Hemograma

Profa Alessandra Barone
Prof. Archangelo Fernandes
www.profbio.com.br



Hemograma

* Avalia os elementos celulares do sangue
— Quantitativamente
— Qualitativamente

* Triagem e controle de doencas

— Util na avaliacdo das anemias além de evidenciar
indicadores que podem ser correlacionados com
infeccdes virdticas e bacterianas.



Fatores Pre-analiticos
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Fatores Pre-analiticos

* Anticoagulantes

— Em geral, interferem no mecanismo de coagulacao in
vitro, inibindo a formacao da protrombina ou da
trombina.

* Os mais usados sao:
— Citrato — provas de coagulacao
— Heparina (sodio ou litio)
— EDTA (acido etileno-diamino-tetracético)
— Fluoreto



Fatores Pré-analiticos

+ EDTAK,

— Utilizado na forma seca e reveste internamente a parede dos
tubos

— Homogeneizacao por inversao — 8 a 10 vezes
— EDTA liga-se aos ions calcio, bloqueando assim a cascata de
coagulacao
— Obtém-se assim o sangue total para hematologia
* Testes:
* Eritrograma

* Leucograma IEW_. S—
* Plaquetas



Oferece vantagem de nao deformar
os globulos brancos e glébulos
vermelhos, além de proporcionar
resultado satisfatorio no Ht

Baséfilos

Plaquetas o
trombocitos



EDTA

Mantém as caracteristicas histo-morfologicas
das células

Nao altera o percentual de Ht
Nao altera concentracao de Hb

Possibilita a contagem das células em até 24
horas apos coleta, se refrigerada de 22C a 82C

Anticoagulante de escolha para contagem de
plaquetas



Fatores pré-analiticos

* Garroteamento: aproximadamente 1 minuto
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— Hemoconcentracao
— Variacoes do hematdcrito (2 a 4%)
— Pseudoneutrofilia

— Homogenizacao da amostra
— Condicoes do paciente: jejum, estresse
— Posicao do paciente



Fatores pré-analiticos

 Armazenamento
— Globulos brancos

e Até 3 hrs: alteracdes minimas
* 12 a 18 hrs: alteracoes aparentes

—

i Plasma

Buffy Coat
» = White Blood
Cells

_ Red Blood
» Cells




Fatores pré-analiticos

 Armazenamento

— Glébulos vermelhos

e Até 6 hrs: alteracdes minimas
* Apods 8 hrs: hemacias crenadas e esferdcitos



Fatores fisiologicos

Gestacao
Altitude
Exercicios

Fumantes



Hemograma

Eritrograma
Leucograma
Extensao sanguinea
Plaguetograma



Eritrograma

 E aparte do hemograma que avalia a massa
eritroide circulante

— Ht
— Hb
-GV




Hematocrito

v

e E a razao entre o volume da massa de eritrocitos e o
volume de sangue total.

* O resultado em % exprime a concentracao de eritrocitos
obtidos por centrifugacao do sangue nao coagulado.
* Valores normais:
e Jd:40a50
e @:35a345
* Criancas até umano:34a40 %
* Recém-nascidos:50a 60 %



Microhematocrito

* Realizado em tubo capilar.

e Utilizacao de microcentrifuga onde o tubo é
colocado a 10.000rpm por 5 minutos

* Nesta técnica todo material sera descartado
apos uso.



Microcentrifuga




Microhematocrito




Valores Falsamente Diminuidos

Diluicao com anticoagulante

Longo periodo de centrifugacao
Microcentrifuga descalibrada (> forca)
Tubos mais finos

Armazenamento da amostra

Microcitose



Valores Falsamente Aumentados

* Garroteamento excessivo

e Curto periodo de centrifugacao
* < forca de centrifugacao



Dosagem de hemoglobina

* Principal componente eritrocitario.

 Dosagem realizada por métodos colorimétricos
(hemoglobinometria) apds conversao da
hemoglobina em cianometamoglobina expressa em

g/dl.



Dosagem de hemoglobina

* Drabkin-> ferricianeto de potassio converte o ferro
ferroso da hemoglobina a ferro férrico formando
metahemoglobina.

* A metahemoglobina combina com o cianeto de
potassio para formar um composto estavel ->
cianometahemoglobina.



Dosagem de hemoglobina

— Realizacao do exame:
* 0,02 mL de sangue ‘
* 5mL de Drabkin \

* Colocar a amostra de sangue em tubo de ensaio e aguardar 10
minutos

e Analisar a DO em espectrofotometria em comprimento de onda
de 540nm

* Avaliar a DO do padrao para calculo do fator
* Portanto: F=[P]/[DO] P=5,10 ou 15 mg/dL
* Para calculo da amostra: [ Hb amostra] = do amostra x F



Dosagem de hemoglobina

-

0,02 mL
Amostra ou
20 pL
0,202 mL
Padrao ou
20 pL
5,0 mL 50mL

Reagente Drabkin



Dosagem de hemoglobina

— Valores de referéncia:

— Valores normais:
» 0-14a18
» @:12a16g/dL
» Criancas de até um ano: 11a 12 g/dl

» Recém- Nascido: de 14 a 19 g/dI \



Dosagem de hemoglobina

* A dosagem de Hb esta diretamente relacionada
com o conteudo e coloracao do eritrocito, de
grande valia no diagnostico das anemias.

* Causas de erro:
— pipetagem
— lipemia
— alta contagem de leucocitos
— sujeira na parede de leitura
— presenca de carboxihemoglobinas (fumantes)



Contagem de glébulos vermelhos

e Consiste na determinacdo do numero de eritrécitos por mm?3
de sangue.

* O sangue é diluido na porcao 1:200 com o liguido de Hayem
* Liquido de Hayem:

— Bicloreto de mercurio

— Cloreto de sodio

— Sulfato de sodio

— Agua destilada



Contagem de glébulos vermelhos
Reativo de Hayem
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Contagem de globulos vermelhos

* Realizacao do exame:

— Pipetar com a pipeta volumétrica 4,0 mL de sangue total
— Pipetar com micropipeta 0,02 mL (20 pL) da amostra

— Ap0s fixacao da laminula sobre a camera de Neubauer
preencher com o sangue diluido, proceder a contagem seguido
do calculo.

— Contar os eritrocitos presentes nos cinco campos — 4 lateraise 1
central) do quadrado central.

— Proceder a soma e multiplicar por 10.000
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Glébulos vermelhos

 Valores de referéncia:

—d-4,5a5,5 milhdes/mm?3
— @ -4,0a5,0 milhdes/mm?3
— Recém nascidos — 5,5 a 7,0 milhdes / mm?3



Interpretacao

* Valores aumentados em policitemias

* Valores diminuidos processos anémicos de
diversas etiologias

 Contagem em camara de Neubauer oferece
grande variabilidade de erro e dispéndio de
tempo—> automacao



Indices hematimétricos

VCM- volume corpuscular médio

VCM= Ht x 10 / GV

Correlaciona-se inversamente com o numero de GV.
Causas comuns de erro:

— Rouleaux

— Conservacao prolongada in vitro t VCM

— Excesso EDTA- desidrata a célula-UVCM
— Valores normais: 82 a 92 fL



Indices hematimétricos

e Através do VCM classifica-se as anemias
como:

— Macrociticas
— Microciticas
— Normodciticas



Alteracao no VCM

® Microcitose

— Hemacias abaixo de 80 fL (adulto).
— Esta associada a deficiéncia de ferro e talassemias.

* Macrocitose
— Hemacias acima de 100 fL (adulto).

— Esta associada a deficiéncia de vitamina B12, quimioterapia,
doenca hepatica, hipotireoidismo e mieloma



Indices hematimétricos

e HCM - hemoglobina corpuscular média
— HCM= Hb x 10/GV (pg)
— Valores normais— 27 a 32 pg

* CHCM - concentracao de hemoglobina
corpuscular média

— CHCM=Hb x 100
Ht
— Valores normais 32 a36%



RDW

* RDW (Red blood cell Distribution Width) —
expressao numerica da anisocitose

— Variacao do volume das hemacias — contadores
automatizados

— Valores normais: 11-14,5

Anisocitose - Variacao no tamanho das hemacias



Histograma

 E acurva de frequéncia da distribuicdo e tamanho dos
eritrocitos, com o volume na abscissa e a frequéncia na

ordenada

 Quando a curva situa-se a esquerda, denota-se
microcitose e a direita, macrocitose



Histograma

* normal
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Histograma

e Anemia microcitica

Frecusncia relativa
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Histograma

* Anemia macrocitica
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Leucograma

* Contagem de glébulos brancos (WBC)
* Contagem diferencial
— Extensao sanguinea



Contagem de globulos brancos

* Realizada com pipeta de Thoma ou pipeta
volumeétrica

* Pipeta volumeétrica

— Pipetar em tubo de ensaio 20 pL de sangue total
para 400 pL de solucao de Turk, ou seja, diluir o
sangue de 1:20

— O liguido de turk lisa as hemacias mantendo a
morfologia dos leucodcitos

— Homogeneizar e transferir aproximadamente 15
UL para a camara de neubauer



Contagem de globulos brancos

* Avaliacao quantitativa:
— Contagem camara de Neubauer
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Contagem de globulos brancos

e Calculo:

— Contar os quatro quadrados laterais externos e
multiplicar por 50

* Valores de referéncia:
—de@-50a10.000/mm3
— Criancas até 7 anos — 5,0 a 15.000/mm3
— Recém nascidos — 10,0 a 25.000/mm?3



Extensao sanguinea
* Qual a necessidade da extensao sanguinea?

— Verificacao da morfologia celular
— Verificacao dos tipos celulares

— Contagem e diferenciacao de gldbulos brancos,
plaguetas e reticuldcitos.

— Coloracao de globulos vermelhos
— Presenca de Inclusdes
— Maturidade celular



Extensao sanguinea

Preparar duas laminas limpas
Em uma das laminas, colocar uma gota de sangue total

Com a outra lamina, realizar deslizamento para obtencao de
esfregaco delgado
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Extensao sanguinea

Fixacao e coloracao da lamina depois de seca:

Derivados de Romanowsky:
— Giemsa (azul-eosina)

— Leishman e Wright

— Panotico (solucao 1, 2 e 3)

Corante acido - eosina:
— afinidade por substancias alcalinas — citoplasma

Corante alcalino - azul de metileno
— afinidade por substancias acidas — nucleo



Extensao sanguinea

 Devido ao tamanho variado dos diferentes

globulos brancos, sua distribuicao no
esfregaco nem sempre sera uniforme, assim:

— Nas bordas e na cauda ha maior quantidade de
Ne, Eo, Mo, Ba

— Linfocitos restritos a regiao central do esfregaco

— Leitura feita do corpo para cauda em zig-zag.

* Ler em objetiva de imersao



Extensao sanguinea

* Contagem diferencial de Leucocitos:

— Contagem de 100 células

T | Relativo% Absoluto

Bastonete
Neutrofilos
Linfocitos
Eosindfilo
Basofilo

Mondcito

0a5%
40 a 75%
20 2 40%
1a4%
0al%
223 8%

0-350
2800-5250
1400-2800
70-280
0-70
140-560



Extensao sanguinea

e Como calcular o valor absoluto?

e Facill!ll Muito facill!ll
50 neutrofilos ---- 100 células
X neutrofilos ---—-—-- 8.000 GB (ex de gb totais)

X = 4000 neutréfilos / mm?3









Distribuicao Homogénea




Normocromia




VHS — Velocidade de hemosedimentacao

Avalia a velocidade de separacao dos globulos vermelhos e o
plasma

Utilizado para o diagnostico de processos infecciosos

Utilizacao da pipeta de Westergreen ou tubo de Wintrobe
Valor de referéncia:

— Homens:3a8 mmem 1 hora
— Mulheres:3a11 mm em 1 hora



VHS

* Valores aumentados:
— Criancas
— Periodo menstrual
— A partir do 4 més de gestacao
— Temperaturas elevadas
— Anemias
— Neoplasias
— Aumento do fibrinogénio plasmatico
— Processos infecciosos e agudos



VHS

* Diminuicao :
— Policitemia vera
— Caqueixa
— Insuficiéncia cardio congestiva
— < fibrinogénio plasmatico
— Anticoagulantes em excesso



Contagem de plaquetas - método
de fonio

* Contagemem lamina
* Realizar esfregaco e corar

* Contar 5 campos microscopicos, contendo cerca de 200
hemacias cada um e fazer uma regra de trés com

exemplo:
5 campos:
1000hemacias--------- 15 plaguetas
n2 G.Vermelhos ------- X
VR:

140.000 — 400.000 mm3



Contagem de plaguetas em camara-
TECNICA DE BRECHER

e Utilizacao da pipeta de Thoma

e Aspirar o sangue até a marca 0,5 e completar com o diluidor
de Brecher até a marca 101.

e Agitar a pipeta e colocar a solucao na camara de Neubauer.
Aguardar 10 minutos

e Contar os 25 quadrados do reticulo central e multiplicar por
2,000 (diluicao 1:200)

LiQUIDO DILUIDOR DE BRECHER:
- Azul de Metilen0 1%......ccuuvueeeeiieeeiiiieeeeeeeeeceee e, 2 gotas
- OXalato de AMONIA .. cuie it eenas 10g
- AU deStilada G.5.Puevereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeee e, 100 ml
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Contagem de plaquetas

e Causas de erro:

— Agregacao plaguetaria — EDTA, atraso na coleta,
conservacao in vitro

— Satelitismo plaquetario- € mediado por um fator
plasmatico (I1gG ou IgM). As plaquetas aderem in
vitro aos neutrofilos, envolvendo-os como uma
coroa)



Alteracoes Quantitativas

 Trombocitose — &€ o aumento na contagem de
plaguetas

* Trombocitopenia - € a diminuicao na
contagem de plaquetas



Agregacao Plaguetaria e Satelitismo

Figura 1 - Satelitismo plaquetdrio



Plaguetas normais




Macroplaguetas




Reticulocitos

Hemacia jovem apos a perda do nucleo
Célula rica em RNA ribossémico
Liberacao precoce de reticuldcitos da MO

Reticulocitos cerca de 20% maiores que as hemacias
apresentando maior quantidade de RNA na anemia
megaloblastica



Reticulocitos

* Coloracao :
— Azul de metileno ou azul de cresil brilhante.

e Valores normais :
—0,5-2,0%
— 25.000 - 50.000/ul



Reticulocitos

Procedimento:

Pipetar em tubo de ensaio 100 puL de sangue
total para 50 puL de azul cresil brilhante

Incubar a 37°C por 15 a 30 minutos
Realizar extensao sanguinea

Contar 10 campos com 2.000 hemacias ou 5
campos com 1.000 hemacias



Contagem de reticulocitos

1000 hemacias ------ 10 reticuldcitos (ex)
4.500.000 hemacias ------- X reticuldcitos

X =45.000 4.500.000 — 100%

45.000 - X%
X=1%

* Valor de referéncia: 0,5a 2.0 %



Correcao de reticulocitos

* Reticulocitose : resposta a hipoxemia
* Reticulocitose ou reticulocitopenia

e Avaliacao da anemia a partir o numero de reticuldcitos.
* Baixo nivel de reticuldcitos: anemia carencial
e Alto nivel de reticuldcitos: anemia hemolitica.

Rt % corrigido = %R paciente x Ht paciente
Ht normal

Ht normal para homens (47%) em mulheres (42%).



Indice de reticuldcitos

 Maturacao de reticulocitos:
— Em pacientes com hematocritos entre 30 e 40%: 1,5 dia
— Em pacientes com hematocritos entre 20 e 30% : 2 dias
— Em pacientes com hematdcrito menor que 20% : 2,5 dias

e Calcular o indice de reticuldcitos

* IR = contagem corrigida de reticulécito =
Tempo de maturacao em dias.




IR

 Valores:

— Quando o IR for menor que 2: resposta reduzida a
solicitacao pelo quadro anémico.

— Quando o IR = 2: resposta considerada adequada.

— Quando o IR for maior que 2: sugestivo de grande
perda de hemacias com aumento na hematopoese.

— Utilizacao dos indices hematimétricos para verificacao
de anemia hipo ou normocromica, macrocitica ou
microcitica



TEMPO DE MATURAGAO DOS RETICULOCITOS

Hematocrito

45

39

25

15

Medula Ossea

 Sangue Periférico

3.5 1.0
3.0 1.5
2.5 2.0
1.5 2.5




Reticulocitos

Paciente do sexo masculino foi ao laboratdrio para

realizacao de um hemograma. Entre os resultados, foi
verificado um aumento no indice de reticuldcitos.

Rt = 10% Ht= 20

Rteorrigido= 10 X 20 = 200 = 4,25

47 47

IR=4,25 = 2,12 possivel diagndstico de anemia
2 hemolitica



Reticulocitos

Paciente do sexo masculino foi ao laboratorio para
realizacao de um hemograma.

Rt=2% Ht=30 VCM=76fL
Rt =2x30= 60 = 1,27
47 47

corrigido

IR=1,27 = 0,85 possivel diagnodstico de anemia
1.5 carencial



Hemograma automatizado

Técnica mais utilizada em todos os laboratorios clinicos do
mundo.

Mais rapida, reprodutivel e confiavel do que a técnica manual.
Amostra de sangue é aspirada pelo equipamento.

ApOs tratamento com solucoes especificas, ela passa por
eletrodos que medem o tamanho da célula e sua complexidade.

Desta maneira é possivel distinguir entre os diversos tipos
celulares do sangue.



Sysmex- XE-2100



Sysmex- XE -2100

 Analise individual em tubo fechado

* Principios de medicao:
— Impedancia elétrica (corrente direta): RBC, PLT, HCT
(medido) e diferencial de células imaturas

— Citometria de fluxo fluorescente: WBC, contagem de
reticuldcitos, eritroblastos, plaguetas imaturas e
contagem optica de plaqueta

— Radiofrequencia: diferencial de céls imaturas
— Fotometria: HGB. Reacao livre de cianeto



Sysmex- XE -2100

e Parametros analisados:

e 34 parametros:

— WBC, RBC, HGB, HCT, MCV, MCH, MCHC, RDW-SD,
RDW-CV, PLT, MPV, NEUT%, NEUT#, LYMPH%,
LYMPH#, MONQO%, MONO#, EOS%, EOS#, BASO%,
BASO#, 1G%, |G#, RET%, RET#, LFR%, MFR%,
HFR%, IRF, RETHe, PLT-O, IPF%, NRBC%, NRBCH#



Sysmex- XE -2100

WBC: leucécitos RBC: eritrdcitos HGB: hemoglobina
HCT :hematodcrito MCV: VCM MCH: HCM
MCHC: CHCM RDW-SD RDW-CV

PLT: plaquetas MPV: volume médio plaquetaro
NEUT : neutrofilos LYMPH: linfocitos MONO:mondacitos

EOS: eosinofilos BASO: basofilos |G : granuldcitos
imaturos RET:reticuldticos

LFR, MFR e HFR: analise da maturacao de reticuldcitos pela intensidade de
fluorescéncia em baixa, alta e média fluorescéncia

IRF: porcentagem de reticuldcitos imaturos
RETHe: conteudo de hemoglobina dos reticuldcitos
PLT-O: contagem optica de plaquetas

IPF: plaquetas imaturas NRBC: eritroblastos



Sysmex- XE-2100

* Presenca de canais diferenciados para analise
celular:

— Canal de hemoglobina

— Canal de eritrdcitos/plaquetas, que mede e conta
por impedancia em um fluxo com foco
hidrodinamico

— Canal de diferencial para neutrofilos, eosinofilos,

linfOcitos e monadcitos apos interacao com corante
fluorescente



Sysmex- XE-2100

— Canal de leucdcitos/basofilos, que lisa todas as
células menos os basofilos, sendo diferenciados
por dispersao de luz frontal e lateral

— Canal de eritroblastos, sendo identificados por
intensidade de fluorescéncia e dispersao frontal
da luz

— Canal de granulécitos imaturos distintos por
impedancia e corrente de radiofrequéncia.



Sysmex- XE-2100

* Capacidade de processamento

— Modulo manual: 60 amostras por hora
— Moddulo automatico - 150 amostras por hora



Impedancia elétrica

e As diferentes células sanguineas sao contadas
e medidas a partir dos impulsos elétricos que
geram quando imersas em um meio condutor
(solucao eletrolitica).

e As células também sao orientadas em um
fluxo laminar e interceptadas uma a uma por
uma corrente elétrica.

 Analisa RBC, PLT e HCT



Solugao eletrolitica Através da intensidade

do pulso elétrico
gerado pelas células
-' determina-se o
CORRENTE @ tamanho das células e

ELETRICA % o VCM.

A quantidade de pulsos
elétricos € equivalente
a quantidades de

Na contagem diferencial de ;
celulas contadas.

leucocitos, sensores avaliam a
duracao e frenquéncia do pulso

transmitido pela célula. O HCT deriva do VCM e do
numero de células/imm?®:

Qto > intensidade do pulso, >tamanho da célula
Qto > gtde do pulso > gtde de células




Impedancia

Diluent, Many Particles, Few Particles
No Particles Similar Sizes Varied Sizes

Lei de Ohm : V=IR
A voltagem gerada (corrente constante) é proporcional
ao tamanho da particula (obstrugao)



Citometria de fluxo

* E uma técnica de medicdo das propriedades de células em
suspensao, orientadas em um fluxo laminar e interceptadas
uma a uma por um feixe de luz (LASER).

* COMPONENTES:

— Camara de fluxo
— Conjunto 6ptico luminoso (LASER);
— Amplificador e processador dos sinais luminosos (SENSORES);

— Sistema computacional integrado para processar as informacoes
oriundas dos sensores.

— O feixe de laser incidira sobre cada célula (de forma individual)

— A radiacao incidente sofrera desvios que serao reconhecidos
pelos fotosensores



Citometria de fluxo fluorescente

Detectores

J % FL1
- % \ Lo SSC- avalia a granulosidade intracelular
1/,# através da luz dispersada

luz o ﬂ FSC

i FSC — avalia o tamanho da célula pela difra¢do
’ Foes e refracdo da luz
FL3
amosira \
Fluide

FL: Sensores especializados em medir
envoltdrio fluorescéncia:avalia tamanho nucleo

Contagem total e diferencial de leucdcitos
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As informacgoes provenientes dos diferentes sensores,
sao agrupadas, formando as caracteristicas de cada
célula que sao expressas em um histograma.



Citometria de Fluxo Fluorescente

Analise celular

=UsSmex



Fluorescéencia: corante Polimetina

Corante
fluorescente

Sem corar

SUsmex




Fluorescéncia (contetdo de RNA/DNA)

LEERS 3

Citometria de Fluxo Fluorescente
XE-2100 Plus/D e XT-1800/2000

Canal DIFF

Luz dispersa lateral (estrutura interna celular)

Canal WBC/Baso
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Canal WBC - DIFF
XS-1000¢

CBC + DIFF

= Citometria de fluxo
fluorescente

= Grafico de dispersao do
Canal WBC - DIFF

= Posicionamento celular
para uma populacao
normal




Populacoes anormais
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Side Scatter
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Tudo isso é matéria de prova?
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