodlise

Reagentes fora de validade

I Iy |



[ Solucdes contaminadas

[] Temperatura inadequada de armazenamento e
centrifugacao
[ Falha humana

Considerando essas possiveis falhas, repetir as duas técnicas
e comparar novamente o resultado. Se a discrepancia
persistir, solicitar uma nova amostra com histérico do
paciente para avaliar outras causas associadas a algumas
patologias.



Capitulo 12
Teste de D Fraco

TESTE DO D FRACO

Quando ocorre um resultado de Rh negativo durante uma
tipagem sanguinea, € necessaria a confirmacao desse
resultado, segundo a Portaria n? 1.376/1993, que define como
obrigatdria a realizacdao de prova direta e reversa do Sistema
ABO e teste do D fraco para Sistema Rh.

A investigacao dos antigenos Rh fracos, seqgundo a legislacao,
deve ser feita por meio de incubacao a 37°C e com acréscimo
de albumina bovina a 22% para acelerar a reacao e
centrifugacao dos tubos de ensaio.

E possivel também, a determinacdo direta do D fraco pelo
método de gel-centrifugacao, onde o Rh fraco é determinado
diretamente através da intensidade de aglutinacao,
classificada em ausente ou, se positiva, em intensidades de
(+) até (++++).



O teste do D fraco é uma técnica de extrema importancia
para evitar transfusdes equivocadas de um paciente D fraco
para um Rh negativo, o0 que ocasionaria em uma reacao
transfusional potencialmente fatal.

Técnica
Material

0 Sangue colhido com EDTA

[ Solucao salina 0,85 %

[ Tubos de ensaio

[ Pipetas semi-automaticas

[] Centrifuga

[ Soro Anti-D

[] Albumina bovina

[ Suspensao de Controle (O Rh+)
[ Banho Maria

Metodologia

Preparar uma suspensao de hemacias (1,9m| de salina +
0,1ml de sangue do paciente) e outra suspensao com a
amostra Controle-Suspensao de controle (O Rh+).

Identificar trés tubos como 1- D Fraco, 2 - Controle positivo, 3
- Controle negativo. Nos tubos, colocar, respectivamente:

D fraco C+ C-




Suspensao 2 gotas - 2 gotas
de Hm 2 a
5%
Suspensao - 2 gotas -
controle de
Rh +

Soro anti-D 2 gotas 2 gotas -

Albumina 2 gotas 2 gotas 2 gotas
Bovina

Tabela 4 - Teste do D fraco

Até o momento da adicao do soro anti-D, é a fase de
sensibilizacao, onde as hemacias estao sendo sensibilizadas
ao fixarem anticorpos incompletos na superficie das
hemdacias, pois se houver presenca de anticorpos
incompletos, eles grudam na hemacia, porém nao aglutinam.

Incubar os tubos por uma hora, quando nao ha albumina. Para
acelerar o processo, adiciona-se albumina bovina 20 a 22% ou
Biopeg (embora menos usado, pois € mais rigoroso quanto a
temperatura de 37°C, e qualquer alteracao pode alterar o
processo, impedindo a acao do IgM). Com a albumina, bastam
quinze minutos em banho-maria, para ocorrer a reacao do
IgG em meio proteico.

ApOs esses 15 minutos, comeca a segunda fase, ao lavar trés
vezes com solucao salina para retirar anticorpos anti-
linfocitarios e proteinas que podem alterar o resultado. Depois
da Ultima lavagem, adiciona-se o soro de Coombs. Com a



adicao do soro, tem-se a anti-lgG humana, que se adere na
IgG promovendo a segunda fase (fase da aglutinacao). Levar
os tubos novamente a centrifuga.

Leitura de resultados
Os resultados devem ser:

0 Controle positivo: sempre aglutina

0 Controle negativo: nunca aglutina (a nao ser que o
paciente tenha uma desordem autoimune chamada anemia
hemolitica autoimune. Nesse caso tratar a anemia e depois
repetir o exame).

[ D fraco: Se aglutinar, o paciente é Rh negativo D
fraco positivo. Se nao aglutinar, o paciente € Rh negativo D
fraco negativo.

Figura 27 - Controle negativo e Controle positivo respectivamente



Capitulo 13

Prova da Antiglobulina Humana



PROVA DA ANTIGLOBULINA HUMANA
Teste de Coombs Direto e Indireto

O teste de Coombs é o principal teste de aglutinacao artificial
em imuno-hematologia, permite avaliar a existéncia de
anticorpos nao aglutinantes ou incompletos na membrana
eritrocitaria.

Os eritrocitos se comportam como particulas eletronegativas,
e como consequéncia dessa negatividade, gera forte repulsao
entre as células, que as impedem de aglutinarem em meios
onde existe uma elevada forca ibnica, como no meio salino. A
diminuicao da carga elétrica dos eritrécitos ou elevacao da
forca iOnica pode forcar a aglutinacao dessas células. A
ligacao de determinados anticorpos a superficie eritrocitaria
pode reduzir a carga elétrica das hemacias, provocando sua
aglutinacao.

Os anticorpos humanos sao divididos em:

[] Anticorpos completos: sao aqueles que causam
aglutinacao das hemacias por diminuicao das forcas de
repulsao das mesmas. Com isso ocorre a diminuicao do
Potencial Elétrico (Potencial Zeta). Entdo se utiliza o
Teste de Coombs Direto, que vai detectar nas hemacias
in vivo as fracdoes do complemento. A aglutinacao vai
ocorrer quando os anticorpos alcancarem o Potencial
Zeta Critico, que é o minimo da diferenca do potencial



elétrico. O que vai permitir a ligacao do anticorpo e fazé-
lo chegar ao PZ critico é o sistema revelador.

[] Anticorpos incompletos: sao aqueles que nao
promovem a aglutinacao direta, apesar de o anticorpo
reagir com o antigeno presente. Para se promover a
aglutinacao usa-se meio artificial (sistema revelador).

Esse teste é dividido em duas modalidades diferentes: o teste
de Coombs direto e o indireto.

O Coombs direto demonstra hemacias sensibilizadas por
anticorpo ou fracdes do complemento. A positividade desse
teste pode indicar doenca hemolitica do recém-nascido,
anemia hemolitica autoimune, hemoélise induzida por drogas e
reacoes hemoliticas pos-transfusionais.

O Coombs indireto demonstra a presenca de anticorpos
antieritrocitarios que podem ser encontrados no soro de
gestantes Rh negativas com suspeita de sensibilizacao por
antigenos do sistema Rh e também pode ser usado em provas
de compatibilidade pré-transfusionais e determinacao de
antigenos eritrocitarios nao evidenciados pela aglutinacao
direta.

Teste de Coombs Direto - Antiglobulina Humana Direta

O teste de Coombs direto é um teste simples que permite a
deteccao de anticorpos ou fracdes do complemento na
superficie eritrocitaria. A realizacao desse teste depende do



soro de antiglobulina humana, pois depende da reacao das
hemdcias com esse soro.

Material

Banho-maria a 37°C

Centrifuga

Solucao salina a 0,85%

Soro anti-D

Soro de antiglobulina humana

Tubos de hemdlise

Suspensao de hemacias O Rh positivo
Cronbmetro

N I [ Iy N [y

Metodologia

Lavar as hemacias do paciente e fazer uma suspensao de
hemacias entre 2% a 5% identificada como solucao de
hemdcias (colocar 100ul do sangue lavado mais 1.900pul de
solucao salina).

Identificar trés tubos de hemodlise como 1- teste, 2 - Controle
+ e 3 - Controle -.
Em cada tubo colocar os seguintes reagentes:

Tubo teste | Controle + Controle -

Suspensao 2 gotas — —
de hemacias
do paciente




Suspensao ——- 2 gotas 2 gotas
de hemacias
O Rh
+controle

Soro anti-D _— 2 gotas S

Albumina 2 gotas 2 gotas 2 gotas

bovina
Tabela 5 - Teste da Antiglobulina Humana Direta

Incubar os tubos no Banho-maria por 15 minutos. Depois,
lavar os tubos com solucao fisiolégica por trés vezes e por
fim, retirar todo o sobrenadante. Acrescentar duas gotas de
soro de Coombs em cada tubo e centrifugar a 1.000rpm por
um minuto.

O controle positivo deve aglutinar, enquanto o negativo nao
deve. Se houver alteracao nesses controles, o teste deve ser
refeito.

Se houver anticorpos ou fracdes do complemento ligado as
hemacias, esse teste ira produzir um complexo com um
antigeno eritrocitario, que ativara a via do complemento. Se
isso ocorrer, havera aglutinacao, o que é a positividade do
exame.

Um teste positivo pode indicar anemia hemolitica autoimune.
O paciente deve ser tratado e deve repetir o teste em seis
meses.



Figura 28 - Controle negativo e Controle positivo respectivamente

Teste de Coombs Indireto- Antiglobulina Humana

Indireta

O teste de Coombs indireto permite a identificacao de
anticorpos irregulares no soro do paciente. Esse teste nao
identifica o anticorpo, mas permite confirmar a presenca de
um auto-anticorpo ou alo anticorpo circulante. E importante a
realizacao desse exame em gestacdes com possibilidade de
incompatibilidade entre o Rh materno-fetal e na triagem pré
transfusional, para prevenir reacoes hemoliticas
transfusionais.

Material
[] Banho-maria a 37°C
[] Centrifuga

[] Solucao Salina a 0,85%



[ Soro anti-D
[] Soro de Antiglobulina Humana
[] Tubos de hemdlise
[ Suspensao de hemacias O Rh positivo
[] Cronbmetro
Metodologia

Apos a obtencao do soro ou plasma, identificar trés tubos de
hemdélise como 1-teste, 2 - Controle + e 3 - Controle-. Colocar
em cada tubo o seguinte:

Tubo teste | Controle + Controle -

Soro ou 2 gotas -— i
plasma do
paciente

Suspensao e 2 gotas 2 gotas
de hemacias
O Rh +

Soro anti-D _— 2 gotas N

Tabela 6 - Teste da Antiglobulina Humana Indireta

Incubar os tubos em Banho-maria por uma hora ou adicionar
duas gotas de albumina bovina em cada tubo para reduzir o



tempo de incubacao para quinze minutos. Apds o periodo de
incubacao, lavar os trés tubos com solucao salina trés vezes.

Pode ser que apds nessa etapa, ja seja possivel observar
aglutinacao no tubo de teste. Se houver aglutinacao é porque
existem anticorpos completos no soro. Havendo ou nao a
aglutinacao, continuar o teste. Na ultima lavagem retirar todo
o sobrenadante e adicionar duas gotas de antiglobulina
humana em cada tubo. Centrifugar por um minuto a
1.000rpm. Observar se ha aglutinacao no tubo teste. O
controle positivo aglutina-se, enquanto o0 negativo nao.
Existindo alteracao nesses controles, o teste deve ser refeito.
Se nao foi observada aglutinacao nas etapas anteriores e, ao
final do teste, houve a coagulacao, isso indica presenca de
anticorpos incompletos.

Se o teste foi positivo em uma gestante, o cuidado deve ser
maior durante toda a gravidez e principalmente durante o
parto. A gestante devera tomar a vacina Rhogam (anti-Rh),
para evitar hemodlise devido a incompatibilidade materno-
fetal, principalmente se for uma segunda gestacao.



Figura 29 - Controle negativo e Controle positivo respectivamente



Capitulo 14
Coagulacao - Hemostasia

COAGULACAO - HEMOSTASIA

Hemostasia é o fendbmeno fisiolégico que mantém o sangue
em seu estado liquido e é responsavel pelo equilibrio de todo
o sistema de coagulacao. Esse equilibrio basicamente
consiste em manter o corpo livre de alteracbes como
trombose ou hemorragia. O sangue mantem-se fluido dentro
dos vasos, sem que extravase (o que caracterizaria uma
hemorragia) ou coagule (o que caracterizaria um
trombo). Esse equilibrio é decorrente de uma vasta interacao
entre diversos fatores que possibilitam um sistema de
coagulacao normal. Um estado hemostatico normal é€ mantido
por varios fatores como o equilibrio entre os fatores pré-
coagulantes e anticoagulantes e depende da atividade
plaguetaria normal e da resisténcia e contratilidade normal
dos vasos sanguineos.



Uma lesao vascular desencadeia a hemostasia primaria que
acaba na formacao do tampao plagquetario. A coagulacao
acontece concomitantemente a esse processo, e no final do
processo ocorre a fibrindlise, que é a retirada do tampao
plaguetario e por fim a reconstrucao tecidual.

A hemostasia primaria engloba os componentes do endotélio
vascular e plaquetas, resultando na formacao do tampao
plagquetario. Proteinas da coagulacao formarao a fibrina, que
reforca o tampao plaquetario, formando um trombo estavel. O
sistema fibrinolitico ira dissolver o tampao gradativamente,
no fim, ird restaurar o fluxo sanguineo normal.

As células endoteliais modificam sua estrutura logo apds o
incidente, para liberar substancias que ajudarao na formacao
do tampao. Em vasos sanguineos de grande calibre, ha
necessidade de reconstrucao cirdrgica para estancar o
sangramento, pois a grande pressao nao permite a formacao
de um tampao adequado. Em vasos de calibres médios e
pequenos, a regeneracao ocorre de forma instantanea pelo
processo de hemostasia, coagulacao e fibrindlise. Essas
células secretam substancias quimicas que ativam e
desativam esses processos, pelo mecanismo de feedback .
Quando essas células sao ativadas, liberam substancias pré-
coagulantes, gerando uma acao positiva na cascata de
coagulacao. Quando esta desativada, libera substancias
anticoagulantes, com a acao de inibir a cascata de
coagulacao. Ao mesmo tempo em que as células endoteliais
lesadas estimulam a agregacao plaquetaria e a acao dos



fatores pré-coagulantes, isso caracteriza a acao positiva sobre
a cascata de coagulacao. Quando ha o estimulo no sentido de
controlar a agregacao e coagulacao por meio de sintese dos
fatores antiagregantes e anticoagulantes, estd ocorrendo a
acao negativa das células endoteliais.

Pro-coagulantes / Acao + | Anticoagulantes / Acao -

Fator tecidual Uroquinase

Fator de Von Willebrand Oxido Nitrico

Inibidores do Plasminogéneo | ADPase

IL-1, TNF-a Glicosaminoglicona-GAS
Endotelina-1 ProteinasCe S

Trombomedulina

Ativadores do Plasminogéneo

Prostaciclina

Tabela 7 - Fatores Pré-coagulantes e Anticoagulantes

Plaguetas

As plaquetas tém como funcao a capacidade de aderir
colageno, agregacao plaquetaria, liberacao de ADP pelos
granulos plaquetarios, sintese de prostaglandina que reduz o
fluxo sanguineo, sintese de tromboxana, que auxilia a
agregacao plaquetaria, sintese de serotonina que atua na
vasoconstricao e possui os receptores para fatores de Von
Willebrand.

As plaquetas sao formadas por trés zonas:



A zona periférica , que é a parede externa da membrana
celular, onde sao encontrados antigenos plaquetarios MPA,
enzimas fosfolipidios e glicoproteinas. Cada glicoproteina tem
uma funcao importante:

[] A GPla se liga ao colageno na fase inicial da
adesao plaquetaria ao endotélio.

[] A GPIb é o receptor do fator de Von Willebrand
e atua na fixacao da plagueta ao endotélio vascular.

[] A GPlIb-llla é responsavel pela agregacao
plaquetaria.

[] A GPIV é o receptor da tromboplastina.

A zona de citossol é onde é encontrado o citoplasma, que é
rico em actina e miosina que atuam na mudanca da forma
plaguetaria e na retracao do coagulo.

A zona das organelas possui corpos densos formados por 65%
de ADP e ATP, serotonina, pirofosfato, antiplasmina. Os
granulos a possuem proteinas de adesao, fatores de
coagulacao, PDGF, FP4, TGFB. A GPllbllla também é
encontrada nesta zona, assim como a GPIV.

As plaquetas liberam uma molécula derivada do 4&cido
aragdonio e que esta envolvido na agregacao e em pequena
vasoconstricao. Essa molécula é o tromboxane. A serotonina,
potente vaso constritor, também é liberada pelas plaquetas,



assim como os fosfolipidios, que induzem fatores da
coagulacao a se ativarem.

Coagulacao

Quando ocorre lesao vascular, ha a liberacao dos fosfolipidios
gque seguem pela via de inibicao plaquetaria e resultam em
prostaciclina que tem efeito inibidor sobre a acao plaquetaria
para evitar exageros.

Lesdo Vascular mmmp Liberagdo de Fosfolipidio mmmp Ativacio do acido aracnéide

l

Inibigao da agregagdo plaquetaria ¢mmm Prostaciclina «msm Endoperdxido

Esquema 1 - Esquema geral

Na lesdo, as plaquetas se aderem ao colageno das células
endoteliais, alterando sua morfologia e desencadeando a
reacao de agregacao.

A agregacao e adesao plaquetaria dependem do endotélio
lesado que, ao liberar prostaciclina, atua na diminuicao da
adesao e agregacao. Concomitantemente, a GPla se liga ao
coldgeno exposto promovendo a alteracao da funcao
plaquetdria pelos microtibulos, liberando substancias
(serotonina, que promove vasoconstricao; fosfolipidios, que
liberam fribinogéneo, formando a fibrina e dando estabilidade
ao coagulo; tromboxana, que promove agregacao plaquetaria,
promovendo vasoconstricao e auxiliando na formacao do
coagulo).



O mecanismo de coagulacao se inicia imediatamente apés o
traumatismo na parede vascular em tecidos adjacentes. O
contato do sangue com o endotélio lesado ou com o colageno
promove inicio da via extrinseca.

Via extrinseca

Inicialmente ocorre a liberacao do fator tecidual
(tromboplastina), apdés a lesao da parede vascular onde
ocorre a ativacao do FVII e em seqguida, juntamente com o
calcio, ativam o FX. O FXa, juntamente com o calcio e o FV
ativam a pré-trombina e seguem para a via comum. O FV é
cofator e quando ele se encontra em falta, o fosfolipidio
plaguetario age na protrombina, que se transforma em
trombina, que estimula o FV. Toda essa via demora cerca de
guinze segundos apds a injuria tecidual.

Via intrinseca

Consiste em um conjunto de proteinas que estao sob a forma
de zimogéneos, formam dois grupos: As
enzimas/serinas/proteases (fatores Xll, X1, X, IX, VII, I, XIIl) e
os cofatores (V, VI, cininogéneo de alto peso molecular). A
injuria tecidual ativa o FXIl (que é ativado pelas cargas
negativas da superficie, coldgeno ou endotoxina). Para o
cofator Xla e a pré-calicreina efetuarem adsorcao a superficie
em que esta ligado o FXlla é necessario que o cininogéneo de
alto peso molecular (HMWK) atue. O cofator Xla e o calcio



ativam o FIX que, juntamente com o FXIIl e o célcio, ativam o

FX.

LESAO VASCULAR

Colageno

|

' Plagquetas
Fator de Von Adssio

Willebrand e Agregacio

!

Liberagio de
granuios

Tampao plaguetario

|

Trombostenina

Endotéllo Vasoconstricio
l Diminuigdo do
fluxs sanguines

carga negativa _l
Aumento do fluxe em
vasos colaterais
Edema intersticial

Redugao da pressio

ila Tamponamento natwral i sxirinssca

Fator tissular

Caleio

7y —

FX FXa

ra
FV Fiia —

Caleio

£ N

Protrombina Trombina
Fosfolipidia X
C

FXlika

F 3 & - &
Fibrinogéneo Monémeros de fibrina

|

Polimero de fibrina

Esquema - Cascatalacoagulacao



Via comum

O FX é o fator comum de ambas as vias, que se juntam na via
comum e ativam o FV com o auxilio do calcio, eles ativam a
protrombina, que se transforma em trombina. O FVIII é
ativado pela trombina e os fosfolipidios plaquetarios auxiliam
na ativacao da protrombina em vez do FXa. Esse processo é

um pouco mais lento, demorando de um a seis minutos.

A coagulacao sanguinea consiste em transformar o
fibrinogénio, proteina sollvel do plasma, em fibrina, polimero
insolUvel, por acao da trombina. A fibrina forma uma rede
elastica de fibras que consolida o tampao plaquetario,
transformando-o em tampao hemostatico. A trombina
resultante da via comum estimula a formacao da fibrina que é
estabilizada pelo FXllla.

No processo final da coagulacao ocorre a transformacao de
fibrinogénio e fibrina e, apés 48 a 72 horas, as células
endoteliais se regeneram e comecam a secretar enzimas que
irao destruir o coagulo no processo conhecido como
fibrindlise.

Fibrindlise



Lesio

|

Ativagdo de fatores

/ 1\

Procoagulantes  Anticoagulantes  Fibrinoliticos w=mmp Destruicdo do coagulo e
l l reestabelecimento do fluxo sanguineo

Dimensionamento quantitative
e temporal do coagulo

Esquema 3 - Fibrindlise

Esse € o mecanismo de dissolucao enzimatico do coagulo que
se forma apods lesao vascular, permitindo a recanalizacao do
vaso lesado e tamponado. A enzima responsavel pela
fibrindlise é a plasmina, que, quando ativada, se transforma
em plasminogénio. Existem substancias ativadoras e
inibidoras do plasminogénio, que confere um equilibrio do
processo.

Atividade intrinseca Atividade extrinseca

Fator Xlla )
P + + Ceroquinase
Kalicreina

Plasminogénio sl Plasmina

i/ ff l

Estreptoquinase Destruigdo da fibrina

l

Fragmentos

Esquema 4 - Atividade intrinseca e extrinseca da coagulacao



Os fatores fibrinoliticos comecam a ser sintetizados desde o
inicio do processo da hemostasia, ja com o objetivo de
destruir a fibrina apds o restabelecimento do tecido lesionado.
Da mesma forma que os fatores anticoagulantes sao
importantes para evitar trombose, os fatores fibrinolitico e
plasminogénio também sao fundamentais nesse sentido.

Coagulograma

O coagulograma é dividido em duas partes:

[] Coagulograma tipo |, que consiste nos testes de
tempo de sangramento, prova de fragilidade capilar,
tempo de coagulacao do sangue total e medida de
retracao do coagulo.

[ Coagulograma tipo Il, que consiste de todo o
coagulograma tipo | mais TP, TTPa e dosagem de
fibrinogénio.

Avaliando o resultado dos exames, pode-se supor uma
determinada alteracao. O coagulograma é um conjunto de
exames de triagem, ou seja, eles avaliam se ha ou nao uma
alteracao qualquer e podem indicar uma determinada
alteracao, porém para diagndstico, devem ser feitos exames
especificos para cada suspeita.



Capitulo 15
Tempo de Sangramento

TEMPO DE SANGRAMENTO



O tempo de sangramento é um teste que avalia a duracao de
uma pequena hemorragia provocada superficialmente na pele
e faz parte do Coagulograma do tipo |. Essa técnica é
imprecisa, pois depende de muitos fatores externos como o
modelo de lanceta utilizada, forca e pressao aplicadas
durante a puncao.

Essa técnica avalia a resposta da parede capilar a lesao e
defeitos na hemostasia primaria. Seu resultado é apenas
qualitativo devido as diversas interferéncias que podem
afetar os resultados e, por esse motivo, a técnica esta caindo
em desuso.

Método de Duke

Material
[ Lancetas esterilizadas
[] Papel de filtro
[] Cronbmetro
Metodologia

Com o auxilio de um algodao embebido em 4&lcool, fazer a
assepsia da polpa digital do dedo anelar do paciente.
Aguardar a evaporacao do alcool e realizar a puncao na
regiao lateral da polpa, sem pressionar o dedo. A puncao deve
ser firme, e no momento que se observa a primeira goticula
de sangue, disparar o cronbmetro.



A cada 30 segundos, absorver a gota de sangue, com o papel
filtro, sem encostar na incisao. No momento em que nao se
observa nenhuma gota sendo absorvida pelo papel filtro,
parar o cronbmetro. O valor do tempo de sangramento do
paciente é o tempo marcado no fim do sangramento. O tempo
de precisao é de 30 segundos, ja que a analise da incisao é
feita de 30/30 segundos.

Valores de referéncia

Até trés minutos

Método de lvy

A metodologia proposta por Ivy é similar a técnica de Duke, e
estd sujeita aos mesmos erros e falta de padronizacao. Essa
técnica ja foi adaptada para utilizacao de um dispositivo que
padronizou as incisdes, reduzindo os erros de procedimento.

Material
[ Lancetas esterilizadas
[] Papel de filtro
[] Esfignomanémetro
[] Cronémetro

Metodologia



Inflar o esfignomanémetro a 40mmHg em um braco onde
nenhuma tenha sido puncionada recentemente. Analisar a
regiao volar do antebraco para encontrar uma regiao onde
nao existam veias superficiais ou lesées. Fazer a assepsia do
local e esperar a evaporacao do alcool. Observar se o
esfignomandmetro esta na marca de 40mmHg (manter essa
pressao durante todo o teste) e fazer duas incisdes paralelas
e em angulo reto com o eixo longitudinal do antebraco,
separadas por cinco a 10cm. Acionar o cronbmetro
imediatamente apés as puncoes.

A cada 30 segundos, absorver a gota de sangue, com o papel
filtro, sem encostar nas incisdes. No momento em que nao se
observa nenhuma gota sendo absorvida pelo papel filtro em
ambas as incisbes, parar o cronbmetro e retirar o
esfignomandmetro.

O valor do tempo de sangramento do paciente é o tempo
marcado no fim do sangramento. O tempo de precisdao é de
30 segundos, ja que a analise da incisao é feita de 30/30
segundos.

Valor de referéncia

Até sete minutos

Discussao



Quando o resultado do teste esta alterado, refazé-lo
redobrando os cuidados em relacao as possiveis falhas de
procedimento (de preferéncia utilizar lanceta com 1,5mm de
profundidade, com puncao firme e rapida, evitando encostar o
papel de filtro nas incisdes). Se o resultado persistir, esse
tempo de sangramento alterado indica alguma alteracao na
formacao do tampao plaquetario. Essa alteracao pode indicar
plaguetopenia, doenca de Von Willebrand, mieloma multiplo,
uremia, insuficiéncia hepatica, doenca de Glazmann,
sindrome de Bernard-Soulier, uso de alguns medicamentos
COmMo a aspirina.

Esse teste nao fecha diagnéstico, e é utilizado apenas como
triagem. Pacientes com resultados alterados devem fazer
exames complementares (coagulograma do tipo Il, dosagem
de fatores da coagulacao, por exemplo) para se achar a causa
da alteracao.



Capitulo 16
Prova de Fragilidade Capilar

PROVA DE FRAGILIDADE CAPILAR

A prova de fragilidade capilar é baseada na técnica de
Rumpel-Leed, que testa a resisténcia capilar sobre condicdes
de anoxia e pressao sanguinea capilar aumentada por meio
de um esfignomanometro. A fragilidade capilar &
caracterizada por pequenos extravasamentos de sangue sob
a pele que geralmente ocorrem por pequenas alteracdes nos
capilares.

Técnica



Material

Esfignomanometro
CronGmetro
Estetoscépio
Caneta

Lamina

N I N (B

Metodologia

A técnica consiste na afericao da pressao arterial do paciente,
e fazendo-se uma média da pressao sistdlica e diastdlica.
Apds medir a pressao do paciente, marcar com uma caneta
qualquer marca ou sinal que possa ser confundido com uma
petéquia apds o exame.

Colocar o esfignomanometro aproximadamente 5cm acima da
fossa anticubital e infla-lo até a média das pressdes medidas.
Deixar o braco do paciente na altura do coracao e marcar
cinco minutos no cronémetro.

Apdbs os cinco minutos, retirar o esfignomandémetro do braco
do paciente e pedir para que ele movimente o braco para

liberar a pressao e entao verificar o surgimento de petéquias.

Leitura de resultados



Até seis petéquias na fossa anticubital, o resultado é
negativo. Mais de seis petéquias, o resultado é +/4+.
Petéquias que descem o braco até 1/3 do comprimento,
++/4+, até 2/3 do braco, sao +++/4+, e se as petéquias
chegarem até o punho ou mao, ++++/4+.

Algumas petéquias podem se formar tardiamente, até 24
horas apds o exame, por isso deve-se informar o paciente que
figue atento ao surgimento de petéquias, e caso isso ocorra,
informar ao paciente que é necessario voltar ao posto para
verificar o resultado.

Caso o0 seja positivo, repetir o exame no outro braco, para
confirmar o resultado. Depois de confirmada a alteracao,
observar outros resultados do Coagulograma para fechar um
diagndstico.

Discussao

Os resultados podem ser dificeis de interpretar caso o
paciente ja apresente petéquias ou areas vermelhas na pele.
Para um diagndstico correto, levar em consideracao outros
exames e dados clinicos além desse exame. Resultados falso-
positivos podem ocorrer antes ou depois da menstruacao e na
pés-menopausa. O teste positivo pode ocorrer em patologias
que se desenvolvem com a fragilidade capilar como os
defeitos na sintese do colageno e deficiéncia de vitamina C,
em pacientes com plaquetopenia, como as purpuras
(trombocitopénica idiopatica, purpura trombocitopénica pos-



infecciosa, pUrpura de Henoch-Schoenlein) e em pacientes
com telangectasia hereditaria hemorragica.

A predisposicao genética é um fator que causa positividade
no teste. Exames realizados em mulheres em determinados
periodos do ciclo menstrual, também mostram uma relacao
com 0s niveis hormonais.

Situacdes de estresse, ansiedade e depressao, podem
provocar equimoses durante esse teste. Essas situacdes sao
mais comuns no sexo feminino, e sao denominadas como
Purpura por Melancolia. O mecanismo que leva aos
sangramentos nessas situacdes ainda é desconhecido.

A fragilidade capilar nao requer tratamento especifico, a nao
ser em casos de diagnéstico de alguma coagulopatia. As
equimoses e petéquias desaparecem espontaneamente em
poucos dias. O diagndstico diferencial deve ser feito com
diminuicao do nimero de plaquetas ou alteracdes nos fatores
de coagulacao. Quando esses dois exames estao normais e o
valor da prova de fragilidade capilar esta aumentado, o
diagndstico de Fragilidade Capilar esta confirmado.



Capitulo 17
Tempo de Coagulacao

TEMPO DE COAGULACAO

O tempo de coagulacao corresponde ao tempo gasto para o
sangue coaqgular quando retirado do organismo, e por isso
pode avaliar de maneira global os fatores relativos ao sistema
de coagulacao. Esse é um teste que avalia a via intrinseca da



coagulacao, e depende dos fatores de coagulacao VI, IX, X,
Xl e Xll, e das proteinas pré-calicreina, cininogénio de alto
peso molecular e ions de calcio.

Técnica
Material

[] Tubos de hemdlise

[] Cronbmetro

i Banho-maria a 37°C

[ Kit para coleta sanguinea venosa
Metodologia

Para a realizacao desse exame €& necessario preparar o
paciente para uma boa puncao, higienizando o local da
coleta, colocando o torniguete no momento da coleta, e nao o
deixando por mais de dois minutos (sendo o ideal a coleta
sem o torniquete). A puncao deve ser feira com seringa, € no
momento em que o sangue é visto no émbolo, disparar o
crondbmetro. Coletar 2ml de sangue, colocando 1ml em cada
tubo (tubo 1 e tubo 2), pré-aquecido em Banho-maria a 37 °C.
Esperar trés minutos no crondmetro a partir do momento em
gue o sangue entrou em contato com o embolo. Apds os trés
minutos, colocar os tubos novamente em banho Maria.
Inverter o tubo 1 a cada um minuto até o sangue coaqular.
Nesse momento comece a inverter o tubo 2 a cada trinta



segundos. Quando o tubo 2 coaqular, parar o cronbmetro e
anotar o tempo.

Valores de referéncia

Somar o tempo em minutos de coagulacao do primeiro tempo
ao tempo em segundos da coagulacao do segundo tubo.

O resultado da coagulacao em até 11 minutos é normal.
Discussao

Os resultados do teste de coagulacao podem sofrer alteracdes
se o0 Banho-maria nao estiver bem calibrado ou se o
cronbmetro nao for acionado imediatamente apds a puncao.
Alteracées também podem ser vistas caso o tubo usado
esteja sujo, ou se o tubo for siliconizado (o tempo de
coagulacao nesses tubos pode chegar a 40 minutos).

Tempo prolongado da coagulacao quase sempre significa
severas hemofilias (1/3 dos pacientes com hemofilia nao
apresentam alteracao nesse teste), presenca de
anticoagulante circulante (inibidor de fator VIII ou inibidor
lUpico, por exemplo) ou deficiéncia de fator Xll. Pacientes com
tratamento com heparina também podem apresentar
resultado alterado.



Capitulo 18

Tempo de Retracao do Coagulo



TEMPO DE RETRACAO DO COAGULO

A retracao do coagulo depende principalmente da quantidade
e atividade das plaquetas. O fibrinogénio também interfere no
resultado, pois o reticulo de fibrina conserva o soro por
capilaridade, logo, se a quantidade de fibrinogénio estiver
aumentada, o tempo de retracao do coagulo estara reduzida.
Eritrécitos e leucdcitos nao influenciam diretamente na
retracao do coagulo, porém, em caso de grandes alteracoes
na quantidade dessas células, o volume do soro é alterado, o
gue altera o resultado do teste. A trombina é outro fator que
atua diretamente na retracao do coagulo. E entao quanto
maior a quantidade de trombina, maior o grau de retracao do
coagulo.

Um coagulo inicial contém todos os elementos do sangue e
apos a retracao completa do codagulo, o soro é expulso da
malha de fibrina. Essa expulsao é decorrente da acao direta
das plaquetas na malha de fibrina, e por isso permite avaliar
a porcentagem da retracao em relacao ao volume de soro
obtido apds uma retracao do coagulo.

Técnica

Material
[] Material para puncao venosa;
[] Tubo graduado;

[] Borracha adaptavel ao tubo;



[] Fio de cobre do mesmo comprimento do tubo;

[] Banho-maria a 37°C;
[] Cronometro.
Metodologia

Coletar pelo menos 5ml de sangue venoso do paciente com
cuidado para que a coleta seja livre de traumas, evitando
assim grumos plaquetarios na amostra. Encher o tubo
graduado até a marca de 5ml, fixar o fio de cobre na borracha
adaptavel ao tubo e mergulhar a extremidade curvada deste
fio no sangue, até metade da coluna liquida. Colocar o tubo
em Banho-maria por uma hora e meia. No periodo de uma
hora, o coagulo ja deve estar formado e o soro separado.
Cuidadosamente, retire o fio de cobre com o coagulo aderido
e aguarde de dois a trés minutos para escorrer o soro preso
na malha de fibrina.

Centrifugar o tubo graduado para poder identificar o volume
de soro expelido durante a coagulacao, descontar o volume
eritrocitario residual liberado pelo coagulo.

Calculos

O valor de retracao do coagulo é calculado em porcentagem e
pode ser feito usando dois calculos distintos.

RC = Volume do Soro x 100
Volume do Sangue Total




O volume do soro é o valor encontrado no tubo graduado
apos a centrifugacao. Esse valor deve ser multiplicado por
100 para se identificar quantos ml de soro sao obtidos a partir
de 100ml de sangue. O volume do sangue total é equivalente
aos 5ml de sangue colocados no tubo antes da retracao do
coagulo.

Como os valores 100 e 5 sao constantes, podemos simplificar
a férmula multiplicando o volume do soro encontrado por 20.

RC = Volume do Soro x 20

Outro calculo que pode ser utilizado para determinacao do

valor de retracao do coagulo é:

RC = Volume de Sangue - Volume do Soro Ht do Paciente

— o
Volume de sangue Ht normal (45%) x 100%

Para a utilizacao deste cdlculo é necessario saber o valor do
hematdcrito do paciente. Podemos simplificar essa equacao
para:

5 - Volume do Soro % Ht do Paciente
5 45

RC = x 100

Em ambas as equacbes, teremos como resultado a
porcentagem de retracao do coagulo.

Valores de Referéncia

Retracao do coagulo de 48 a 64%



Discussao

A retracdao do coagulo é a fase final do processo de
coagulacao e é um indicador direto da funcao plaquetaria. A
gquantidade de trombina, fibrinogénio e células sanguineas
pode interferir no resultado desse teste. Em situacées como
anemia, purpura trombocitopénica idiopatica, leucemia, lUpus
eritrematroso, septicemia, tromboastemia e outras
coagulopatias, pode reduzir o volume do coagulo. Ja nas
policetemias, o codagulo pode estar aumentado devido a
grande quantidade de células. A rede de fibrina é proporcional
a quantidade de fibrinogénio. A hemossedimentacao
acelerada e as hemacias no fundo do tubo podem causar
alteracoes na retracao do coagulo.

O ideal é encontrar um codgulo firme e bem retraido, o que
indica uma funcao normal e quantidade normal de plaguetas.



Capitulo 19
Tempo de Protrombina

TEMPO DE PROTROMBINA

O tempo de protrombina (TP) é uma medida laboratorial para
avaliar a via extrinseca da coagulacao (Fll, FV, FXIl, FX e
fibrinogénio). A maioria desses fatores sao vitaminas K-
dependentes, ou seja, o TP também pode ser usado para
auxiliar o estudo de coagulopatia secundaria as doencas
hepatobiliares durante o tratamento e quando ha suspeitas
de caréncia de vitamina K. A tromboplastina tecidual em
presenca de calcio ativa todo o sistema extrinseco da
coagulacao, por isso esse teste é baseado na adicao dessa



substancia no plasma para observar o tempo da reacao final
de um coagulo sdlido.

Esse teste pode auxiliar no acompanhamento no uso de
anticoagulantes e na avaliacao de risco cirdrgico.

Devido as diferencas dos reagentes utilizados em varios
laboratdrios, a OMS recomenda uma padronizacao utilizando
o INR ( International Normalized Ratio ). O INR é a relacao do
TP do paciente com o TP de um pool normal

Técnica
Material

Banho-maria a 37°C;

Centrifuga;

Cron6metro;

Tubos de hemdlise;

Tubos com citrato de sédio 3,8g/dl
Solucao de tromboplastina
Cloreto de calcio 0,025

N Iy [ Iy B

Metodologia



Toda a técnica deve ser realizada em duplicata para garantir
um resultado confidvel. A coleta do sangue deve ser sem
traumatismos e contaminacao por liquido tissular e deve ser
colocada em um tubo de citrato, para que este seja
centrifugado para a obtencao do plasma sanguineo. Colocar
trés tubos de hemodlise identificados como: PAC1, PAC2
(amostras em duplicata do paciente) e PC (plasma de controle
normal). Colocar em cada tubo PAC 0,1ml de plasma do
paciente e 0,1ml de plasma do controle no tubo controle.
Acrescentar em todos os tubos 0,1ml da solucao de
tromboplastina e deixar os tubos em Banho-maria por dois
minutos.

Valores de Referéncia

Valores normais: 11 e 14 segundos.

O resultado também poderd ser liberado em forma de
porcentagem do normal, segundo uma curva de diluicao do
plasma normal. Para esse tipo de resultado o valor de
referéncia é de 70 a 100% do padrao.

Discussao

Tempo TP aumentado pode indicar deficiéncia dos fatores FlI
ou FVII, sendo muito rara a deficiéncia no FV e FX.

Tempo TP reduzido pode ser recorrente a interacao com
anticoagulantes como os barbituratos, vitamina K,



anticoncepcionais e alguns diuréticos. Antes de liberar algum
resultado alterado, observar se o plasma estava velho, com
hemdélises, se houve contaminacao por fator tecidual, se as
vidrarias estavam contaminadas por detergente ou trombina,
se houve erros de pipetagem ou de visualizacao do coagulo.
Caso seja observada qualguer uma das falhas mencionadas
acima, refazer o teste redobrando o cuidado em relacao aos
erros proceduais.

Razao Internacionalizada Normalizada - RNI

Com o resultado desse exame, podemos calcular o RNI, que é
uma razao criada pela Organizacao Mundial da Saude para
padronizar o resultado do teste, levando em consideracao os
diferentes tipos de fator tissular utilizados nos testes. Cada
fabricante fornece o niumero do ISl utilizado no seu kit . Para
fazer esse célculo, Deve-se observar o ISI na bula do kit usado
para cada teste.

RN| = ( TP do paciente =]
TP do plasma controle

O caélculo é feito com a razao do TP do paciente sobre o TP do
plasma controle e o resultado é elevado ao valor do ISI do kit
utilizado.

A tabela abaixo pode ser usada para facilitar os calculos para
encontrar o RNI.



Um RNI igual a 1,00 indica um sangue com coagulacao
normal. Valores entre 0,85 e 1,20 estao dentro dos valores de
referéncia de normalidade. Pacientes com tromboembolismo
precisam manter o RNI entre 2,0 e 3,0, controlando com
anticoagulantes para reduzir o risco de tromboses. Valores
entre 3,0 e 5,0 de RNI apresentam uma anticoagulacao
perigosa, e 0s pacientes devem procurar orientacao para
controle da alteracao. Valores de RNI acima de 5,0 indicam
uma anticoagulacao excessiva e maior risco de sangramentos
espontaneos, inclusive de acidente vascular espontaneo
hemorragico, por isso, o controle do RNI deve ser feito com
grande rigor.



TP da

amostra | 11s |11,5s | 12s |125s | 135 |13,5s [|Atividade (%) R RMNI

controle
1 | 115 | 12 | 125 | 13 | 135 100 1,00 1,00
112 | 117 | 122 | 128 | 133 | 138 936 1,02 1,02
113 | 118 | 124 | 129 | 134 | 139 91,0 1,03 1,03
11,6 | 121 | 126 | 131 | 137 | 142 87,1 1,05 1,07
117 | 122 | 127 | 133 | 138 | 143 854 1,06 1,08
121 | 127 | 132 | 138 | 143 | 149 78,6 1,10 1,13
123 | 12,9 | 134 | 140 | 146 | 15.1 76,3 1,12 1,15
127 | 132 | 138 | 144 | 150 | 155 72,1 1,15 1,20
130 | 136 | 142 | 148 | 153 | 159 68,7 1,18 1,23
133 | 139 | 145 | 151 | 157 | 16,3 65,4 1,21 1,27
138 | 144 | 150 | 156 | 163 | 169 61,5 1,25 1,33
146 | 153 | 160 | 166 | 173 | 178 55,0 1,33 1,42
153 | 16,0 | 16.7 | 17.4 | 18,1 | 18,8 51,4 1,39 1,51
158 | 166 | 173 | 180 | 187 | 194 483 1,44 1,57
162 | 169 | 176 | 184 | 191 | 198 46,9 1,47 1,62 |

16,7 | 175 | 182 | 190 | 198 | 205 44,3 1,52 1,69

172 | 17,9 | 187 | 195 | 203 | 211 42,6 1,56 1,75

TP 176 | 184 | 192 | 200 | 208 | 216 40,5 1,60 1,80
17,8 | 18,6 | 194 | 202 | 21,1 | 21.9 40,2 1,62 1,83

do 182 | 190 | 198 | 206 | 215 | 223 38,5 1,65 1,88

teste 185 | 193 | 202 | 210 | 218 | 227 7.4 1,68 1,92 |
189 | 198 | 206 | 215 | 224 | 232 36,3 1,72 1,07
193 | 201 | 210 | 219 | 228 | 236 35,7 1,75 2,02
198 | 207 | 216 | 225 | 234 | 243 34,3 1,80 2,08
204 | 213 | 222 | 231 | 24,1 | 250 32,4 1,85 2,16
200 | 210 | 298 | 238 | 247 | 257 313 1,90 2,23
215 | 224 | 234 | 244 | 254 | 763 30,6 1,95 2,31
22,0 | 230 | 240 | 250 | 26.0 | 27.0 29,6 2,00 2,38
227 | 237 | 2a7 | 257 | 26.8 | 278 281 2,06 2,47
237 | 247 | 258 | 269 | 280 | 290 26,4 2,15 2,60
242 | 253 | 264 | 275 | 286 | 29.7 25,5 2,20 2,68
253 | 265 | 276 | 288 | 299 | 311 24,3 2,30 2,83
264 | 276 | 288 | 300 | 312 | 324 23.1 2,40 2,99
276 | 289 | 301 | 314 | 326 | 339 21,7 2,51 3,16
308 | 322 | 336 | 350 | 364 | 378 18,5 2,80 3,62
330 | 345 | 360 | 375 | 390 | 405 17,2 3,00 3,95
36,3 | 38,0 | 396 | 41,3 | 429 | 446 15,2 3,30 4,45
385 | 403 | 420 | 438 | 455 | 473 14,6 3,50 479
440 | 46,0 | 480 | 500 | 520 | 54.0 12,1 4,00 5,66

Tabela 8 - Razao Internacionalizada Normalizada*




Capitulo 20

Tempo de Tromboplastina Parcial
Ativada

TEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ATIVADA

Esse teste avalia a eficiéncia da via intrinseca da coagulacao
(fatores XII, XI, IX e VII) por meio da medicao do tempo



necessario para formacao de um coagulo de fibrina apds a
adicao de emulsao de calcio e fosfolipidio a uma amostra de
calcio. Um ativador é usado para diminuir o tempo de
coagulacao.

O Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPa) consiste na
determinacao do tempo de coagulacao do plasma citratado
apos a adicao de um fator de fase de contato da coagulacao e
um reagente, a cefalina, que substitui o fosfolipidio da
membrana plaquetaria. O calcio reverte a acao do citrato e é
por isso o Ultimo reagente a ser adicionado. O ativador de
fase de contato que é colocado em acesso vai ativar O FXIl na
presenca de pré-calicreina e cininogéneo de alto peso
molecular. E o FXlla vai transformar o FXI em FXla. O FXla
ativa o FIX, e este, justo com o FVIII-C, que atua como cofator
vai ativar o FX, que ativa o FIl na presenca do FV e do
fosfolipidio de membrana plaquetaria, que no TTPa, é
representado pelo ativador de fase de contato. O Fll ativado
(trombina) coagula o fibrinogénio, transformando-o em
fibrina. Esse ativador de fase de contato nao possui atividade
de fator tecidual, isto é, nao é capaz de ativar o FVII da
coagulacao. Por este motivo, ele é chamado de

tromboplastina parcial.
Técnica
Material

[] Tubo de hemolise;



Tubo de citrato de sédio 3,8 g/dI;
Cloreto de calcio 0,025M;
Cefalina de cadlin;
Tromboplastina parcial;
Cronbmetro;

Banho-maria a 37°C.

OO OO OCdd

Metodologia

A coleta do sangue deve ser sem traumatismos e sem
contaminacao por liquido tissular e deve ser colocada em um
tubo de citrato, para que este seja centrifugado para a
obtencao do plasma sanguineo. ldentificar dois tubos de
hemodlise, PAC e ICT, em Banho-maria a 37°C, adicionar 0,1ml
do plasma do paciente em seu respectivo tubo e 0,1ml de
Cefalina cadlin, agite o tubo e encube-o a 372C por quatro
minutos. Rapidamente, adicione 0,2ml da solucao de cloreto
de calcio e dispare o crondbmetro. Aguarde 30 segundos e
comece a inverter o tubo a cada segundo, observando o
momento em que ocorre a coagulacao. Pare o cronémetro e
anote o valor. Repita o procedimento para o tubo controle
usando um plasma controle. O resultado da TTPa sera a razao
entre o plasma do paciente sobre o plasma normal.

Valor de referéncia

De 40 a 60 segundos, a razao deve ser igual ou menor a 1,2.

Discussao



Um TTPa prolongado pode indicar uma deficiéncia de
determinados fatores de coagulacao do plasma. Esses fatores
abrangem praticamente todos os fatores da cascata de
coagulacao, com excecao do FVII, que é exclusivo da via
extrinseca. Terapia com anticoagulante como a varfarina e
heparina ou a presenca de produtos de divisao da fibrina
podem também aumentar o TTPa. Se esse teste der alterado
e o TP do paciente também, indica deficiéncia dos seguintes
fatores: X, V e Il. O TTPa pode indicar uma hemofilia ou
estados hemofiloides.



Conclusao
CONCLUSAO

Este manual foi elaborado seguindo as técnicas mais comuns
hoje adotadas no Brasil. Nao pode, todavia, deixar de olhar
para o futuro, que aponta para uma continua evolugcao e
amplidao do conhecimento cientifico, que produz a
necessidade de uma constante revisao dos procedimentos
outrora considerados como o mais avancados.

Deve-se ter em conta, ainda, que cada laboratério possui
regras préoprias que, quando se chocarem com as do presente
manual, devem ser adotadas. Tal nao invalida as técnicas aqui
descritas, mas apenas confirma que a ciéncia nao é
unidirecional, pois permite a divergéncia de procedimentos
com vistas a um mesmo fim.



E fundamental observar-se que as técnicas aqui adotadas
devem, ainda, ser complementadas por outras que nao foram
objeto do presente trabalhos, em especial, as relativas a
seguranca fisica dos laboratérios e a prevencao contra a
infeccao do ambiente ou dos técnicos por microrganismos
patogénicos presentes das amostras.

Outro aspecto que deve ser observado é o descarte do
material, que deve se submeter a regras a serem emitidas
pelos laboratérios e pelos 6rgaos de vigilancia sanitaria
federal e estaduais.

Espera a autora, com a presente obra, contribuir para o
aperfeicoamento da pratica laboratorial de hematologia e
hemoterapia, e, no sentido oposto, receber dos usuarios um
feedback sobre a aplicabilidade das técnicas tratadas e dos
aperfeicoamentos que o desenvolvimento cientifico tornar
recomendaveis.
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