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RESUMO: A necessidade de seguran¢a dos resultados na determinacao de constituintes biolégicos num
laboratdrio clinico determina a adocédo de sistemas eficientes de controles que permitam confiabilidade nos
resultados. Devido a importancia do hemograma dentro do estabelecimento do diagnéstico e progndstico
torna-se evidente controlar a qualidade de seus resultados. Sendo assim, o trabalho propdés uma
metodologia alternativa para o controle de qualidade interno no setor de Hematologia do Laboratério de
Analises Clinicas do Hospital Universitario do Oeste do Parana (HUOP), visando o emprego de uma
metodologia de facil operagéo e baixo custo envolvendo os equipamentos utilizados na rotina do laboratdrio.
Foram utilizados para este estudo amostras de sangue venoso de individuos internados no HUOP. O
hemograma foi processado em contador de células automatizado. Imediatamente apds o processamento
das amostras, estas foram acondicionadas sob refrigeracédo a 4°C. Apos 24, 48 e 72 horas de refrigeracéao,
as amostras foram re-processadas no mesmo contador de células, visando estabelecer a preservacao dos
parametros hematolégicos. Os resultados das contagens dos elementos celulares apos 24 horas sao
aceitaveis, pois ndo foram estatisticamente diferentes daqueles do material original (imediatamente apds a
coleta), pois o sangue nao sofre grandes transformacfes. Entretanto os resultados dos hemogramas apos
24, 48 e 72 horas, foram considerados inadequados devido a mudancas no estado geral de sua
composicdo. Nossos resultados demonstram que a refrigeracdo da amostra de sangue utilizada para
realizacao do hemograma pode ser usada como parametro para calibragédo do aparelho e confiabilidade do
resultado emitido, sendo ma alternativa viavel, econémica e confiavel.

PALAVRAS-CHAVE: Controle de Qualidade Interno; Hemograma; Preservacao de células.

1. INTRODUCAO

O sangue € o liquido corporal mais utilizado para fins analiticos. Os testes sanguineos
sdo, em sua maioria, para estabelecer um diagnéstico, excluir algum problema clinico,
monitorizar tratamento, estabelecer um prognéstico, fazer triagem de doenca, determinar
a posologia eficaz de um medicamento e evitar toxicidade (LEE, et al,1999; STIENE-
MARTIN et al., 1998).

A andlise laboratorial visa a obtencdo de resultados compativeis com a metodologia
empregada. A necessidade de seguranca dos resultados obtidos na determinagcédo de
constituintes bioldgicos no laboratério clinico determina a adogéo e o desenvolvimento de
sistemas eficientes de controles que permitam confiabilidade nos resultados (MOTTA,
2003). Para alcancar esses objetivos é necessario que se mantenha um programa de
Garantia da Qualidade e que o0 mesmo contenha fundamentos na hora de se fazer um
exame como procedimentos pré-analiticos, que inclui a preparacdo do paciente, coleta,
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transporte, conservacao e preparacao da amostra; procedimentos analiticos, que incluem
0S mecanismos para a validacdo dos resultados obtidos, além da exatiddo, preciséo,
especificidade, sensibilidade dos exames e a segurangca da metodologia empregada;
procedimentos pés-analiticos, que inclui a revisdo da congruéncia dos resultados obtidos,
organizagdo e armazenamento dos dados. Existem basicamente duas formas de
monitoramento do Controle de Qualidade Total:

e Controle de Qualidade Externo (CQE) - controle interlaboratorio -
determinacdo do desempenho dos exames laboratoriais através de comparacoes
interlaboratoriais. Tem por objetivo assegurar que os resultados laboratoriais cheguem o
mais préximo possivel do valor real dos analitos analisados (MOTTA, 2003);

e Controle de Qualidade Interno (CQIl) - controle intralaboratério -
procedimentos conduzidos em associagdo com os exames das amostras do paciente para
avaliar se o sistema analitico esta operando dentro dos limites de tolerancia pré-definidos.
Tem por objetivo assegurar um funcionamento confiavel e eficiente dos procedimentos
laboratoriais fornecendo resultados validos em tempo util (MOTTA, 2003);

Amostras controles comerciais para as determinacdes hematologicas ndo eram
viaveis até que os primeiros analisadores hematoldégicos automatizados fossem
introduzidos, nos anos 60-70. Nessa época também surgiu o ICSH - International Council
for Standardization in Haematology, para determinar a padronizacdo em Hematologia.
Pelo fato das determina¢cdes hematologicas envolverem componentes celulares vivos e
facilmente instaveis, viu-se necessério estudos que padronizassem a obtencdo de
amostras controle comerciais estaveis para a hematologia (STIENE-MARTIN et al., 1998).

Algumas vezes, os profissionais que executam as analises clinicas encontram
dificuldades em seguir as normas para os programas de controle de qualidade interno ou
externo, pois em alguns casos 0S programas sSao caros, complexos e até mesmo
impraticaveis (HOWANITZ et al. 1997). Assim € necessario que profissionais escolham
programas de controle de qualidade simples e adaptaveis a sua rotina laboratorial.

O objetivo deste trabalho foi testar uma metodologia de baixo custo para controle
de qualidade interno no setor de Hematologia do Laboratério de Analises Clinicas do
Hospital Universitario do Oeste do Parana (HUOP), visando uma alternativa ao material
controle padronizado pelo fabricante do contador de células automatizado Cell-dyn 3200°
(Abott).

2. MATERIAL E METODOS

O material clinico utilizado para a realizacdo do presente estudo compreendeu 0s
dados provenientes do banco de dados do laboratério do HUOP e as amostras de sangue
coletadas para confeccdo do hemograma. Os hemogramas foram realizados com
amostras de sangue venoso coletadas em presenca de anticoagulante
etilenodiaminotetracético tripotassico (EDTA K3), de acordo com a padronizacdo do setor
de Hematologia do Laboratorio de Andlises Clinicas, dos individuos que séo atendidos no
Pronto Socorro e individuos internados no HUOP.

As amostras foram homogeneizadas por cinco minutos em homogeneizador
hematologico (Phoenix A22). Em seguida, foram introduzidas em aparelho contador de
células automatizado (Cell-Dyn 3200 C5/SL, fabricante Abott Laboratories USA- 1997),
em triplicata, que forneceu a contagem diferencial de leucdcitos, eritrocitos e plaquetas,
concentracdo de hemoglobina, valores do hematdcrito e RDW (red cell distribuition width),
além dos indices hematimétricos (VCM - Volume Corpuscular Médio; HCM - Hemoglobina
Corpuscular Média; CHCM - Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média).O
hemograma foi completado pela andlise do esfregaco sangiineo , onde foram realizadas
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a analise morfolégica de leucécitos, eritrécitos e plaquetas e a contagem diferencial de
leucécitos.

Imediatamente apO6s o0 processamento das amostras, as mesmas foram
acondicionadas sob refrigeracéo de 4°C em refrigerador (Brastemp 340L). Apos 24, 48 e
72 horas de refrigeragdo, as amostras foram re-processadas em triplicata no mesmo
contador de células automatizado, visando estabelecer a preservagdo dos parédmetros
hematologicos. O nimero de hemogramas analisados diariamente foi de cinco amostras
(n=5) durante cinco dias. Os hemogramas analisados independeram de sexo e a faixa
etaria foi pacientes maiores de 18 e menores de 65 anos.

A andlise estatistica foi realizada através da andlise da variancia e teste de t de
Student’s. O limite maximo de significAncia considerado foi de 5% (p<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 225 amostras avaliadas no periodo de 05 a 11 de novembro de 2006, verificou-
se gue os dados analisados pelo ANOVA (andlise de variancia) e através do teste t de
Student’s, ndo foram estatisticamente diferentes nas primeiras 24 horas daqueles do
material original (imediatamente ap0s a coleta). Entretanto os resultados dos
hemogramas apds 24, 48 e 72 horas sob refrigeracdo foram considerados inadequados
devido a mudancas no estado geral de sua composi¢cao. Os dados estéo relacionados nas
Tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Resultado dos hemogramas durante a preservacao a 4°c

Tempo Eritré Hemo Hema VCM** HCM** CHCM** Leucé Plaque
citos** globina*  tocrito** (fL) (po)L (%) citos** tas**
(x 10%/  (g/dL) (%) (x 10 L) (x 10/ L)
L
Imediatamente )
apos acoleta” g 43 13,2 39,1 88,2 29,8 33,8 9,23 135
4,3 13,1 39,2 9,02 130
24 hs + 0,005 +0,25 + 0,045 91,1 30,4 33,4 + 0,024 +0,40
3,8 12 43,1 7,02 112
48 hs + 0,05 + 0,95 +1,35 113 31,5 27,8 +1,17 + 3,05
3,1 11,2 48 5,6 103
72 hs +0,35 + 0,65 +1,75 154 36,1 23,3 + 1,66 +49

* material original

** yalores médios de andlises automatizadas em triplicata
Média + desvio padrao

VCM — Volume Corpuscular Médio

HCM — Hemoglobina Corpuscular Média

CHCM - Concentracéo de Hemoglobina Corpuscular Média

Tabela 2. Variagdo média dos parametros nas contagens celulares originais e ap0s 24 horas sob

refrigeracdo a 4°c

Paréametro Material Original Coeficiente de Significancia
Variagao Estatistica

Eritrécitos (x 10/ L) 4,88 0.2 NS
Hemoglobina (g/ dL) 13,5 0.5 NS
Hematdcrito (%) 42,7 0.7 NS
Leucécitos (x 10°/ L) 6,10 1.7 NS
Plaquetas (x 10°/ L) 198 35 NS
VCM (fL) 87,4 0.7 NS
HCM (pg) 27,7 0.7 NS
CHCM (%) 31,7 0.7 NS

NS — Nao significativo
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VCM — Volume Corpuscular Médio
HCM — Hemoglobina Corpuscular Média
CHCM - Concentracéo de Hemoglobina Corpuscular Média

A Tabela 1 exibe os dados dos resultados dos hemogramas imediatamente apés a
coleta e processamento do hemograma no aparelho automatizado, ap6s 24, 48 e 72
horas sob refrigeracdo. Os resultados das contagens dos elementos celulares apos 24
horas sé@o aceitaveis, pois o sangue nado sofre grandes transformacdes. A temperatura de
armazenamento dos eritrocitos e das plaguetas preservados entre 2 e 8 °C reduz o
metabolismo das células em aproximadamente 40 vezes, reduzindo danos metabdlicos e
mantendo as funcdes de membrana. Mesmo assim, durante a refrigeracdo, o pH vai
diminuindo lentamente devido a formacdo de &cido latico (HOGMAN, 1998). Apds este
tempo, observam-se algumas variag6es que podem ser devido a agregacéo de plaquetas
e leucocitos. Segundo LEONART (1986), apos 24 horas de refrigeragdo algumas enzimas
leucocitarias, na auséncia de concentracbes adequadas de inibidores plasmaticos de
proteases, sdo capazes de agir sobre a membrana dos eritrOcitos ocasionando a
liberagcdo de potdssio e consequentemente a hemolise. Observou-se também que o
aumento do volume dos eritrGcitos é significativo e pode ser devido a entrada de sédio e
agua para o interior da célula vermelha, o qual ocorre através do decréscimo da atividade
da bomba sédio-potassio (Na-K ATPase) (FINK et. al., 1978; ISHIHARA et. al., 1987;).
Outro efeito marcante que foi observado apdés 48 e 72 horas foi & formacdo de
metahemoglobina e acimulo de lactato devido a glicdlise, o qual ndo somente diminui o
pH sanguineo como também produz um efeito osmético. Este efeito osmético também
pode estar relacionado com a diminuicdo da concentracdo de 2,3 difosfoglicerato (2,3-
DPG) devido a substituicdo do 2,3-DPG por ions cloro. Com relagdo a morfologia, a
deplecdo de ATP conduz também a transformacéo do eritrocito, que passa de discécito
para esferoequindcito. Estudos realizados por SIEBERS & MALING (1988), verificaram
que para as determinacdes hematimétricas as dificuldades aumentam, pois o sangue
guando a 4°C com os anticoagulantes usuais é estavel apenas por 1 a 2 dias, fato que foi
confirmados pelos nossos dados.

A aplicacdo de uma andlise estatistica neste trabalho teve a finalidade de verificar e
apontar possiveis erros de calibracdo do aparelho Cell-Dyn 3200 C5/SL, observando-se a
variabilidade dos resultados apresentados. Foi levado em consideracdo cada resultado
obtido da fase analitica, além dos dados da fase pré-analitica como coleta, sexo, idade,
variacdes fisiologicas, gravidez entre outros.

Os resultados desta analise mantiveram-se dentro da margem de erro esperada
mesmo existindo um Controle de Qualidade Interno no laboratério HUOP, porém, a
implantacdo de um sistema alternativo ndo é dispensavel, visto que erros de qualquer
espécie podem se tornar sistematicos e acabar por comprometer a qualidade das analises
realizadas.

4. CONCLUSAO

Devido a importancia que o exame do hemograma representa nos Laboratérios de
Andlise Clinicas e mesmo dentro do estabelecimento do diagndstico e prognéstico do
paciente, torna-se evidente controlar a qualidade de seus resultados visto que, observou-
se que dentro das vinte e quatro horas subseqlientes a coleta do hemograma, se
refrigerado a 4°C imediatamente apds o processamento da amostra, os valores das
contagens celulares desta amostra apresentam-se semelhantes, podendo ser usada
como parametro para calibracdo do aparelho e confiabilidade do resultado emitido, sendo
assim uma alternativa viavel, mais econdmica e confiavel para manutencdo do controle de
qualidade interno do setor de Hematologia do Laboratério de Analises Clinicas do HUOP.
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