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RESUMO: A velocidade de hemossedimentag@o (VHS) ¢ um exame realizado em laboratérios de analises clinicas ha mais de nove déca-
das. Utilizada na pratica médica com poucas indicagdes precisas, mas auxiliar nas indicagdes das atividades inflamatorias ou infecciosas
¢ acompanhamento de doengas graves. O exame consiste em colocar sangue humano em uma pipeta de 200 mm, fixar em suporte proprio
e esperar uma hora para sedimentag@o eritrocitaria, utilizando como referéncia a metodologia de Westergren. Entretanto, os laboratorios
de andlises clinicas, usualmente, utilizam trés formas distintas de preparar o exame: diluido com soro fisioldgico, diluido com citrato de
sodio e sem nenhuma dilui¢o. Este trabalho teve como objetivo comparar o resultado da VHS das trés formas de dilui¢do do exame com
a mesma amostra de sangue de 104 pacientes. A analise dos resultados de todos os testes hematologicos mostrou aumento estatisticamente
significativo do teste, sem dilui¢do em comparag@o aos testes com dilui¢do em citrato e em solugdo salina. Esses dados indicam que no-
vos estudos deveriam ser realizados, no sentido de definir realmente qual dilui¢do ¢ a mais correta e ideal e ainda, estabelecer uma nova
padronizacdo dos valores de referéncia para cada dilui¢do, no sentido de facilitar a comparacéo dos resultados entre os laboratdrios e a
interpretagdo dos mesmos pelos médicos.

PALAVRAS-CHAVE: Westergren. Velocidade de Hemossedimentaggo. Dilui¢do. Citrato. Salina.

COMPARATIVE ANALYSIS OF DIFFERENTS DILUTIONS FOR ASSESSMENT OF ERYTHROCYTE SEDIMENTATION
RATE (ESR)

ABSTRACT: The erythrocyte sedimentation rate (ESR) is an examination that has been done in clinical laboratories for over nine decades.
It is used in medical practice with a little precise indications, but it is auxiliary to indications of inflammatory or infectious activities and
monitoring of serious diseases. The test consists of placing human blood in a 200 mm pipette, fix it in a proper support and wait for an hour
for erythrocyte sedimentation, using as reference the Westergren method. However, clinical laboratories usually use three different ways
of preparing the test: diluted with saline, diluted with sodium citrate and without any dilution. This study aimed to compare the ESR of the
three forms of dilution for the exam with the same blood sample from 104 patients. The results of all hematological tests showed a statisti-
cally significant increase of the undiluted test compared to the tests with dilution in citrate and saline. These data indicate that new studies
should be performed to actually define which dilution is the most correct and most ideal, and also establish new standardized reference
values for each dilution in order to facilitate comparison of results among laboratories and the interpretation of test results by doctors.
KEYWORDS: Westergren. Erythrocyte Sedimentation Rate. Dilution. Citrate. Saline.

Introducio

Em 1918, na Alemanha, Robin Fahreus de-
senvolveu um novo exame hematologico, hoje con-
hecido como Velocidade de Hemossedimentagio
(VHS) ou ainda Velocidade de Sedimentagdo Globu-
lar (VSG), observando a sedimentagdo, processo em
que os eritrocitos se depositavam no fundo do tubo
e se aglutinavam como uma pilha de moedas. Além
disso, Fahreus quantificou a capacidade de agluti-
nacao das proteinas plasmaticas, avaliou o efeito da
temperatura na VHS e verificou o aumento desta em
varias condi¢des patologicas e fisiologicas (COLLA-
RES; VIDIGAL, 2004).

Olshaker; Jerrard (1997) descrevem que a
taxa de velocidade de hemossedimenta¢do de eritro-
citos ¢ comumente utilizada para estimar a rea¢ao do
corpo a infec¢do e inflamagdes. Ha mais de 50 anos,

os médicos tém utilizado este teste para tudo, des-
de prever a gravidade da doenca especifica, além de
avaliar o indice geral da mesma.

Fischbach (2005) relata que a sedimentacao
ocorre quando os eritrocitos formam grupos ou agre-
gados de forma semelhante a colunas (rouleaux), de-
vido as alteracdes das proteinas plasmaticas, que as
tornam mais pesadas e mais propensas a sedimentar-
-se rapidamente. Em pacientes sem essas alteracdes
os eritrocitos sedimentam-se lentamente, porque as
hemadcias normais ndo formam rouleaux.

De acordo com Martins; Cardoso; Marcon-
des (2007) alguns autores atribuem o fenomeno de
agregacao as interagdes entre as cargas provenientes
dos eritrocitos e do plasma. Segundo esses autores as
cargas das hemacias sdo negativas, devido ao grupo
carboxil do écido sialico presente em sua superficie,
e por esta razdo, as hemadcias se repelem devido a in-
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teracdo Coulombiana. Considerando este fato e que o
plasma possui carga positiva (saldo liquido dos ions
e proteinas dispersas no soro) admite-se a formagao
de uma dupla camada elétrica nas quais as cargas ne-
gativas estdo imoveis ao redor da hemacia cercada
por cargas positivas do plasma.

Entretanto, foi em 1920 que Alf Westergren
padronizou o método que foi aprovado pelo Comité
Internacional para Padronizacdo em Hematologia,
em que o sangue deveria ser imediatamente adicio-
nado ao anticoagulante citrato de sodio, antes de ser
colocado napipeta(COLLARES; VIDIGAL, 2004).
Mas, nos anos seguintes, os laboratérios também
passaram a realizar com outros tipos de anticoagu-
lante, ou sendo diluido com soro fisiologico e citrato
de sodio.

Segundo Walters et al. (1998), hd muitos fa-
tores técnicos e fisiologicos que podem acelerar essa
sedimentac¢do, como o tremor na bancada durante a
espera do tempo para a leitura, temperatura do am-
biente elevada e patologicos nas condigdes inflama-
torias como febre reumatica, artrite reumatoide e 1a-
pus eritematoso, que podem apresentar um resultado
elevado, porque nestes casos ocorrem mudancas nas
proteinas do plasma. H& também diferengas fisio-
logicas, como menor VHS no género feminino em
comparagdo com idosos e gestantes que revelam um
valor maior.

Outros laboratorios, em busca de agilizar e
diminuir a quantidade de amostra para analise da
VHS, criaram métodos automatizados designados
Microtest X (Alifax®) que utiliza a metodologia de
cinética-fotométrica capilar. O analisador aspira 150
uL de amostra de sangue em Acido Etileno Diamino
Tetracético (EDTA), distribui em um capilar, e cen-
trifuga com uma for¢a de 20 g (SOARES; SANTOS,
2009).

No entanto, as literaturas nao padronizam um
valor de referéncia especifico para cada forma de se
preparar o material para analise, conforme mostra
Tabela 1.

214

BUCK, A.; VELASQUEZ, P. G.; DUSMAN, E.

Tabela 1: Valores de referéncia da VHS de acordo
com diferentes autores.

Autor Paciente Valores
em mm
Santos; Cunha; Recém-nascidos <2
Cunha (2000)
Adulto masculino <10
Adulto feminino <20
Idoso masculino <40
Idoso feminino <50

Brandao et al. Adulto masculino 22

(1983)
Adulto feminino 40
Idoso masculino 45

Idoso feminino 58
Collares; Vidigal Adulto masculino 15
(2004)

Adulto feminino 20

Idoso masculino 20

Idoso feminino 30
Miller (2003) Crianga 4a7

Adulto masculino 3 a5

Adulto feminino 4a7
Borges et al. (1982) Crianca 10

Adulto masculino 15
Adulto feminino 20

Fréjaville; Kamoun Adulto masculino 2a8

(1989)

Adulto feminino 4a10

Desta forma, devido a falta de informagdes
que esclarecam a dilui¢do mais adequada de reali-
zar a velocidade de hemossedimentacéo, este estudo
teve como objetivo comparar as possiveis diferencas
nos resultados de VHS realizados sob diferentes di-
luicdes: com soro fisiologico, citrato de sodio e sem
nenhum tipo de dilui¢do. Esses resultados poderao
ser confrontados com os diferentes valores médios
de referéncia utilizados para a leitura dos resultados
em cada método e, verificando se as diferencas ob-
servadas interferem na interpretacao do resultado do
exame do paciente em relacdo aos valores de refe-
réncia.

Material e Método
A pesquisa foi conduzida no Laboratorio

Dalmora de Analises Clinicas, localizado na cidade
de Dois Vizinhos-Parana-Brasil, no periodo de maio
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a julho de 2010. As amostras de sangue total dos 104
pacientes, em jejum por no minimo 4 horas, que se
apresentaram no laboratdrio com pedido médico pré-
vio para hemograma, foram coletadas com material
para pungdo venosa.

A leitura da eritrosedimentacdo foi realiza-
da por meio do processo de Westergren, descrito na
década de 1920, utilizado como método de referén-
cia do Comité Internacional para Padroniza¢do em
Hematologia (ICSH), no qual se utiliza sangue di-
luido (4 volumes de sangue e 1 volume de solugdo
de citrato ou salina) para a preparagao da velocidade
de hemossedimentacao (SOARES; SANTOS, 2009).
Neste teste foi utilizada a pipeta Westergren com 0 a
200 mm, 2,5 mm de diametro interno e capacidade
de 1 mL, que foi fixada na posicdo vertical em um
suporte proprio, e a leitura da velocidade foi feita na
primeira hora a uma temperatura entre 20°C e 23°C.

A leitura foi o resultado obtido mediante ob-
servagdo da altura da coluna de plasma, no limite de
separagdo com as hemadcias sedimentadas, expresso
em milimetros por hora (mm/h), que mede a hemos-
sedimentacdo (SANTOS; CUNHA; CUNHA, 2000).

A leitura da VHS de segunda hora nao foi
realizada, pois de acordo com a analise de Marques
(2004), a realizagdo da medida da VHS de segunda
hora dificulta a sua interpretagdo, gerando muitas ve-
zes conduta inadequada ou novos exames desneces-
sarios.

As amostras de sangue dos pacientes foram
colocadas em tubos contendo o anticoagulante acido
etileno diamino tetracético dipotassico (EDTA K2)
e homogeneizadas por 10 minutos. A mesma amos-
tra de cada um dos pacientes foi submetida aos trés
testes.

No primeiro teste, o sangue com anticoagu-
lante EDTA K2 foi colocado na pipeta até a marca
zero, sem nenhuma dilui¢do. A partir de 1993, a mes-
ma amostra de sangue pdde ser utilizada para a re-
alizacdo da VHS e outros testes hematologicos e o
exame pdde ser realizado até 12 horas apos a coleta
(COLLARES; VIDIGAL, 2004).

No segundo teste, o sangue com EDTA K2
foi diluido em citrato de so6dio (anteriormente prepa-
rado com 32,8 g de citrato de sodio para 1.000 mL de
agua destilada, armazenado em geladeira até a utili-
zac¢do) na concentracdao de 1mL de sangue para 0,25
mL da solucao.

No terceiro teste, o sangue colhido em EDTA
K2 foi diluido em solugdo salina na propor¢ao de 1
mL de sangue para 0,25 mL de soro fisiologico, con-
forme descrito por Silva; Hashimoto; Alves (2009).

Nos trés testes, se preencheu normalmente a
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pipeta de Westergren até a marca 0 com cada amos-
tra. As pipetas foram colocadas no suporte adequado
e ap6s uma hora realizou-se a leitura, usando a escala
que estd nos tubos em milimetro, verificando quanto
os eritrocitos sedimentaram, conforme Figura 1.

C

Figura 1: Exame da taxa de velocidade de hemossedimentagio.
A - Pipetas de Westergren posicionadas no suporte, B — Tempo de
espera para a leitura e C - Leitura da taxa de velocidade de hemos-
sedimentagao.

A analise estatistica, para a comparagao dos
trés testes, foi feita por meio da andlise de variancia
(ANOVA) seguida do teste de Tukey e t de Student,
com correcdo de Welch, ao nivel de significancia de
5%.

Resultados e Discussao

No periodo de estudo, maio a julho de 2010,
foram coletadas 104 amostras de sangue dos pacien-
tes e os exames de velocidade de hemossedimenta-
¢ao foram realizados utilizando a mesma amostra
para os trés testes. A Tabela 2 apresenta os resultados
das médias e desvio-padrao obtidos para cada um dos
trés testes realizados; sem dilui¢do, diluidos em solu-
¢do de citrato e em solucdo salina; e mostram que ha
diferenca significativa, pelo teste de Tukey e t de Stu-
dent com nivel de significancia de 5%, entre o teste
sem diluicdo e os testes com dilui¢do em solucdo de
citrato e salina. Entretanto, ndo houve diferenca es-
tatistica entre os dois testes com as diluic¢des, citrato
e salina, que apresentaram valores de VHS menores
que o teste sem diluigao.
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Tabela 2: Média e desvio-padrao da hemossedimen-
tacdo dos pacientes nos trés testes realizados: sem
dilui¢do, com citrato ou com salina.

Teste Hemossedimentacao
Sem dilui¢do 24,31422,48A
Solugao citrato 14,75+16,33B

Solucao salina 14,81+16,13B
*Médias seguidas da mesma letra na vertical, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey e t de Student, com corregdo de Welch, ao nivel
de 5%.

Vale destacar que o desvio-padrdo dos trés
testes foi elevado, o que pode ser explicado pela di-
ferenca de estado fisioldgico e, assim dos valores de
hemossedimentacdo dos 104 pacientes, que tiveram
suas taxas de VHS variando de 2 a 119 mm, confor-
me Figura 2.
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——sem diluigéo ——Citrato Salina

Figura 2: VHS dos 104 pacientes nos trés testes realizados, sem
dilui¢do, com citrato e com salina.

Resultados semelhantes aos do presente estu-
do foram obtidos no trabalho de Guerra et al. (1992),
que utilizando dois tipos de anticoagulantes (Na-
2EDTA e/ou K3EDTA) e tempos diferentes para a
realizacdo do exame apos a coleta, verificaram que
sem realizar a dilui¢do com solugao fisioldgica, mo-
mentos antes da realizacdo do teste, os valores de
VHS foram significativamente maiores que a média
encontrada quando foi usado o citrato de sédio. E,
quando realizada a diluigdo prévia das amostras co-
lhidas em Na2EDTA e/ou K3EDTA, nido foram en-
contradas diferencas significativas.

Hachem et al. (2010) também verificaram
que houve um aumento significativo dos valores da
VHS pelo método nao-diluido, ou seja, os valores da
VHS por este método tendem a serem maiores do
que os obtidos pela técnica com citrato, semelhan-
temente ao presente estudo. Além disso, Emelibe;
Ukonu (1992) também afirmaram que ndo ha dife-
renca significativa entre os valores de VHS, quando
da diluicdo em citrato trissddico e soro fisiologico,
semelhante ao encontrado no presente estudo.

Entretanto, resultados diferentes dos do pre-
sente estudo foram encontrados por Emelike et al.
(2010), que encontraram diferencas significativas
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entre os resultados da VHS das dilui¢des com com
citrato trissodico e soro fisiologico.

Corroborando com os dados do presente es-
tudo, Jou et al. (2011), afirmam que o método de re-
feréncia para a medicdo da VHS deve ser baseada no
método de Westergren, sendo utilizado o sangue total
anticoagulado com EDTA e posteriormente diluido
com citrato de sodio ou solu¢do salina (4:1).

A Figura 3 apresenta os valores das frequ-
éncias das taxas de hemossedimentacao para os trés
testes realizados e, mostram uma maior incidéncia de
pacientes com valores at¢ 15 mm, sendo que valo-
res inferiores a 20 mm sdo considerados padrdo pela
maioria dos laboratorios para individuos saudéaveis
(SOARES; SANTOS, 2009). Apesar disso, os testes
com dilui¢gdes, com citrato ou salina apresentaram
um maior nimero de individuos nesta mesma faixa,
0 a 15 mm, e o teste sem diluicao foi o que teve maior
numero de pacientes nas outras faixas de VHS, indi-
cando que os testes com dilui¢cao diminuem a veloci-
dade de hemossedimentagdo do sangue.

Frequéncia velocidade de hemossedimentagao/Numero
pacientes

70 ‘

R

0 ———

75490 91a115

Numero pacientes

0a15 162430 30445 46 a2 60 61475

——Sem diluigdo ——Citrato Salina

Figura 3: Frequéncia da velocidade de hemossedimentagdo (mm)
em relacdo ao niimero de pacientes.

Esses resultados corroboram com os do tra-
balho de Olshaker e Jerrard (1997), que criticam o
teste de Westergren que utiliza diluicdo em citrato,
pois segundo os autores este teste pode potencial-
mente reduzir a concentragdo de macromoléculas e
diminuir artificialmente a VHS. Mecanismo seme-
lhante pode ter ocorrido no presente estudo, pois a
VHS do teste com dilui¢do foi estatisticamente me-
nor que o teste sem diluicao.

Além disso, vale destacar que, como obser-
vado na Tabela 1 e nos seguintes relatos, as literaturas
diferem na metodologia do exame, e ndo padronizam
um valor de referéncia especifico para cada forma de
se preparar o material para analise. Santos; Cunha;
Cunha (2000), por exemplo, citaram em sua pesqui-
sa 0 método de Westergren que utiliza 4 volumes de
sangue em EDTA e | volume de salina 0,85%. No
entanto, para realizarem seu trabalho usaram 1,6 ml
de uma mistura de sangue venoso mais 0,4 ml de ci-
trato de sodio a 3,8%.
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Collares e Vidigal (2004) também utilizaram
concentracoes diferentes das do presente trabalho,
pois para esses autores o0 método consiste em colocar
sangue venoso anticoagulado com citrato de sddio a
3,8% em um tubo graduado. J& para o método “modi-
ficado” o sangue ¢ coletado com EDTA, obedecendo
a proporcao de 4 partes de sangue para 1 de antico-
agulante. Ap6s a homogeneizagdo 1,5 mL de sangue
¢ diluido em 0,5 mL de soro fisiologico ou citrato de
sodio (SILVA; HASHIMOTO; ALVES, 2009).

Ainda, Martins; Cardoso; Marcondes (2007)
compararam a agregagdo ¢ sedimentagdo eritrocita-
ria utilizando VHS e espectrofotometria ultravioleta
visivel (UV-Vis), no entanto para realizar o método
Westergren esses autores realizaram os testes com a
amostra sem dilui¢cdo e nao especificaram qual valor
de referéncia se basearam para compararem com 0
hematocrito.

Com isto, verifica-se que podem ocorrer er-
ros de interpretacdo médica, devido ao fato de os
laboratérios poderem utilizar formas diferenciadas
na preparagao do exame e nos valores de referén-
cia. Caso este demonstrado no estudo de Souza et al.
(2009), no rastreio e prognoéstico da dengue, em que
os autores utilizaram como referéncia até 20 mm para
os valores da VHS, sem especificar qual dos testes
utilizaram, sem dilui¢do ou diluido em solug¢des. O
mesmo aconteceu na pesquisa de Lara et al. (2005),
realizada por meio da metodologia de Westergren,
em uma avaliagcdo da velocidade de hemossedimen-
tacdo em pacientes submetidos a artroplastia total do
quadril, no qual o calculo dos valores de referéncia
padrdo foram feitos mediante combinagao numérica
de todos os valores de referéncia entre laboratorios e
diferentes técnicas, a fim de minimizar a ocorréncia
de viés metodoldgicos e laboratoriais, estabelecendo
a VHS inferior a 20 mm em até uma hora, sem qual-
quer distingdo de sexo ou idade.

Além disso, Olshaker ¢ Jerrard (1997), fazem
varias observacoes com relagdo a VHS, entre elas,
que a velocidade da hemossedimentacdo aumen-
ta progressivamente com a idade, aumentando 0,85
mm/h para cada aumento de 5 anos de idade, sen-
do que a causa pode estar no aumento dos niveis de
fibrinogénio ou maior prevaléncia de doenga oculta
nos idosos. O sexo também influéncia a VHS, pois
nas mulheres a tendéncia ¢é ter a VHS maior do que
os homens; isto esta provavelmente relacionado com
os niveis de androgenos e diferencas no volume glo-
bular.

Miao (2004) em sua pesquisa realizada na
China, em regides montanhosas, descobriu que a
altitude também ¢é um interferente na realizagdo da
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hemossedimentacdo, podendo a sedimentacdo apre-
sentar valores altos ou muito baixos dependendo da
localizagdo da realizagdo do exame.

O trabalho de Shteinshnaider et al. (2010),
mostraram uma correlagdo positiva entre o tempo de
30 e 60 minutos da leitura da velocidade de sedimen-
tagdo, pelo teste de Westergren, independentemente
da idade, sexo e presenc¢a de anemia ou de inflama-
¢do, podendo ser calculado por uma simples equacao.

Decorrente dos fatos relatados faz-se neces-
sario uma melhor compreensao e esclarecimento das
possiveis diferengas apresentadas pelas metodolo-
gias que hoje sdo usadas, pois se pode observar que
em muitas literaturas a metodologia proposta por Alf
Westergren foi modificada. De acordo com Soares;
Santos (2009), um erro sistematico ndo altera a cor-
relagdo, mas altera a concordancia, assim, a utiliza-
cdo de diferentes metodologias para a realiza¢do de
um mesmo exame faz com que seja necessario verifi-
car a concordancia entre os resultados.

Desta forma, os resultados deste estudo su-
gerem que devam ser padronizadas metodologias de
diluigdes e valores de referéncia para tais, porque
para o mesmo individuo, conclusdes médicas/labo-
ratoriais diferentes podem ser obtidas, induzindo um
estado de saude ou doenga ao paciente.

Conclusao

A analise dos resultados deste estudo permite
concluir que existe diferenca estatisticamente signi-
ficativa entre o teste sem diluicdo e os testes com di-
lui¢do em solucdo de citrato e salina, para determinar
a velocidade de hemossedimentagao.

Desta forma, novos estudos deveriam ser
realizados, no sentido de definir realmente qual o
teste ¢ o mais correto ¢ ideal, sem dilui¢cdo ou com
diluicodes, estabelecendo uma nova padronizagao dos
valores de referéncia para cada teste, com suas res-
pectivas particularidades como, idade, sexo, regido,
de forma a facilitar a comparacao e interpretagao dos
resultados entre os laboratdrios € médicos.
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