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Resumo 
Introdução: A fase pré-analítica é responsável por grande parte dos erros 

laboratoriais, podendo comprometer significativamente a fiabilidade dos resultados, 
sobretudo em análises hematológicas como o hemograma e o esfregaço de sangue 
periférico. Assim, o tempo e a temperatura de armazenamento são fatores pré-
analíticos que afetam a estabilidade das amostras. 

Objetivo: Avaliar a influência do tempo e da temperatura de armazenamento 
nos parâmetros hematológicos obtidos no hemograma e, na morfologia das células 
sanguíneas. 

Metodologia: Analisaram-se seis amostras de sangue venoso de indivíduos 
saudáveis. Os hemogramas e esfregaços de sangue periférico executaram-se em 
diferentes tempos (t0h, t1h, t2h, t4h, t6h, t8h, t12h, t24h e t48h), sob duas condições 
de armazenamento: temperatura am -se o contador 
hematológico Beckman Coulter DxH 520 e a coloração May-Grunwald Giemsa. 

Resultados: Verificou-se uma redução significativa dos leucócitos, mais 
Ocorreu uma diminuição do volume corpuscular médio 

e aumento do volume plaquetar médio, em ambas as temperaturas, 1 hora após a 
colheita. Morfologicamente, surgiram alterações como rouleaux, acantócitos, 
vacuolização, hipergranulação e hiposegmentação principalmente a partir das 12 
horas, sendo as primeiras detetadas 2 horas após a colheita. Contrariamente à 
expectativa, a refrigeração não garantiu sempre maior estabilidade das amostras.  

Conclusão: O tempo e a temperatura influenciam de forma significativa os 
resultados hematológicos e a morfologia celular.  

 

Palavras-chave 
Hemograma, Esfregaço de Sangue Periférico, Tempo, Temperatura, Células 
Sanguíneas. 
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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 (t0h, t1h, t2h, t4h, t6h, t8h, t12h, t24h, and t48h), under two storage 

°C. The Beckman Coulter DxH 520 
haematology analyser and May-Grünwald Giemsa staining were used. 

Results: A significant reduction in white blood cells was observed, more evident 
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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Introdução 
Os exames laboratoriais desempenham um papel fundamental no apoio ao 

diagnóstico, prognóstico, acompanhamento terapêutico e monitorização de 
diversas patologias. O processo de análise dos vários parâmetros laboratoriais 
inclui três fases: a pré-analítica, a analítica e a pós-analítica. A fase pré-analítica 
envolve todos os procedimentos realizados antes da análise laboratorial 
propriamente dita.  É determinante no processo analítico uma vez que a maioria 
dos erros laboratoriais ocorre nesta fase e condiciona a qualidade do resultado 
laboratorial. A fase pré-analítica é particularmente suscetível a erros, devido à 
envolvência de múltiplos intervenientes no processo, aumentando a probabilidade 
de não conformidades. Exemplos desses erros incluem a incorreta identificação da 
amostra, a escolha inadequada de tubos de colheita e as condições de 
armazenamento ou transporte. Estas ocorrências influenciam significativamente os 
resultados obtidos, comprometendo a sua precisão e exatidão, e 
consequentemente, o correto diagnóstico [1,2]. 

Vários estudos referem o tempo e a temperatura de armazenamento de 
amostras periféricas como fatores pré-analíticos determinantes na qualidade de 
amostras para análises hematológicas, tais como o hemograma e o esfregaço de 
sangue periférico [3 8].  

Na rotina laboratorial, as amostras de sangue são frequentemente colocadas à 
temperatura ambiente durante curtos períodos antes de serem armazenadas em 
condições ideais, com o intuito de permitir a repetição do hemograma ou a 
realização de esfregaços de sangue periférico, caso os resultados cumpram 
determinados critérios.  Além disto, podem ocorrer atrasos na realização destas 
análises, no caso de amostras que sejam enviadas a partir de centros de colheita 
remotos. Neste sentido, estudos científicos demostram que os resultados 
hematológicos são influenciados pelo tempo entre a colheita e o processo analítico 
em si, bem como pelas condições 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 possível após a 
colheita, de modo a prevenir alterações induzidas pelo tempo e pela temperatura 
de armazenamento. Além disso, é ainda recomendado que, os esfregaços de 
sangue periférico para análise morfológica sejam preparados no limite de quatro 
horas após a colheita, de modo a evitar alterações morfológicas induzidas pelo 
ácido etilenodiamino tetracético (EDTA), dada a instabilidade das células 
sanguíneas a este anticoagulante [8,9]. 

 Algumas investigações mostram que as alterações mais significativas incluem, 
nas células vermelhas, o aumento do volume corpuscular médio (VCM) e do 
hematócrito e, a diminuição da concentração de hemoglobina corpuscular média 
(CHCM). Também a diminuição da contagem total de leucócitos (WBC) e 
diminuição da contagem de plaquetas são relatadas, quando as amostras são 
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mantidas à temperatura ambiente. Do ponto de vista morfológico, são, igualmente, 
descritas alterações celulares devidas aos fatores pré-analíticos [3,4]. 

Neste sentido, o objetivo principal deste estudo é avaliar a influência do tempo 
e da temperatura de armazenamento nos diversos parâmetros hematológicos 
obtidos no hemograma, e na morfologia das células periféricas. Pretendeu-se 
também estabelecer um critério relativamente ao tempo máximo de processamento 
analítico do hemograma e da realização de esfregaços de sangue periférico na 
prática laboratorial. 
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Metodologia 

População de estudo 

Este estudo observacional foi quantitativo descritivo e correlacional. Decorreu 
no laboratório de Hematologia Clínica/Imunohemoterapia Clínica (L02) da Escola 
Superior de Saúde 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 à seleção dos 
participantes considerando os seguintes critérios de inclusão: idade compreendida 
entre os 18 e os 23 anos; adoção de um estilo de vida saudável. Os critérios de 
exclusão aplicados incluíram: a existência de patologias hematológica, renal ou 
hepática; toma de qualquer fármaco; consumo de álcool ou drogas; não se 
encontrar em jejum no momento da colheita. Todos os participantes do estudo 
preencheram um questionário acerca da sua condição de saúde (apêndice A) e 
assinaram o consentimento informado (apêndice B). 

 

Análise dos parâmetros hematológicos 
A cada participante do estudo, procedeu-se à colheita de amostra de sangue 

venoso para dois tubos EDTA (S-Monovette®). 

Após breve agitação dos tubos de EDTA no agitador RSLAB-10 foi realizado o 
hemograma no equipamento Beckman Coulter DxH 520. Antes da utilização do 
equipamento, foi realizada a sua manutenção e foi efetuado o controlo de qualidade 
do equipamento (Ref.: B36872; Lote.: 251711), fornecido pela Beckman Coulter 
Ireland Inc. É de notar que, os tubos foram mantidos em agitação 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 condições de tempo e 
temperatura. Assim, conforme descrito na figura 1, o hemograma foi repetido nos 
seguintes intervalos de tempo após a colheita: (t0h) - análise inicial de controlo; 1 
hora (t1h); 2 horas (t2h); 4 horas (t4h); 6 horas (t6h); 8 horas (t8h); 12 horas (t12h); 
24 horas (t24h); e 48 horas (t48h).  

 

 
Figura 1 - Intervalos de tempo de repetição de análises (Hemograma e Esfregaço de Sangue Periférico). 
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Durante este período, as amostras foram armazenadas à temperatura ambiente e 
a 4ºC, no frigorífico do laboratório. 

 
Análise do esfregaço de sangue periférico 

No estudo morfológico das células sanguíneas, foram realizados esfregaços de 
sangue periférico corados pela coloração May-Grunwald Giemsa, nos mesmos 
intervalos de tempo descritos no procedimento anterior (figura 1). Os esfregaços 
foram, mais tarde, observados no microscópio Nikon Eclipse E400 a fim de ser 
possível analisar as alterações morfológicas ocorridas. A análise do esfregaço ao 
t0h foi considerada o controlo, sendo as alterações dos restantes esfregaços, nas 
diferentes horas, avaliadas em relação ao t0h. 

Durante a observação do esfregaço de sangue periférico foram analisadas as 
possíveis alterações na série branca: hiper e hipogranulação, hiper e 
hiposegmentação, cariorrexis, vacuolização e sombras nucleares. Na série 
vermelha avaliou-se a anisocromia, hipocromia, presença de esferócitos, 
anisocitose, micro e macrocitose, poiquilocitose, rouleaux e, a presença de outras 
alterações na morfologia dos eritrócitos. Relativamente à série plaquetar, foi 
estudada a trombocitopenia, anisocitose plaquetar, hipogranulação, presença de 
agregados e satelitismo plaquetar. 

 
Análise Estatística 

Na análise dos resultados obtidos, foi utilizado o software de análise de dados 
SPSS (versão 30.0.0 @IBM Corp.1989, 2023). Foi aplicado o teste não paramétrico 
Wilcoxon para comparar amostras emparelhadas, com o intuito de avaliar se 
existiam diferenças estatisticamente significativas entre os valores obtidos entre o 
t0h (controlo) e os diferentes tempos de armazenamento, à temperatura ambiente 
e a 4 °C. Foi também utilizado para comparar os valores obtidos à temperatura 
ambiente versus temperatura a 4ºC. 

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

 
Aprovação da Comissão de Ética  

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

População de estudo 

As amostras utilizadas para este estudo compreenderam um total de 6 
indivíduos, 3 do sexo feminino e 3 do sexo masculino. A média de idades foi 20,7 
± 1,63 anos. Todos os participantes legitimaram a adoção de um estilo de vida 
saudável e negaram a toma de qualquer fármaco e o consumo de álcool ou drogas 
de abuso, cumprindo todos os critérios de inclusão e exclusão previamente 
estabelecidos. 

 
Influência do tempo e da temperatura nos parâmetros 
hematológicos 

Na análise da influência do tempo e da temperatura nos parâmetros 
hematológicos, foram apenas consideras as alterações significativas mantidas ao 
longo do tempo. 

No leucograma, a WBC diminuiu 24 horas após a primeira colheita à 
temperatura ambiente (t0h) (p=0,028). No entanto, na mesma análise a 4ºC, esta 
diferença foi notória às 4 horas, comparativamente à análise inicial (p=0,028) 
(tabela 1 e tabela 2). 

Relativamente à análise específica de cada subtipo de leucócito, à temperatura 
ambiente foram detetadas diferenças significativas mantidas às 24 horas nos 
neutrófilos e linfócitos e às 48 horas nos monócitos (tabela 2). Em todas estas 
avaliações, os valores das células brancas diminuíram comparativamente a t0h 
(tabela 1). 

Nas mesmas comparações a 4ºC não foram detetadas diferenças estatísticas 
mantidas ao longo do tempo nos neutrófilos. Isto é, as diferenças obtidas às 12 
horas e às 24 horas não foram constantes às 48 horas (tabela 2). Quanto aos 
monócitos e linfócitos, a 4ºC, foram encontradas diferenças na primeira avaliação 
ao t1h, e continuas em todos os momentos seguintes de avaliação (tabela 2). Os 
níveis destas células foram sempre inferiores à contagem em t0h. Também nesta 
temperatura, se encontraram alterações permanentes em t24h e t48h nos 
eosinófilos e basófilos (tabela 2). A contagem de basófilos diminuiu nestas 
avaliações, no entanto, a contagem de eosinófilos aumentou (tabela 1). 

Na análise da série vermelha, não foram detetadas quaisquer alterações na 
contagem de eritrócitos, no valor de hemoglobina e, no valor de hemoglobina 
corpuscular média (HCM), quer à temperatura ambiente quer a 4ºC (tabela 2). Nos 
índices hematimétricos, hematócrito, CHCM e amplitude de distribuição de 
eritrócitos (RDW), encontraram-se algumas diferenças relativamente a t0h, em 
ambas as temperaturas, contudo estas não foram mantidas ao longo do tempo 
(tabela 2). Na avaliação do VCM, foi notável uma diminuição deste parâmetro ao 
longo do tempo, quer à temperatura ambiente quer a 4ºC (tabela 1 e tabela 2). 
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Igualmente na avaliação do plaquetograma, foram detetadas alterações quanto 
ao volume plaquetar médio (VPM). Neste caso, este índice aumenta logo a partir 
da primeira hora comparativamente a t0h, mantendo-se ao longo de todos os 
tempos de estudo. Este achado foi identificado em ambas as temperaturas, 
ambiente e 4ºC (tabela 1 e tabela 2). Quanto à contagem de plaquetas, não foram 
detetadas alterações constantes ao longo do tempo (tabela 2). 

 

Comparação dos parâmetros hematológicos entre as 
temperaturas ambiente e 4ºC 

A comparação dos parâmetros hematológicos entre as temperaturas ambiente 
e 4ºC foi apenas realizada para o leucograma, uma vez que, foi nesta avaliação 
que foram encontradas maiores diferenças entre as duas temperaturas de análise 
(figura 2 e tabela 3). 

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

Esta diminuição da contagem de leucócitos deve-se principalmente à diminuição 
da contagem de linfócitos e basófilos (figura 3), que são notórias desde a avaliação 
em t1h (tabela 1 e tabela 3).
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Figura 2 - Contagem total de leucócitos- Comparação temperatura ambiente versus temperatura a 
4ºC em t4h. TA: Temperatura Ambiente; T4ºC: Temperatura a 4ºC. 

 

 

 

Figura 3 - Contagem dos subtipos de leucócitos a diferentes temperaturas: temperatura ambiente 
e temperatura a 4ºC. TA: Temperatura Ambiente; T4ºC: Temperatura a 4ºC. 

  

p= 0,028 
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Influência do tempo e da temperatura na morfologia das células 
sanguíneas 

Em t0h, o esfregaço de sangue periférico realizado encontrava-se sem 
alterações morfológicas, servindo como lâmina controlo para comparação dos 
restantes esfregaços de sangue periférico (figura 4). 

 

 

Figura 4 - Esfregaço de Sangue Periférico em t0h (lâmina controlo). Ampliação total: 400X. 

Do ponto de vista morfológico, foram observadas várias alterações nas séries 
branca e vermelha ao longo de diferentes tempos, à temperatura ambiente e a 4ºC. 
Os valores apresentados na tabela 4, referem-se ao número de amostras que 
evidenciaram as respetivas alterações. 

Tabela 4 - Alterações morfológicas nas células sanguíneas, ao longo do tempo, a diferentes 
temperaturas (temperatura ambiente e temperatura a 4ºC). 

 
TA: Temperatura Ambiente; T4ºC: Temperatura a 4ºC 

 

A série branca não sofreu quaisquer alterações até 4 horas após a colheita (t4h), 
quer à temperatura ambiente, quer a 4ºC. A hipergranulação, à temperatura 
ambiente, evidenciou-se a partir das 6 horas após a colheita (t6h) em 2 amostras 
(tabela 4 e figura 6). No entanto, o número de amostras com esta alteração 
aumentou a partir deste momento, mantendo-se constante até t48h em todas as 
amostras estudadas. A 4ºC, o surgimento de hipergranulação ocorreu mais tarde, 
8 horas após a colheita (t8h), em 2 amostras e, nos seguintes tempos de análise, 
esta alteração foi evidente apenas em 3 amostras (tabela 4 e figura 8).  
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A hiposegmentação dos leucócitos foi evidente a partir de t12h, numa amostra, 
quer à temperatura ambiente, quer a 4ºC.  Após 24 horas da realização da colheita 
(t24h), 3 amostras evidenciaram esta característica, em ambas as temperaturas e, 
em t48h houve 4 amostras com esta alteração à temperatura ambiente e, 3 
amostras com a mesma alteração a 4ºC (tabela 4, figura 7 e figura 8).  

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

Quanto à série vermelha, as alterações morfológicas foram evidentes 1 hora 
após a colheita (t1h), em ambas as temperaturas (tabela 4). Verificou-se o 
aparecimento de acantócitos após 4 horas da realização da colheita (t4h), que 
foram aumentando gradualmente ao longo do tempo, sendo que, a partir de t24h, 
à temperatura ambiente, todas as amostras estudadas evidenciaram esta 
alteração, enquanto a 4ºC, a partir de t12h, este achado foi evidente no total das 
amostras em estudo (tabela 4). O rouleaux teve início em t2h, a ambas as 
temperaturas, e a partir de t6h todas as amostras em estudo mostraram esta 
alteração, quer à temperatura ambiente quer a 4ºC (tabela 4, figura 5, figura 6, 
figura 7, figura 8, figura 9, figura 10, figura 11 e figura 12). 

   

    

     

   

R 

A 

HG 

R 

A 

Figura 6 - Alterações morfológicas a 4ºC, 
t6h. Ampliação total: 1000X (R: Rouleaux; A: 
Acantócito). 

Figura 5 - Alterações morfológicas à TA, 
t6h. Ampliação total: 1000X (R: Rouleaux; 
A: Acantócito; HG: Hipergranulação). 
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Figura 7 - Alterações morfológicas à TA, 
t12h. Ampliação total: 1000X (R: Rouleaux; 
A: Acantócito; HS: Hiposegmentação; V: 
Vacuolização). 

Figura 8 - Alterações morfológicas a 4ºC, 
t12h. Ampliação total: 1000X (R: Rouleaux; 
A: Acantócito; HG: Hipergranulação; HS: 
Hiposegmentação; V: Vacuolização). 

R HS 

A 

V 
HS 

V 

A 

R 

A A 

Figura 9 - Alterações morfológicas à TA, 
t24h. Ampliação total: 1000X. (A: 
Acantócitos) 

Figura 10 - Alterações morfológicas a 4ºC, 
t24h. Ampliação total: 1000X. (A: 
Acantócitos) 

Figura 11 - Alterações morfológicas à TA, 
t48h. Ampliação total: 1000X 

Figura 12 - Alterações morfológicas a 4ºC, 
t48h. Ampliação total: 1000X 

HG 
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Discussão 

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

Relativamente ao leucograma, neste estudo observou-se uma redução 
progressiva significativa da WBC a partir de t24h à temperatura ambiente e, a partir 
de t4h a 4ºC.  No estudo realizado por Wood et al. verificou-se uma diminuição 
significativa da WBC a 4ºC, embora mais tardiamente (às 24 horas), sustentando 
os resultados descritos neste trabalho. No entanto, não descreveram alterações 
significativas na WBC à temperatura ambiente [10]. Na investigação de Majumdar 
et al., a WBC sofreu alterações significativas em ambas as temperaturas, 
apresentando uma diminuição significativa após 48 horas. Este resultado está 
concordante com as alterações obtidas no presente estudo, embora a diminuição 
da WBC também seja descrita mais tardiamente [6]. Para a mesma análise, 
também no trabalho de Schapkaitz et al., a WBC diminuiu ao longo do tempo. 
Manteve-se estável até 36 horas após a colheita, mas diminuiu significativamente 
às 48 horas à temperatura ambiente, e às 72h a 4ºC [8]. Noutros estudos efetuados 
[11 13], foi descrita, de igual modo, uma contagem uniforme nos valores da WBC 
até 48 horas após a colheita, à temperatura ambiente. No presente estudo, 
obtiveram-se diferenças na contagem de glóbulos brancos mais precocemente, 
uma vez que nos referidos trabalhos, a primeira avaliação das contagens de 
leucócitos só acontecia após 24h [11 13]. Assim mostra-se que as alterações na  
WBC acontecem logo após 4 horas, quando os tubos de colheita são armazenados 
no frio. 

Quanto aos subtipos de leucócitos, este estudo mostrou diminuição significativa 
dos neutrófilos à TA. Este resultado está de acordo com o estudo de Jaya et al., no 
qual se verificou uma diminuição da percentagem de granulócitos às 24 horas, à 
temperatura ambiente. Segundo estes autores, estas células mostraram-se 
estáveis quando armazenadas a 4ºC, não tendo sido detetadas alterações 
significativas, o que corrobora o presente trabalho [3]. Na investigação de 
Schapkaitz et al., foi verificado um aumento significativo destas células às 24 horas 
à temperatura ambiente [8]. Esta alteração vai contra o constatado no presente 
estudo, dado que, em t24h à TA foi detetada uma diminuição significativa das 
mesmas.  A 4ºC, os mesmos autores observaram uma diminuição significativa dos 
neutrófilos apenas 72 horas após a colheita [8]. Visto que a presente investigação 
só decorreu até 48 horas após a colheita, não é possível fazer uma comparação 
relativamente a este tempo de análise, no entanto, em t48h não eram evidenciadas 
alterações significativas nestes glóbulos brancos. Outras investigações 
demonstraram que, 24 horas após a colheita, à temperatura ambiente, há uma 
diminuição da percentagem de granulócitos [10,11,14 16].  
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Quanto aos linfócitos, às 24 horas verificou-se uma diminuição deste subtipo de 
leucócitos à TA e, a 4ºC esta diminuição foi evidente logo 1 hora após a colheita. 
No estudo de Jaya et al., não foi manifestada nenhuma alteração significativa, quer 
à TA quer a 4ºC, nestas células [3]. No entanto, na investigação de Schapkaitz et 
al., foi observada uma diminuição destes glóbulos brancos, 12 horas após a 
colheita, à TA e, a 4ºC não foram detetadas alterações [8].  

Relativamente aos monócitos, em t24h verificou-se uma diminuição deste 
subtipo de leucócitos à TA e, a 4ºC esta diminuição foi evidente logo 1 hora após a 
colheita. Contrariamente, Schapkaitz et al.,  observaram um aumento significativo 
destas células à TA e a 4ºC [8].  

No caso dos eosinófilos, foi observado um aumento significativo da sua 
contagem 24 horas após a colheita, nas amostras armazenadas apenas a 4ºC. Na 
investigação de Schapkaitz et al., foi verificado, da mesma forma, um aumento 
significativo destas células, mas em ambas as temperaturas. [8].  Embora, noutras 
investigações seja descrita uma diminuição da percentagem de granulócitos 24 
horas após a colheita, os autores não distinguem quais os subtipos de granulócitos 
sofrem a referida diminuição [10,11,14 16]. 

Relativamente aos basófilos, na presente investigação, foi detetada uma 
diminuição significativa dos mesmos, a 4ºC, 24 horas após a colheita. Mas, 
considerando os valores normais dos basófilos, a diminuição na sua contagem não 
traduz qualquer significado clínico. Contrariamente a este estudo, Schapkaitz et al., 
referem um aumento significativo destas células 24 horas após a colheita a 4ºC [8]. 

As diferenças nas contagens dos subtipos de leucócitos, encontradas nos 
diferentes estudos podem estar relacionadas com o uso de diferentes contadores 
hematológicos, cuja diferenciação leucocitária pode utilizar diferentes colorações e 
metodologias. 

Na análise da série vermelha, não se verificaram alterações significativas nos 
índices hematimétricos, à exceção do VCM, em que ocorreu uma diminuição do 
mesmo, nas duas temperaturas de estudo. Vários estudos demonstram o aumento 
significativo do VCM à temperatura ambiente, 24 horas após a colheita, o que é 
contraditório dos resultados da atual investigação. Além disso, estes autores 
reportaram ainda alterações significativas noutros parâmetros hematimétricos 
como, aumento do RDW e Hct e, diminuição da CHCM, que não se verificaram na 
investigação do momento. Nos mesmos trabalhos, a 4ºC, não foram evidenciadas 
alterações 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 à temperatura ambiente, 
contrariamente ao ocorrido no presente estudo.  Ramya D et al. justificam este 
resultado devido às alterações morfológicas que ocorrem nos eritrócitos 
(acantócitos) [4]. Neste trabalho, embora também se tenham detetadas alterações 
na forma do eritrócito, o VCM diminuiu. 
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Quanto ao plaquetograma, detetou-se um aumento do VPM à TA e a 4ºC, tendo 
esta alteração ocorrido 1 hora após a colheita e mantendo-se constante nos 
seguintes tempos estudados. Estudos prévios, indicaram um aumento do VPM à 
temperatura ambiente, 24 horas após a colheita [3,17,18].  

Quanto à comparação dos parâmetros hematológicos, entre as duas 
temperaturas de estudo, observou-se que a diminuição da contagem de glóbulos 
brancos ocorreu mais prematuramente e mais drasticamente a 4ºC, do que à 
temperatura ambiente. Contrariamente ao nosso estudo, Jaya et al., declaram que 
o armazenamento das amostras a 4ºC apresenta melhor estabilidade em 
comparação com o armazenamento à temperatura ambiente. Os autores não 
obtiveram variações significativas entre as amostras mantidas nas diferentes 
temperaturas [3].  Outros trabalhos também relatam uma maior estabilidade na 
WBC quando refrigerados a 4ºC [4,6,8]. No presente estudo não foi demonstrado  
qualquer favorecimento no armazenamento a 4ºC na contagem de glóbulos 
brancos e nos seus subtipos. As diferenças de resultados que ocorreram entre o 
presente estudo e investigações prévias pode dever-se às diferentes metodologias 
estatísticas utilizadas, o que limita uma comparação precisa [8] e ao número de 
amostras estudadas. Além deste fator, o uso de diferentes contadores 
hematológicos e as condições do laboratório, podem ser fatores determinantes, que 
comprometem a comparação dos determinados parâmetros hematológicos [3]. 

Considerando as alterações morfológicas, ao longo dos tempos analisados (t1h, 
t2h, t4h, t6h, t8h, t12h, t24h e, t48h), foram observadas transformações 
progressivamente mais evidentes. 

As alterações morfológicas começaram a manifestar-se simultaneamente nas 
séries branca e vermelha, a partir de t6h. Foram observados raros acantócitos, em 
ambas as temperaturas de estudo, os eritrócitos encontravam-se em rouleaux, quer 
à temperatura ambiente quer a 4ºC e, verificou-se alguma hipergranulação nos 
leucócitos à temperatura ambiente. Em t12h, começaram a ser evidenciadas outro 
tipo de alterações morfológicas como, a hiposegmentação e vacuolização dos 
leucócitos, em ambas as temperaturas. A hipergranulação dos leucócitos passou a 
ser manifestada a 4ºC. Em t24h, as alterações morfológicas observadas 
anteriormente mantiveram-se, no entanto, mostraram-se mais visíveis ao longo do 
tempo. Neste sentido, conseguiu-se observar um maior número de acantócitos, em 
ambas as temperaturas, assim como, se verificou um aumento da intensidade do 
rouleaux. Em t48h, observou-se um aumento bastante acentuado do número de 
acantócitos, quer à temperatura ambiente, quer a 4ºC. No entanto, é de referir que, 
a presença de mais acantócitos, assim como, maior intensidade do rouleaux, no 
esfregaço de sangue periférico de amostras armazenadas à temperatura ambiente 
é mais notável, quando comparado ao esfregaço de sangue periférico de amostras 
armazenadas a 4ºC. O aparecimento de acantóticos pode estar relacionado com o 
aumento da fragilidade osmótica dos eritrócitos [19]. 
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O estudo de Jaya et al., está de acordo com esta investigação, uma vez que, 
nas lâminas de amostras que se mantiveram à temperatura ambiente, verificaram-
se variadas alterações na morfologia das células sanguíneas como, o aparecimento 
de acantócitos, vacuolização nos leucócitos e hipergranulação dos neutrófilos. No 
entanto, não reportaram alterações morfológicas nos esfregaços de sangue 
periférico das amostras armazenadas a 4ºC [3]. Também de acordo com o descrito, 
o estudo realizado à temperatura ambiente por Narasimha et al., indica que as 
alterações morfológicas se começam a manifestar 2 horas após a colheita, 
tornando-se mais evidentes 6 horas depois [19]. Na investigação de Majumdar et 
al., também o surgimento de acantócitos e a formação excessiva de rouleaux foram 
detetados. Neste caso, estas alterações foram também detetadas em amostras 
armazenadas a 4ºC [6].  

É importante salientar que, estudos realizados por outros autores que foram 
utilizados como base comparativa a este trabalho não incluíram tempos precoces 
de análise, tendo iniciado a mesma 24 horas após a colheita. Este facto poderá ter 
contribuindo para as discrepâncias nos resultados obtidos, dado que, não foram 
avaliados tempos anteriores às 24 horas, nos quais, segundo o presente estudo se 
verificava haver alterações hematológicas, como por exemplo, a diminuição da 
WBC às 4 horas a 4ºC. 

Apesar dos resultados obtidos serem relevantes para a compreensão do efeito 
do tempo e da temperatura de armazenamento nos parâmetros hematológicos e 
na morfologia celular, este estudo apresenta algumas limitações que devem ser 
consideradas. Em primeiro lugar, o número reduzido de participantes (n=6) limita a 
representatividade estatística dos dados bem como a sua generalização. Além 
disso, a amostra foi homogénea, composta apenas por indivíduos jovens e 
saudáveis, sendo que poderiam ser interpretados diferentes resultados no caso de 
indivíduos pertencentes a outras faixas etárias ou em indivíduos com patologias. 
No entanto, considerando que as mesmas amostras foram analisadas em 
diferentes tempos, estas são controlos delas próprias.  

Com base nos resultados obtidos, pode-se constatar que o tempo limite para o 
processamento do hemograma à temperatura ambiente é até 8 horas após a 
colheita para a avaliação dos leucócitos e no imediato para os eritrócitos devido às 
alterações precoces no VCM. Mesmo com este estudo, é difícil estabelecer um 
tempo ideal para a análise de todos os parâmetros hematológicos, e apesar das 
diferenças obtidas entre os diferentes momentos de avaliação, é importante 
analisar os resultados considerando o que é clinicamente significativo. Este estudo 
também demonstra que o armazenamento a 4ºC não favorece a preservação das 
células a curto prazo. 

 



Margarida Dias Mateus

18 

Conclusão 
O presente estudo demonstra que o tempo e a temperatura de armazenamento 

influenciam significativamente tanto os parâmetros hematológicos como a 
morfologia das células sanguíneas. Aqui mostrou-se, que os leucócitos são as 
células mais suscetíveis a alterações ao longo do tempo, especialmente quando as 
amostras são armazenadas a 4ºC. 

Do ponto de vista morfológico, as alterações celulares surgem 
progressivamente ao longo do tempo, manifestando-se, quer nas células brancas, 
quer nas células vermelhas, com maior evidência após as 6 horas de 
armazenamento. O aparecimento de determinadas alterações morfológicas como, 
surgimento de acantócitos ou rouleaux reforça a importância de uma rápida 
preparação do esfregaço de sangue periférico.  

A análise dos dados obtidos permitiu concluir que a estabilidade das amostras 
de sangue venoso varia consoante o parâmetro avaliado e que o armazenamento 
a 4ºC não garante, necessariamente, uma melhor preservação das células. 
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Apêndices 
Apêndice A 

Efeito do tempo e da 
temperatura de armazenamento na morfologia das células sanguíneas e 

 

Objetivo do estudo: O objetivo deste estudo é avaliar a influência que o tempo 
e a temperatura têm na morfologia das células sanguíneas, assim como nos 
variados parâmetros hematológicos e, possivelmente estabelecer um critério 
relativamente ao tempo máximo de processamento analítico do hemograma e 
esfregaço de sangue periférico, na prática laboratorial. 

ID numérico (a preencher pelo investigador):  
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Apêndice B 
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Anexos 
Anexo A 
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