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Resumo

Introdugdo: A fase pré-analitica é responsavel por grande parte dos erros
laboratoriais, podendo comprometer significativamente a fiabilidade dos resultados,
sobretudo em analises hematoldgicas como o0 hemograma e o esfregago de sangue
periférico. Assim, o tempo e a temperatura de armazenamento sao fatores pré-
analiticos que afetam a estabilidade das amostras.

Objetivo: Avaliar a influéncia do tempo e da temperatura de armazenamento
nos parametros hematolégicos obtidos no hemograma e, na morfologia das células
sanguineas.

Metodologia: Analisaram-se seis amostras de sangue venoso de individuos
saudaveis. Os hemogramas e esfregacos de sangue periférico executaram-se em
diferentes tempos (tOh, t1h, t2h, t4h, t6h, t8h, t12h, t24h e t48h), sob duas condigbes
de armazenamento: temperatura ambiente e 4°C. Utilizou-se o contador
hematolégico Beckman Coulter DxH 520 e a coloragao May-Grunwald Giemsa.

Resultados: Verificou-se uma redugado significativa dos leucdcitos, mais
evidente e precoce a 4 °C. Ocorreu uma diminuigdo do volume corpuscular médio
e aumento do volume plaquetar médio, em ambas as temperaturas, 1 hora apds a
colheita. Morfologicamente, surgiram alteragbes como rouleaux, acantocitos,
vacuolizagdo, hipergranulagédo e hiposegmentagéo principalmente a partir das 12
horas, sendo as primeiras detetadas 2 horas apds a colheita. Contrariamente a
expectativa, a refrigeragdo ndo garantiu sempre maior estabilidade das amostras.

Conclusao: O tempo e a temperatura influenciam de forma significativa os
resultados hematoldgicos e a morfologia celular.

Palavras-chave

Hemograma, Esfregago de Sangue Periférico, Tempo, Temperatura, Células
Sanguineas.






Abstract

Introduction: The pre-analytical phase is responsible for a large part of
laboratory errors and can significantly compromise the reliability of results,
especially in haematological analyses such as the complete blood count and the
peripheral blood smear. Thus, storage time and temperature are pre-analytical
factors that affect sample stability.

Objective: To evaluate the influence of storage time and temperature on the
haematological parameters obtained in the complete blood count and on the
morphology of blood cells.

Methodology: Six venous blood samples from healthy individuals were
analysed. Complete blood counts and peripheral blood smears were performed at
different times (tOh, t1h, t2h, t4h, t6h, t8h, t12h, t24h, and t48h), under two storage
conditions: room temperature and 4°C. The Beckman Coulter DxH 520
haematology analyser and May-Grinwald Giemsa staining were used.

Results: A significant reduction in white blood cells was observed, more evident
and earlier at 4 °C. There was a decrease in mean corpuscular volume and an
increase in mean platelet volume at both temperatures, 1 hour after collection.
Morphologically, changes such as rouleaux, acanthocytes, vacuolisation,
hypergranulation, and hyposegmentation appeared mainly after 12 hours, with the
first changes detected 2 hours after collection. Contrary to expectations,
refrigeration did not always ensure greater sample stability.

Conclusion: Time and temperature significantly influence haematological
results and cell morphology.

Keywords

Complete Blood Count, Peripheral Blood Smear, Time, Temperature, Blood
Cells
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Efeito do tempo e da temperatura de armazenamento na morfologia das células sanguineas e pardmetros hematoldgicos

Introducao

Os exames laboratoriais desempenham um papel fundamental no apoio ao
diagndstico, prognéstico, acompanhamento terapéutico e monitorizagdo de
diversas patologias. O processo de analise dos varios parédmetros laboratoriais
inclui trés fases: a pré-analitica, a analitica e a pds-analitica. A fase pré-analitica
envolve todos os procedimentos realizados antes da analise laboratorial
propriamente dita. E determinante no processo analitico uma vez que a maioria
dos erros laboratoriais ocorre nesta fase e condiciona a qualidade do resultado
laboratorial. A fase pré-analitica é particularmente suscetivel a erros, devido a
envolvéncia de multiplos intervenientes no processo, aumentando a probabilidade
de ndo conformidades. Exemplos desses erros incluem a incorreta identificacdo da
amostra, a escolha inadequada de tubos de colheita e as condicbes de
armazenamento ou transporte. Estas ocorréncias influenciam significativamente os
resultados obtidos, comprometendo a sua precisdo e exatiddo, e
consequentemente, o correto diagndstico [1,2].

Varios estudos referem o tempo e a temperatura de armazenamento de
amostras periféricas como fatores pré-analiticos determinantes na qualidade de
amostras para analises hematolégicas, tais como o hemograma e o esfregacgo de
sangue periférico [3—8].

Na rotina laboratorial, as amostras de sangue sao frequentemente colocadas a
temperatura ambiente durante curtos periodos antes de serem armazenadas em
condi¢cbes ideais, com o intuito de permitir a repeticdo do hemograma ou a
realizacdo de esfregagcos de sangue periférico, caso os resultados cumpram
determinados critérios. Além disto, podem ocorrer atrasos na realizagcdo destas
analises, no caso de amostras que sejam enviadas a partir de centros de colheita
remotos. Neste sentido, estudos cientificos demostram que os resultados
hematoldgicos séo influenciados pelo tempo entre a colheita e o processo analitico
em si, bem como pelas condicbes de armazenamento durante o transporte e a
entrega das amostras [3,6,7]. Deste modo, as amostras de sangue devem ser
armazenadas entre 4°C e 8°C e analisadas o mais rapidamente possivel apds a
colheita, de modo a prevenir alteracdes induzidas pelo tempo e pela temperatura
de armazenamento. Além disso, € ainda recomendado que, os esfregagos de
sangue periférico para analise morfolégica sejam preparados no limite de quatro
horas apds a colheita, de modo a evitar alteragdes morfolégicas induzidas pelo
acido etilenodiamino tetracético (EDTA), dada a instabilidade das células
sanguineas a este anticoagulante [8,9].

Algumas investigagbes mostram que as alteragdes mais significativas incluem,
nas células vermelhas, o aumento do volume corpuscular médio (VCM) e do
hematocrito e, a diminuicdo da concentragdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM). Também a diminuicdo da contagem total de leucécitos (WBC) e
diminuicdo da contagem de plaquetas sao relatadas, quando as amostras sao
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mantidas a temperatura ambiente. Do ponto de vista morfoldgico, séo, igualmente,
descritas alteragdes celulares devidas aos fatores pré-analiticos [3,4].

Neste sentido, o objetivo principal deste estudo é avaliar a influéncia do tempo
e da temperatura de armazenamento nos diversos parametros hematologicos
obtidos no hemograma, e na morfologia das células periféricas. Pretendeu-se
também estabelecer um critério relativamente ao tempo maximo de processamento
analitico do hemograma e da realizagdo de esfregagos de sangue periférico na
pratica laboratorial.
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Metodologia

Populagao de estudo

Este estudo observacional foi quantitativo descritivo e correlacional. Decorreu
no laboratorio de Hematologia Clinica/Imunohemoterapia Clinica (L02) da Escola
Superior de Saude Dr. Lopes Dias (ESALD) durante os meses de abril e maio de
2025. Foram colhidas um total de 6 amostras de sangue venoso a 3 participantes
do sexo feminino e a 3 participantes do sexo masculino. Procedeu-se a selecédo dos
participantes considerando os seguintes critérios de inclusao: idade compreendida
entre os 18 e os 23 anos; adogao de um estilo de vida saudavel. Os critérios de
exclusao aplicados incluiram: a existéncia de patologias hematolégica, renal ou
hepatica; toma de qualquer farmaco; consumo de alcool ou drogas; ndo se
encontrar em jejum no momento da colheita. Todos os participantes do estudo
preencheram um questionario acerca da sua condicdo de saude (apéndice A) e
assinaram o consentimento informado (apéndice B).

Analise dos parametros hematolégicos
A cada participante do estudo, procedeu-se a colheita de amostra de sangue
venoso para dois tubos EDTA (S-Monovette®).

Apos breve agitacado dos tubos de EDTA no agitador RSLAB-10 foi realizado o
hemograma no equipamento Beckman Coulter DxH 520. Antes da utilizagdo do
equipamento, foi realizada a sua manutencgao e foi efetuado o controlo de qualidade
do equipamento (Ref.: B36872; Lote.: 251711), fornecido pela Beckman Coulter
Ireland Inc. E de notar que, os tubos foram mantidos em agitacéo durante cerca de
10 minutos, permitindo que as amostras armazenadas a frio atingissem a
temperatura ambiente.

No estudo do efeito do tempo e da temperatura na amostra, o procedimento
descrito anteriormente foi repetido em diferentes condicbes de tempo e
temperatura. Assim, conforme descrito na figura 1, o hemograma foi repetido nos
seguintes intervalos de tempo apds a colheita: (tOh) - analise inicial de controlo; 1
hora (t1h); 2 horas (t2h); 4 horas (t4h); 6 horas (t6h); 8 horas (t18h); 12 horas (t12h);
24 horas (t24h); e 48 horas (t48h).

toh tZh téh t12h t48h

|

L

t1h t4h t8h t24h

*—>

tempo

—@

Figura 1 - Intervalos de tempo de repeticdo de analises (Hemograma e Esfregago de Sangue Periférico).
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Durante este periodo, as amostras foram armazenadas a temperatura ambiente e
a 4°C, no frigorifico do laboratério.

Analise do esfregago de sangue periférico

No estudo morfoldgico das células sanguineas, foram realizados esfregacos de
sangue periférico corados pela coloracdo May-Grunwald Giemsa, nos mesmos
intervalos de tempo descritos no procedimento anterior (figura 1). Os esfregacos
foram, mais tarde, observados no microscopio Nikon Eclipse E400 a fim de ser
possivel analisar as alteragdes morfolégicas ocorridas. A analise do esfregago ao
tOh foi considerada o controlo, sendo as alteragdes dos restantes esfregacgos, nas
diferentes horas, avaliadas em relacio ao tOh.

Durante a observacgéo do esfregagco de sangue periférico foram analisadas as
possiveis alteracbes na série branca: hiper e hipogranulagdo, hiper e
hiposegmentagao, cariorrexis, vacuolizagdo e sombras nucleares. Na série
vermelha avaliou-se a anisocromia, hipocromia, presenca de esferdcitos,
anisocitose, micro e macrocitose, poiquilocitose, rouleaux e, a presenca de outras
alteragdes na morfologia dos eritrocitos. Relativamente a série plaquetar, foi
estudada a trombocitopenia, anisocitose plaquetar, hipogranulagédo, presenca de
agregados e satelitismo plaquetar.

Analise Estatistica

Na analise dos resultados obtidos, foi utilizado o software de analise de dados
SPSS (versao 30.0.0 @IBM Corp.1989, 2023). Foi aplicado o teste nao paramétrico
Wilcoxon para comparar amostras emparelhadas, com o intuito de avaliar se
existiam diferengas estatisticamente significativas entre os valores obtidos entre o
tOh (controlo) e os diferentes tempos de armazenamento, a temperatura ambiente
e a 4°C. Foi também utilizado para comparar os valores obtidos a temperatura
ambiente versus temperatura a 4°C.

As diferengas estatisticamente significativas foram consideradas quando
p<0,05.

Aprovacio da Comissio de Etica

O presente estudo, com o cddigo n.° 202/CE-IPCB/2025, foi aprovado pela
Comissao de Etica do IPCB, sendo que, o parecer positivo do mesmo se encontra
em anexo (anexo A).
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Resultados

Populagao de estudo

As amostras utilizadas para este estudo compreenderam um total de 6
individuos, 3 do sexo feminino e 3 do sexo masculino. A média de idades foi 20,7
+ 1,63 anos. Todos os participantes legitimaram a adog¢ao de um estilo de vida
saudavel e negaram a toma de qualquer farmaco e o consumo de alcool ou drogas
de abuso, cumprindo todos os critérios de inclusdo e exclusdo previamente
estabelecidos.

Influéncia do tempo e da temperatura nos parametros

hematolégicos

Na analise da influéncia do tempo e da temperatura nos parametros
hematoldgicos, foram apenas consideras as alteragdes significativas mantidas ao
longo do tempo.

No leucograma, a WBC diminuiu 24 horas apos a primeira colheita a
temperatura ambiente (tOh) (p=0,028). No entanto, na mesma analise a 4°C, esta
diferenca foi notéria as 4 horas, comparativamente a analise inicial (p=0,028)
(tabela 1 e tabela 2).

Relativamente a analise especifica de cada subtipo de leucdcito, a temperatura
ambiente foram detetadas diferencas significativas mantidas as 24 horas nos
neutréfilos e linfécitos e as 48 horas nos mondcitos (tabela 2). Em todas estas
avaliagdes, os valores das células brancas diminuiram comparativamente a tOh
(tabela 1).

Nas mesmas comparagoes a 4°C nao foram detetadas diferencas estatisticas
mantidas ao longo do tempo nos neutrdfilos. Isto €, as diferengas obtidas as 12
horas e as 24 horas n&do foram constantes as 48 horas (tabela 2). Quanto aos
mondcitos e linfocitos, a 4°C, foram encontradas diferencas na primeira avaliagao
ao t1h, e continuas em todos os momentos seguintes de avaliagdo (tabela 2). Os
niveis destas células foram sempre inferiores a contagem em tOh. Também nesta
temperatura, se encontraram alteragdes permanentes em t24h e t48h nos
eosindfilos e basodfilos (tabela 2). A contagem de basodfilos diminuiu nestas
avaliagdes, no entanto, a contagem de eosindfilos aumentou (tabela 1).

Na analise da série vermelha, ndo foram detetadas quaisquer alteracdes na
contagem de eritrocitos, no valor de hemoglobina e, no valor de hemoglobina
corpuscular média (HCM), quer a temperatura ambiente quer a 4°C (tabela 2). Nos
indices hematimétricos, hematocrito, CHCM e amplitude de distribuicdo de
eritrocitos (RDW), encontraram-se algumas diferengas relativamente a tOh, em
ambas as temperaturas, contudo estas nao foram mantidas ao longo do tempo
(tabela 2). Na avaliagédo do VCM, foi notavel uma diminuicdo deste parametro ao
longo do tempo, quer a temperatura ambiente quer a 4°C (tabela 1 e tabela 2).
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Igualmente na avaliagdo do plaquetograma, foram detetadas alteragées quanto
ao volume plaquetar médio (VPM). Neste caso, este indice aumenta logo a partir
da primeira hora comparativamente a tOh, mantendo-se ao longo de todos os
tempos de estudo. Este achado foi identificado em ambas as temperaturas,
ambiente e 4°C (tabela 1 e tabela 2). Quanto a contagem de plaquetas, n&o foram
detetadas alteragdes constantes ao longo do tempo (tabela 2).

Comparagao dos parametros hematolégicos entre as

temperaturas ambiente e 4°C

A comparagao dos parametros hematoldgicos entre as temperaturas ambiente
e 4°C foi apenas realizada para o leucograma, uma vez que, foi nesta avaliacéo
que foram encontradas maiores diferencas entre as duas temperaturas de analise
(figura 2 e tabela 3).

Quanto a WBC, esta diminuiu a 4°C comparativamente a temperatura ambiente
(figura 2), a partir de t4h até a t48h (p=0,028).

Esta diminuicdo da contagem de leucécitos deve-se principalmente a diminuigédo
da contagem de linfécitos e basdfilos (figura 3), que sao notdrias desde a avaliagéo
em t1h (tabela 1 e tabela 3).
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p=0,028
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Figura 2 - Contagem total de leucdcitos- Comparacgéo temperatura ambiente versus temperatura a
4°C em t4h. TA: Temperatura Ambiente; T4°C: Temperatura a 4°C.
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Figura 3 - Contagem dos subtipos de leucécitos a diferentes temperaturas: temperatura ambiente
e temperatura a 4°C. TA: Temperatura Ambiente; T4°C: Temperatura a 4°C.
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Efeito do tempo e da temperatura de armazenamento na morfologia das células sanguineas e parametros hematologicos

Influéncia do tempo e da temperatura na morfologia das células
sanguineas

Em tOh, o esfregagco de sangue periférico realizado encontrava-se sem
alteragcdes morfoldgicas, servindo como lamina controlo para comparagdo dos
restantes esfregagcos de sangue periférico (figura 4).

Figura 4 - Esfregago de Sangue Periférico em tOh (IAmina controlo). Ampliacao total: 400X.

Do ponto de vista morfolégico, foram observadas varias alteragdes nas séries
branca e vermelha ao longo de diferentes tempos, a temperatura ambiente e a 4°C.
Os valores apresentados na tabela 4, referem-se ao numero de amostras que
evidenciaram as respetivas alteracoes.

Tabela 4 - Alteragdes morfolégicas nas células sanguineas, ao longo do tempo, a diferentes
temperaturas (temperatura ambiente e temperatura a 4°C).

Série Branca [Temperatura [ tth | t2h | t4h | teh | t8h | ti2h | t24h [ td8h
TA 0 0 0 2 5 6 6 6
Hipergranulagao (HG) T4°C 0 0 0 0 2 3 3 3
Hiposegmentagao (HS) liuc g g g g g i 2 g
Vacuolizagao (V) E"C g g g g g ; 2 g
Série Vermelha
TA 0 0 1 3 4 4 6 6
Acantdcitos (A) T40C 0 0 2 4 5 6 6 6
TA 0 3 4 6 6 6 6 6
Rouleaux (R) 149G 0 3 5 6 6 6 6 6

TA: Temperatura Ambiente; T4°C: Temperatura a 4°C

A série branca n&o sofreu quaisquer alteragdes até 4 horas apds a colheita (t4h),
quer a temperatura ambiente, quer a 4°C. A hipergranulagdo, a temperatura
ambiente, evidenciou-se a partir das 6 horas apos a colheita (t6h) em 2 amostras
(tabela 4 e figura 6). No entanto, o numero de amostras com esta alteragao
aumentou a partir deste momento, mantendo-se constante até t48h em todas as
amostras estudadas. A 4°C, o surgimento de hipergranulagao ocorreu mais tarde,
8 horas apds a colheita (t8h), em 2 amostras e, nos seguintes tempos de analise,
esta alteragdo foi evidente apenas em 3 amostras (tabela 4 e figura 8).
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A hiposegmentacgao dos leucdcitos foi evidente a partir de t12h, numa amostra,
quer a temperatura ambiente, quer a 4°C. Apds 24 horas da realizagao da colheita
(t24h), 3 amostras evidenciaram esta caracteristica, em ambas as temperaturas e,
em t48h houve 4 amostras com esta alteragcdo a temperatura ambiente e, 3
amostras com a mesma alteracdo a 4°C (tabela 4, figura 7 e figura 8).

A vacuolizagdo mostrou-se presente em ambas as temperaturas a partir de t12h,
sendo que, em t24h e t48h, 5 e 6 amostras, respetivamente, mostravam esta
alteragao celular (tabela 4, figura 7 e figura 8).

Quanto a série vermelha, as alteragdes morfolégicas foram evidentes 1 hora
ap6s a colheita (t1h), em ambas as temperaturas (tabela 4). Verificou-se o
aparecimento de acantdcitos apds 4 horas da realizagdo da colheita (t4h), que
foram aumentando gradualmente ao longo do tempo, sendo que, a partir de t24h,
a temperatura ambiente, todas as amostras estudadas evidenciaram esta
alteragao, enquanto a 4°C, a partir de t12h, este achado foi evidente no total das
amostras em estudo (tabela 4). O rouleaux teve inicio em t2h, a ambas as
temperaturas, e a partir de t6h todas as amostras em estudo mostraram esta
alteracao, quer a temperatura ambiente quer a 4°C (tabela 4, figura 5, figura 6,
figura 7, figura 8, figura 9, figura 10, figura 11 e figura 12).

O e > O ~
.. ’ » .

Figura 5 - Alteragdes morfoldgicas a TA, Figura 6 - Alteragdes morfologicas a 4°C,
t6h. Ampliagdo total: 1000X (R: Rouleaux; t6h. Ampliagao total: 1000X (R: Rouleaux; A:
A: Acantdcito; HG: Hipergranulag&o). Acantdcito).

12



Efeito do tempo e da temperatura de armazenamento na morfologia das células sanguineas e parametros hematologicos

Figura 7 - Alteragbes morfologicas a TA, Figura 8 - Alteragcdes morfoldgicas a 4°C,
t12h. Ampliagao total: 1000X (R: Rouleaux; t12h. Ampliagéo total: 1000X (R: Rouleaux;
A: Acantocito; HS: Hiposegmentagao; V: A: Acantécito; HG: Hipergranulagao; HS:
Vacuolizagao). Hiposegmentacao; V: Vacuolizagéo).

Figura 10 - Alteragdes morfolégicas a 4°C,

Figura 9 - Alteragbes morfolégicas a TA,
t24h.  Ampliagdo total:  1000X. (A: t24h.  Ampliacdo total:  1000X. (A:
Acantécitos) Acantécitos)

Figura 12 - Alteragdes morfolégicas a 4°C,

Figura 11 - Alteragbes morfolégicas a TA,
t48h. Ampliacao total: 1000X

t48h. Ampliagao total: 1000X
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Discussao

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam que o tempo e a temperatura de
armazenamento influenciam significativamente diversos parametros
hematoldgicos, assim como, a morfologia das células sanguineas, corroborando o
descrito em estudos prévios [3-9].

Relativamente ao leucograma, neste estudo observou-se uma redugao
progressiva significativa da WBC a partir de t24h a temperatura ambiente e, a partir
de t4h a 4°C. No estudo realizado por Wood et al. verificou-se uma diminuicéo
significativa da WBC a 4°C, embora mais tardiamente (as 24 horas), sustentando
os resultados descritos neste trabalho. No entanto, ndo descreveram alteracdes
significativas na WBC a temperatura ambiente [10]. Na investigacao de Majumdar
et al., a WBC sofreu alteragdes significativas em ambas as temperaturas,
apresentando uma diminui¢cdo significativa apds 48 horas. Este resultado esta
concordante com as altera¢gdes obtidas no presente estudo, embora a diminuicao
da WBC também seja descrita mais tardiamente [6]. Para a mesma analise,
também no trabalho de Schapkaitz et al., a WBC diminuiu ao longo do tempo.
Manteve-se estavel até 36 horas apds a colheita, mas diminuiu significativamente
as 48 horas a temperatura ambiente, e as 72h a 4°C [8]. Noutros estudos efetuados
[11-13], foi descrita, de igual modo, uma contagem uniforme nos valores da WBC
até 48 horas apds a colheita, a temperatura ambiente. No presente estudo,
obtiveram-se diferengas na contagem de glébulos brancos mais precocemente,
uma vez que nos referidos trabalhos, a primeira avaliagdo das contagens de
leucdcitos sé acontecia apds 24h [11-13]. Assim mostra-se que as alteragdes na
WBC acontecem logo ap6s 4 horas, quando os tubos de colheita sdo armazenados
no frio.

Quanto aos subtipos de leucocitos, este estudo mostrou diminui¢ao significativa
dos neutrdfilos a TA. Este resultado esta de acordo com o estudo de Jaya et al., no
qual se verificou uma diminuigdo da percentagem de granulécitos as 24 horas, a
temperatura ambiente. Segundo estes autores, estas células mostraram-se
estaveis quando armazenadas a 4°C, ndo tendo sido detetadas alteragdes
significativas, o que corrobora o presente trabalho [3]. Na investigagdo de
Schapkaitz et al., foi verificado um aumento significativo destas células as 24 horas
a temperatura ambiente [8]. Esta alteragao vai contra o constatado no presente
estudo, dado que, em t24h a TA foi detetada uma diminui¢cdo significativa das
mesmas. A 4°C, os mesmos autores observaram uma diminui¢ao significativa dos
neutrofilos apenas 72 horas apds a colheita [8]. Visto que a presente investigagao
sO decorreu até 48 horas apods a colheita, ndo é possivel fazer uma comparacao
relativamente a este tempo de analise, no entanto, em t48h ndo eram evidenciadas
alteragdes significativas nestes globulos brancos. Outras investigagdes
demonstraram que, 24 horas apds a colheita, a temperatura ambiente, ha uma
diminuigao da percentagem de granulécitos [10,11,14-16].
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Quanto aos linfocitos, as 24 horas verificou-se uma diminuigéo deste subtipo de
leucdcitos a TA e, a 4°C esta diminuigdo foi evidente logo 1 hora apds a colheita.
No estudo de Jaya et al., ndo foi manifestada nenhuma alteragao significativa, quer
a TA quer a 4°C, nestas células [3]. No entanto, na investigagdo de Schapkaitz et
al., foi observada uma diminuicdo destes glébulos brancos, 12 horas apds a
colheita, a TA e, a 4°C nao foram detetadas alteragées [8].

Relativamente aos mondécitos, em t24h verificou-se uma diminuicdo deste
subtipo de leucécitos a TA e, a 4°C esta diminuigao foi evidente logo 1 hora apés a
colheita. Contrariamente, Schapkaitz et al., observaram um aumento significativo
destas células a TA e a 4°C [8].

No caso dos eosindfilos, foi observado um aumento significativo da sua
contagem 24 horas apés a colheita, nas amostras armazenadas apenas a 4°C. Na
investigacdo de Schapkaitz et al., foi verificado, da mesma forma, um aumento
significativo destas células, mas em ambas as temperaturas. [8]. Embora, noutras
investigacbes seja descrita uma diminuicdo da percentagem de granuldcitos 24
horas apds a colheita, os autores nao distinguem quais os subtipos de granulécitos
sofrem a referida diminuigcéao [10,11,14—16].

Relativamente aos basofilos, na presente investigacdo, foi detetada uma
diminuicdo significativa dos mesmos, a 4°C, 24 horas apds a colheita. Mas,
considerando os valores normais dos basofilos, a diminuicdo na sua contagem nao
traduz qualquer significado clinico. Contrariamente a este estudo, Schapkaitz et al.,
referem um aumento significativo destas células 24 horas apds a colheita a 4°C [8].

As diferengas nas contagens dos subtipos de leucdcitos, encontradas nos
diferentes estudos podem estar relacionadas com o uso de diferentes contadores
hematoldgicos, cuja diferenciagao leucocitaria pode utilizar diferentes coloragdes e
metodologias.

Na analise da série vermelha, ndo se verificaram alteragdes significativas nos
indices hematimétricos, a exce¢do do VCM, em que ocorreu uma diminui¢do do
mesmo, nas duas temperaturas de estudo. Varios estudos demonstram o aumento
significativo do VCM a temperatura ambiente, 24 horas apos a colheita, o que é
contraditério dos resultados da atual investigacdo. Além disso, estes autores
reportaram ainda alteracbes significativas noutros parametros hematimétricos
como, aumento do RDW e Hct e, diminuicdo da CHCM, que nao se verificaram na
investigacdo do momento. Nos mesmos trabalhos, a 4°C, ndo foram evidenciadas
alteragdes significativas [3,17,18]. No estudo de Ramya D et al. [4] e Schapkaitz et
al. [8], por exemplo, foi relatado o aumento do VCM a temperatura ambiente,
contrariamente ao ocorrido no presente estudo. Ramya D et al. justificam este
resultado devido as alteragbes morfoldégicas que ocorrem nos eritrécitos
(acantécitos) [4]. Neste trabalho, embora também se tenham detetadas alteragbes
na forma do eritrécito, o VCM diminuiu.
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Quanto ao plaquetograma, detetou-se um aumento do VPM a TA e a 4°C, tendo
esta alteragdo ocorrido 1 hora apdés a colheita e mantendo-se constante nos
seguintes tempos estudados. Estudos prévios, indicaram um aumento do VPM a
temperatura ambiente, 24 horas apos a colheita [3,17,18].

Quanto a comparagdo dos parametros hematoldgicos, entre as duas
temperaturas de estudo, observou-se que a diminuigdo da contagem de glébulos
brancos ocorreu mais prematuramente e mais drasticamente a 4°C, do que a
temperatura ambiente. Contrariamente ao nosso estudo, Jaya et al., declaram que
0 armazenamento das amostras a 4°C apresenta melhor estabilidade em
comparagdo com o0 armazenamento a temperatura ambiente. Os autores nao
obtiveram variacdes significativas entre as amostras mantidas nas diferentes
temperaturas [3]. Outros trabalhos também relatam uma maior estabilidade na
WBC quando refrigerados a 4°C [4,6,8]. No presente estudo n&o foi demonstrado
qualquer favorecimento no armazenamento a 4°C na contagem de glébulos
brancos e nos seus subtipos. As diferencas de resultados que ocorreram entre o
presente estudo e investiga¢des prévias pode dever-se as diferentes metodologias
estatisticas utilizadas, o que limita uma comparacgao precisa [8] e a0 numero de
amostras estudadas. Além deste fator, o uso de diferentes contadores
hematoldgicos e as condi¢des do laboratorio, podem ser fatores determinantes, que
comprometem a comparagao dos determinados parametros hematolégicos [3].

Considerando as alteragdes morfoldgicas, ao longo dos tempos analisados (t1h,
t2h, t4h, toh, t8h, t12h, t24h e, t48h), foram observadas transformacdes
progressivamente mais evidentes.

As alteragdes morfologicas comegaram a manifestar-se simultaneamente nas
séries branca e vermelha, a partir de t6h. Foram observados raros acantocitos, em
ambas as temperaturas de estudo, os eritrocitos encontravam-se em rouleaux, quer
a temperatura ambiente quer a 4°C e, verificou-se alguma hipergranulagdo nos
leucdcitos a temperatura ambiente. Em t12h, comegaram a ser evidenciadas outro
tipo de alteragdes morfolégicas como, a hiposegmentagdo e vacuolizagdo dos
leucdcitos, em ambas as temperaturas. A hipergranulagéao dos leucdcitos passou a
ser manifestada a 4°C. Em t24h, as alteragcbes morfoldgicas observadas
anteriormente mantiveram-se, no entanto, mostraram-se mais visiveis ao longo do
tempo. Neste sentido, conseguiu-se observar um maior numero de acantocitos, em
ambas as temperaturas, assim como, se verificou um aumento da intensidade do
rouleaux. Em t48h, observou-se um aumento bastante acentuado do numero de
acantocitos, quer a temperatura ambiente, quer a 4°C. No entanto, € de referir que,
a presenga de mais acantécitos, assim como, maior intensidade do rouleaux, no
esfregaco de sangue periférico de amostras armazenadas a temperatura ambiente
€ mais notavel, quando comparado ao esfregaco de sangue periférico de amostras
armazenadas a 4°C. O aparecimento de acantéticos pode estar relacionado com o
aumento da fragilidade osmoética dos eritrocitos [19].
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O estudo de Jaya et al., estd de acordo com esta investigagdo, uma vez que,
nas laminas de amostras que se mantiveram a temperatura ambiente, verificaram-
se variadas alteragcdes na morfologia das células sanguineas como, o aparecimento
de acantécitos, vacuolizagao nos leucdcitos e hipergranulagéo dos neutréfilos. No
entanto, ndo reportaram alteracbes morfoldgicas nos esfregagos de sangue
periférico das amostras armazenadas a 4°C [3]. Também de acordo com o descrito,
o estudo realizado a temperatura ambiente por Narasimha et al., indica que as
alteragcdes morfoldégicas se comegam a manifestar 2 horas apds a colheita,
tornando-se mais evidentes 6 horas depois [19]. Na investigacdo de Majumdar et
al., também o surgimento de acantécitos e a formagao excessiva de rouleaux foram
detetados. Neste caso, estas alteragbes foram também detetadas em amostras
armazenadas a 4°C [6].

E importante salientar que, estudos realizados por outros autores que foram
utilizados como base comparativa a este trabalho ndo incluiram tempos precoces
de analise, tendo iniciado a mesma 24 horas ap0s a colheita. Este facto podera ter
contribuindo para as discrepancias nos resultados obtidos, dado que, ndo foram
avaliados tempos anteriores as 24 horas, nos quais, segundo o presente estudo se
verificava haver alteragbes hematoldgicas, como por exemplo, a diminuigdo da
WBC as 4 horas a 4°C.

Apesar dos resultados obtidos serem relevantes para a compreensao do efeito
do tempo e da temperatura de armazenamento nos parametros hematoldgicos e
na morfologia celular, este estudo apresenta algumas limitagées que devem ser
consideradas. Em primeiro lugar, o numero reduzido de participantes (n=6) limita a
representatividade estatistica dos dados bem como a sua generalizagdo. Além
disso, a amostra foi homogénea, composta apenas por individuos jovens e
saudaveis, sendo que poderiam ser interpretados diferentes resultados no caso de
individuos pertencentes a outras faixas etarias ou em individuos com patologias.
No entanto, considerando que as mesmas amostras foram analisadas em
diferentes tempos, estas s&o controlos delas préprias.

Com base nos resultados obtidos, pode-se constatar que o tempo limite para o
processamento do hemograma a temperatura ambiente é até 8 horas apds a
colheita para a avaliacdo dos leucdcitos e no imediato para os eritrécitos devido as
alteragdes precoces no VCM. Mesmo com este estudo, € dificil estabelecer um
tempo ideal para a analise de todos os parametros hematologicos, e apesar das
diferencas obtidas entre os diferentes momentos de avaliacdo, € importante
analisar os resultados considerando o que é clinicamente significativo. Este estudo
também demonstra que o armazenamento a 4°C nao favorece a preservagao das
células a curto prazo.
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Conclusao

O presente estudo demonstra que o tempo e a temperatura de armazenamento
influenciam significativamente tanto os parametros hematolégicos como a
morfologia das células sanguineas. Aqui mostrou-se, que os leucocitos s&o as
células mais suscetiveis a alteragdes ao longo do tempo, especialmente quando as
amostras sdo armazenadas a 4°C.

Do ponto de vista morfoloégico, as alteracbes celulares surgem
progressivamente ao longo do tempo, manifestando-se, quer nas células brancas,
quer nas células vermelhas, com maior evidéncia apds as 6 horas de
armazenamento. O aparecimento de determinadas alteragdes morfolégicas como,
surgimento de acantécitos ou rouleaux reforga a importancia de uma rapida
preparagao do esfregaco de sangue periférico.

A analise dos dados obtidos permitiu concluir que a estabilidade das amostras
de sangue venoso varia consoante o parametro avaliado e que o armazenamento
a 4°C néo garante, necessariamente, uma melhor preservacgao das células.
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Apéndices
Apéndice A
Questionario para participagao no estudo “Efeito do tempo e da

temperatura de armazenamento na morfologia das células sanguineas e
parametros hematolégicos”

Objetivo do estudo: O objetivo deste estudo é avaliar a influéncia que o tempo
e a temperatura tém na morfologia das células sanguineas, assim como nos
variados parametros hematoldgicos e, possivelmente estabelecer um critério
relativamente ao tempo maximo de processamento analitico do hemograma e
esfregaco de sangue periférico, na pratica laboratorial.

ID numérico (a preencher pelo investigador):

1. Dados Sociodemograficos

1.1. Idade: anos
1.2. Sexo:

( ) Masculino

( ) Feminino

2, Habitos e Estilo de Vida
2.1.  Possui um estilo de vida saudavel?
()Sim
( ) Nao
2.2. Frequéncia de consumo de bebidas alcodlicas?
( ) Nunca
( ) Raramente
() 1-2 vezes por semana
( ) Mais de 3 vezes por semana
2.3. Consome drogas?
()Sim
( ) Nao

3. Histodrico de Saude
3.1. Jafoi diagnosticado com alguma destas condi¢cbes?
( ) Doenca hematologica
( ) Doenca Hepatica
( ) Doenca Renal
( ) Outras:
3.2. Toma medicamentos regularmente?
()Sim
( ) Nao
Se sim, quais?.
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Apéndice B

?
0

I(:o;ni:‘.:;a'k:: de I.f.liu;
CONSENTIMENTO INFORMADO ESCLARECIDO E LIVRE PARA INVESTIGACAO
CIENTIFICA

Este documento, designado Consentimento Informado Esclarecido e Livre, dado por escrito,
contém informagao importante em relagao ao estudo para o qual foi abordado/a, bem como
o que expectavel acontecer, se decidir participar no mesmo. Leia atentamente toda a
informacdo aqui contida. Deve sentir-se inteiramente livre para colocar qualquer questao,
assim como para discutir com terceiros (amigos, familiares) a decisio da sua participagédo
neste estudo.

Eu, Margarida Dias Mateus, estudante do 4%ano da licenciatura em Ciéncias Biomédicas
Laboratoriais na Escola Superior de Satide Dr. Lopes Dias e, sob orientagdo da Prof. Dr.
Marisa Barbeira e, sob co-orientagio da Prof. Dr. Sflvia Martins, venho por este meio solicitar
a sua participagao no meu projeto de investigacao para a conclusao da licenciatura, cujo
tema é “Efeito do tempo e da temperatura de armazenamento na morfologia das células
sanguineas e parametros hematolégicos”. Este estudo ird ser realizado no laboratério de
hematologia da ESALD e, tem como objetivo perceber as alteragbes morfolégicas que
ocorrem nas células vermelhas, influenciadas pelo tempo e temperatura, ap6s a colheita,

assim como, o estudo de possiveis alteragdes em determinados parametros hematolégicos.

Para a realizacao deste estudo, serd necessario a recolha de uma amostra de sangue para
dois tubos EDTA, sendo expectavel que todo o processo da colheita dure, no méximo, 5
minutos, nao apresentando qualquer custo. A participacio neste projeto é voluntdria, sendo
que o participante pode decidir desistir e/ou nao participar na investigagcdo a qualquer
momento, e sem qualquer tipo de consequéncia. No caso de desisténcia, o estatuto enquanto
estudante serd mantido e n3o sofrerd nenhuma consequéncia da nao-participacio ou
desisténcia.

Como beneficio a obter deste projeto de investigacdo, o participante voluntario receberd o
resultado do hemograma que ira ser realizado.

Os possiveis riscos da sua participagao sdo minimos e incluem possivel hematoma, ligeiro
mal-estar e possibilidade de reagdes vasovagais a colheita. Estas situacdes poderdo ser
facilmente solucionadas com gelo ou um copo dgua com agticar, dependendo da situagao
sendo, no entanto, desaconselhada a participagao de individuos que ja demonstraram maior
desconforto ou mal-estar em colheitas sanguineas prévias. Ainda que os riscos sejam
minimos e nao se prevendo complicagdes durante ou apds a participagao, em caso de algum
evento adverso os responsaveis serdao todos os membros da equipa de investigacdo
(Investigadora: Margarida Mateus; Orientadora: Marisa Barbeira e Co-orientadora: Silvia
Martins), ndo existindo seguro previsto para esta situagdo. Em caso de urgéncia deve
contactar o seguinte ntimero: 911942084.

Os dados obtidos vao ser confidenciais e mantidos sob anonimato durante todo o estudo.
Foi pedida e obtida uma autorizagao da Comissao Nacional de Protecao de Dados e/ou do
Encarregado de Protecao de Dados da Instituicao que nos garante que o anonimato de todas
as participantes e que os contactos foram realizados em ambiente de privacidade. Apés o
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Comissao de fli(.;
final do estudo, os resultados serdo divulgados na Escola Superior de Satide Dr. Lopes Dias
como trabalho final de curso e os dados obtidos serdo eliminados.

Em caso de alguma diivida ou se tiver alguma questao, pode contactar a responsavel pela
investigacdao, Margarida Mateus, através do e-mail (margaridamateus492@gmail.com), ou
através do contacto telefénico, 911942084. Este estudo foi validado e mereceu parecer
favoravel da Comissao de Etica.

O IPCB é o responsavel pelo tratamento dos seus dados pessoais, recolhidos e tratados
exclusivamente para as finalidades do estudo cientifico supra identificado, tendo como base
legal o seu consentimento com base no art.2 9, n? 2, alinea a) e o disposto Art262,n21,a) e
ainda o cumprimento da missdo do IPCB, no que a investigacio cientifica diz respeito,
enquadrado no Art? 62, n? 1, ) do RGPD.

A operagao de tratamento de dados foi registada no IPCB com o n® 84/2024.

E possivel a consulta, a retificacio ou o apagamento dos seus dados pessoais, caso a
metodologia de recolha utilizada no estudo o permita, contactando o investigador para o
efeito. 0 IPCB tem um Encarregado de Protecio de Dados, contactavel através do
email protecaodados@ipch.pt. Caso considere necessario tem ainda o direito de apresentar
reclamacdo a autoridade de controlo competente - Comissdo Nacional de Protecdo de
Dados.

ASSINATURA DO CONSENTIMENTO INFORMADO ESCLARECIDO E LIVRE PARA
INVESTIGACAO CIENTIFICA

Li (ou alguém leu para mim) o consentimento informado esclarecido e livre para
investigacao cientifica e estou consciente do que esperar quanto 4 minha participacao no
projeto ou estudo (Influéncia do tempo e da temperatura de armazenamento na morfologia
das células vermelhas e/ou em pardmetros hematolégicos) .Tive a oportunidade de colocar
todas as questdes e as respostas esclareceram todas as minhas dividas. Assim, aceito
voluntariamente participar neste estudo. Foi-me dada uma cépia deste documento.

Consinto voluntariamente que os meus dados pessoais sejam tratados de acordo com as
informacdes que me foram disponibilizadas anteriormente. Sim/Nao

Nome do participante Assinatura do participante
S A -
Data
Nome do representante legal do Assinatura do representante legal do
participante (se aplicavel) participante

Mod.IPCB.CE.05.02
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¥
0

Comissao de Etica

Grau de relacido com o participante

e

Data

Investigador/Equipa de Investigacdo
Os aspetos mais importantes deste estudo foram explicados ao participante ou ao seu

representante, antes de solicitar a sua assinatura. Uma copia deste documento ser-lhe-a
fornecida.

Margarida Mateus, 911942084

Nome e contacto da pessoa que obtém

Assinatura da pessoa que obtém
o consentimento

o0 consentimento

s .

Data
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Anexos
Anexo A

14»

Politécnico
Castelo Branco

Polytechnic University

PARECER N.° 202 CE-IPCB/2025

PARECER

Titulo do projeto:

Influéncia do tempo e da temperatura de armazena-
mento na morfologia das células vermelhas e/ou em pa-
rametros hematolégicos

Area cientifica:

Ciéncias Biomédicas Laboratoriais

Investigador principal

Margarida Dias Mateus

Equipe de investigagao

Orientador
Co-Orientador

Marisa Regina Reduto Santos Barbeira
Silvia Raquel Monteiro Martins

Local do estudo

Laboratério de Hematologia da Escola Superior de
Saude Dr. Lopes Dias

Tipo de estudo

Clinico sem intervencgéo

Submissdao completa

23/01/2025

Reunido e/ou reunides
de avaliagcao

N.® 3, 12/03/2025

Relatores

— Alexandre José Marques Pereira
— Anténio Julio Apéstolo Pereira Coutinho

RELATORIO

Elaborado nos termos do n° 7 do artigo 11° do Req.IPCB.CE.01.02 — Regulamento
da Comissao de Etica do IPCB.

No decorrer da avaliagdo deste projeto, foram solicitados esclarecimentos a
investigadora responsavel, de modo a garantir a conformidade com os requisitos
éticos exigidos. As respostas foram fornecidas atempadamente e de forma completa,
0 que contribuiu para uma analise mais detalhada e precisa do estudo. Dessa forma,
consideramos que todos os aspetos relevantes foram devidamente esclarecidos,

permitindo a emiss&do de um parecer positivo.

DELIBERAGAO

Parecer: Positivo*

* Assim que o projeto esteja concluido, o investigador devera enviar o estudo final para arquivo na pasta
do projeto existente nesta Comisséao.
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Politécnico
Castelo Branco

Polytechnic University PARECER N.ﬂ 202 CE-lPCB."2025

Data de deliberagdo em reunido n.° 3: Castelo Branco, 12 de marco de 2025
Membros presentes: Alexandre José Marques Pereira, Anténio Julio Apostolo
Pereira Coutinho (online), Arnandina Maria Abrantes de Loureiro, Eduardo Sabina dos
Santos Valente, Isabel Maria de Sousa Lourengo, Maria Jodo da Silva Guardado
Moreira, Maria Luisa Faria de Sousa Cerqueira Correia Castilho, Maria Teresa Pita
Pegado Gongalves Rodrigues Coelho, Marta Filipa Geraldes Falcdo, Sara Margarida
Araujo Ferreira.

Relator Relator
Assinado por: Alexandre José Marques Pereira L P f - Anténlo Jiillo Apdstolo Pereira
Num. de Identificacio: 11268072 Cosgintip
x il b Num. de Identificagdo: 04191777
Data: 2025.03.19 09:07:42+00'00 5 3.20 09:52:37+00°00"
3 CHAVE MOVEL
L N

Presidente da Comissao de Etica

Assinado por: ISABEL MARIA DE SOUSA
LOURENGCO

Num. de Identificacao: 04242187

Data: 2025.03.24 17:58:33+00'00'

E CARTAO DE CIDADAD
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