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RESUMO

Os valores encontrados para a viscosidade sanguinea tendem a aparecer com diferencas
significativas, de acordo com o sexo, avancar da idade e uso de substancias. Pelo fato de o
sangue ser um fluido ndo newtoniano, ndo podemos expressar sua viscosidade em termos
absolutos sem que sejam levadas em conta as condi¢cdes em que a mensuragdo € feita. Estudos
anteriores destacaram a importancia esta medida, considerando o efeito da idade, o uso de
substancias, bem como sua relacdo com Fluxo Sanguineo Regional Cerebral, o que pode
indicar correlagdo com declinios cognitivos. Entretanto, a pratica médica carece ainda de um
método simples e clinicamente pratico para a verificagdo desta medida, além de valores de
referéncia. Como passo inicial no sentido de padronizar os procedimentos e condi¢des do
processo de medi¢do, avaliamos a quantidade minima de amostra necessdria para a medi¢ao
da viscosidade sanguinea, utilizando este equipamento. Um total de 20 amostras de sangue
foram coletadas de individuos saudaveis, entre 18 e 60 anos, em tubos com EDTA, e cada
amostra dividida em 9 sub-amostras (de 600ul, 550ul, 500ul, 450ul, 400ul, 350ul, 300ul,
250ul e 200ul), totalizando, portanto, um total de aproximadamente 180 medigcdes. A
quantidade de 200 pl apresentou diferengas significativas com relacdo a primeira medida
obtida, quando comparada com todas as demais quantidades (p<0,001), o que indica que com
o uso desta quantidade, ndo € possivel obter resultados confidveis, pois existe alteracdo nos
valores de VS obtidos relacionada a quantidade de material utilizado. Considerando a menor
quantidade, bem como, que estivesse dentro da faixa de variacdo aceitavel de 0,2 mPa.s, e a
qual ndo apresentasse diferenca significativa quando comparadas as demais (p>0,05), foi
verificada a quantidade de 250 pl como a mais eficiente para medicdes de viscosidade
utilizando o Viscosimetro Digital Brookfield DV-III ®, além de ter sido verificado que é

possivel ter grande controle sobre a oscilacdo de temperatura.

Palavras-chave: hemorreologia, viscometria, viscosimetro rotacional, cone/prato,

protocolo.
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1. INTRODUCAO
1.1. O Sangue

O sangue representa cerca de 7% do peso corporal de um individuo (LERNER, 1974). E
constituido pelo plasma, a porcao liquida amarelada e semitransparente responsavel por 55%
do volume sanguineo, onde se encontram células especializadas em suspensdo (globulos
vermelhos (Fig. 1) — também chamados de eritrécitos ou hemécias -, glébulos brancos e
plaquetas) (LERNER, 1974). Sendo fluido e Unico entre os tecidos do corpo, sua fun¢do
essencial ¢ o transporte de substincias, como hidrogénio, oxigénio, eletrdlitos, substincias

nutritivas, entre outras, além de produtos do metabolismo celular (CONLEY, 1978 in

MOUNTCASTLE, 1978).
7,0 a 7,5um
j 2,0um
B

Figura 1: Globulo vermelho (eritrocito ou hemacia). A — Vista Superior; B — Vista em perspectiva
com corte transversal, mostrando a espessura da célula e sua depressdo central, que lhe confere um
aspecto bicdncavo, quando vista lateralmente ao microscopio. llustracdo pela autora, baseada em
Carvalho e Oliveira (2006) e Lerner (1974).

A

As hemdcias sdo células anucleadas, com tempo médio de vida de 120 dias, de forma
discoide, altamente especializadas para o transporte de gases respiratorios, e que contém o
pigmento hemoglobina, capaz de se ligar ao oxigénio e gas carbonico e que confere a
coloracdo caracteristica ao sangue, conforme os gases a que estiver ligada (LERNER, 1974).

A fracdo volumétrica de hemadcias no sangue recebe o nome de hematdcrito e costuma
representar 45% do volume total da emulsdo polidispersa que constitui o sangue total
(CARVALHO & OLIVEIRA, 2006; CONLEY in MOUNTCASTLE, 1978), porém esse
valor pode aumentar a 65%, ou chegar a 15%, em anemias (LERNER, 1974).

Sdo encontrados aproximadamente 5 milhdes de hemadcias por milimetro cubico de

sangue nos homens, e 4,5 milhdes na mulher (LERNER, 1974). Porém, estas quantidades
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podem variar, dependendo das condigdes, seja por um aumento no nimero de células, seja
pela maior concentracdo do sangue (LERNER, 1974). A capacidade de deformagao e de
adaptacdo de diametro das hemacias quando da passagem do sangue através dos capilares
(MELARAGNO FILHO, 1995), bem como a axializagdo destas nos vasos sanguineos € o
valor do hematdcrito no sangue, representam fatores importantes de influéncia na viscosidade
do sangue total (OLIVEIRA et al., 2010). O calculo do movimento do sangue envolve a
determinagdo do comportamento das hemacias, que se caracteriza, além da ja citada
deformacao, pela orientacdo e agregacao das células (CARVALHO & OLIVEIRA, 2006).

Além do hematdcrito, outro fator de grande influéncia na viscosidade do sangue total ¢ a
viscosidade do plasma (REINHART, 2001). O plasma pode ser facilmente separado do
hematocrito e ambos serem quantificados através da centrifugagdo da amostra sanguinea,
quando pode ser também observado o processo de coagulagdo no plasma, evidenciando que ¢
um processo essencialmente plasmatico (LERNER, 1974).

Alteracdes na concentragao de fibrinogénio, uma proteina da coagulagdo sanguinea
(NELSON & COX, 2011), interferem na viscosidade plasmatica, refletindo na viscosidade do
sangue total (TRAVAGLI et al., 2007). Como em geral 90% do plasma ¢ dgua (NELSON &
COX, 2011), a hidratagdo do individuo também pode ser um fator consideravel. Os outros
10% de sua composi¢do sdo solutos plasmaticos: componentes inorganicos, metabodlitos
organicos, produtos de excre¢do e proteinas (NELSON & COX, 2011). Uma ampla variedade
de proteinas, lipoproteinas, nutrientes, metabolitos, ions inorganicos € hormonios estao
dissolvidos ou suspensos no plasma, além de muitas substancias que frequentemente
aparecem em quantidades-traco, como pigmentos biliares (NELSON & COX, 2011).

Ademais, o sangue também possui leucdcitos ou gldébulos brancos, que podem ser
agranulocitos (linfécitos, monodcitos) ou granulocitos (eosinodfilos, basofilos e neutrofilos).
Sua quantidade no sangue varia de 5.000 a 10.000 células por milimetro cubico, sem
diferenca entre homens e mulheres, porém este numero pode variar, com alteragdes do
numero total de leucocitos ou de apenas um dos tipos (LERNER, 1974).

As plaquetas ou trombocitos aparecem em numero de 25.000 por milimetro ctbico de
sangue, ¢ sua funcdo se relaciona principalmente com o processo de coagulacdo sanguinea,
porém, sua tendéncia de aglutinagdo pode acabar favorecendo a obstrugdo de vasos
sanguineos de pequeno calibre (LERNER, 1974).

As proporcdes dos elementos sanguineos estdo ilustradas na Figura 2.
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Componentes inorganicos

Figura 2. Propor¢des dos principais elementos que compdem o sangue. Ilustracdo recriada a partir
de Nelson e Cox (2011), baseada também em informagdes de Lerner (1974).

1.2. Hemorreologia

Os gregos e chineses da antiguidade ja conheciam a relevancia do fluxo sanguineo
cerebral sobre as doengas neuroldgicas (MELARAGNO FILHO, 1995). Porém, somente
quando Poiseuille e Hager estabeleceram as relagdes entre a queda de pressdo, o fluxo
cerebral e a resisténcia contraposta a esse fluxo, no inicio do século XX, é que surgiu o
conceito basico da hemorreologia (CHIEN, 1986 apud MELARAGNO FILHO, 1995).

O termo Reologia foi proposto em 1929 por Eugene C. Bingham, para designar “a ciéncia
da deformacdo e fluxo da matéria” (COPLEY, 1952 apud MARTINS E SILVA &
SALDANHA, 2005), definicao dentro da qual estd compreendida a “resisténcia de um liquido
ao fluir” (ROSENCRAZ & BOGEN, 2006). A medida desta resisténcia pode ser considerada
sua viscosidade, termo que se originou da palavra latina para uma substdncia pegajosa
utilizada como armadilha para capturar passaros, preparada a partir de certas plantas da ordem
Santalales (ROSENCRANZ & BOGEN, 2006), cujo nome popular ¢ “visco” ou “visgo”, em
portugués.
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Vinte ¢ dois anos apds Bingham propor o termo Reologia, Alfred L. Copley (Fig. 3)
propde entdo o termo Hemorreologia, pela primeira vez, para designar “as propriedades
deforméveis e de fluxo dos constituintes celulares e plasmaticos do sangue, bem como
copropriedades reologicas das paredes vasculares em interagdo direta com o sangue”.
(COPLEY, 1952 apud MARTINS E SILVA & SALDANHA, 2005). A 1* Conferéncia
Internacional em Hemorreologia ocorreu em 1966, na Universidade da Islandia, quando foi
realizada a fundacdo da Sociedade Internacional de Hemorreologia e a defini¢ao do termo foi
adotada, finalmente (MARTINS E SILVA & SALDANHA, 2005).

A Hemorreologia Clinica surgiu para englobar o “estudo das manifestagdes clinicas
subsequentes a processos patologicos que interferem na funcionalidade normal do 6rgdo vaso-
sangue, a que acresce a participagdo do seu diagndstico, terapéutica e prevencao” (MARTINS
E SILVA & SALDANHA, 2005).

Mais tarde, em 1985, com os trabalhos de Siegfried Witte (Fig. 3), a hemorreologia
passou a abranger também a “reologia de outros liquidos teciduais, os espacos intersticiais, as
membranas celulares que os delimitam, juntamente com a linfa, os vasos linfaticos e as
respectivas paredes”, o que foi denominado depois de Peri-hemorreologia. (COPLEY, 1989
apud MARTINS E SILVA & SALDANHA, 2005).

Figura 3: Alfred L. Copley e Siegfried Witte,

expoentes da Hemorreologia. Alfred L.

Copley (a esq.), cientista propositor do termo

hemorreologia. Presidiu em 1966 a 1?*
- Conferéncia Internacional em Hemorreologia, e
foi laureado em 1972 com a “Poiseuille Gold
Medal” em Biorreologia. Copley também
fundou, ao lado de Siegfried Witte (a dir.,
laureado com a “Fahraecus Medal Award” em
Hemorreologia Clinica, em 1997) em 1981, o
jornal “Clinical Hemorheology”, atualmente
denominado “Clinical Hemorheology and
Microcirculation”. Fonte: Martins e Silva e
Saldanha (2005).

-

1.2.1. O sangue como um fluido ndo-newtoniano

O sangue ¢ considerado um fluido nao-newtoniano, pelo fato de a velocidade de
cisalhamento ndo ser proporcional a tensao de cisalhamento (CONLEY in MOUNTCASTLE,

1978). Dessa forma, o sangue, ao fluir, apresenta camadas concéntricas que se movem no
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interior dos vasos a velocidades diferentes, sendo que a camada mais interna apresenta a
maior velocidade, enquanto as camadas mais periféricas movem-se com maior lentiddo. A
formacao destas camadas evita que os elementos de uma se misturem aos da outra, o que gera
a laminaridade do fluxo (SILVA JR., 1977), ilustrado esquematicamente na figura 4. A
diferenca na velocidade das camadas ¢ a taxa de cisalhamento (shear rate), e a forga
aplicada a uma camada do fluido, que resulta que uma camada se mova em relagao a outra, ¢

a tensao de cisalhamento (shear stress) (ROSENCRANZ & BOGEN, 2006).

Figura 4. Esquema de velocidade parabdélica do fluxo laminar. Esquema do fluxo de sangue no
interior de um vaso, mostrando a velocidade parabdlica do fluxo laminar, onde as porgdes (ou
camadas) mais internas movem-se com maior velocidade enquanto aquelas proximas a periferia
praticamente ndo se movem. Sendo assim, a velocidade das particulas diminui progressivamente do
centro do fluxo para a periferia, formando uma parabola, de forma que todas as camadas adjacentes
terdo velocidade menor que V, (Vi>V>V,>V3>V, e assim sucessivamente), devido a fric¢do interna
do fluido — ou viscosidade. A viscosidade, ou fric¢ao interna, é também o que faz com que uma
camada mova-se apds a outra. Ilustragao a partir das ilustragdes e informagdes presentes em Aloan in
Tavares (1984) e Rosencranz e Bogen (20006).

O sangue pode ser caracterizado como um fluido complexo, que apresenta caracteristicas
de fluidos Bingham, pseudo-plasticos e emulsdes concentradas (CARVALHO & OLIVEIRA,
2006). Possui, ainda, um comportamento tixotropico, devido a formac¢do de uma
microestrutura tridimensional e ao alinhamento das hemacias ndo serem instantaneos, o que
tem por consequéncia a dependéncia da duracao de tempo em que o cisalhamento ¢ aplicado
sobre as propriedades do material, j& que esta estrutura tridimensional requer um tempo finito
para de formar e se desconstruir (BARNES et al., 1997 apud SEQUEIRA, 2010). Um material
que apresenta este mesmo comportamento e ¢ de facil acesso ¢ o catchup, motivo pelo qual

ele pode ser usado para treinamento do uso do equipamento.
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1.3. Viscosidade Sanguinea (VS)

Quando se fala em viscosidade sanguinea (VS), estamos nos referindo a adesividade do
sangue (WILMORE & COSTILL, 2001). Ela ¢ um importante determinante da resisténcia ao
fluxo sanguineo, bem como da perfusao tecidual (WOOD et al., 1991; REINHART, 2001).

A VS depende basicamente de quatro fatores: 1. influéncia do hematdcrito (a viscosidade
cresce exponencialmente com seu aumento), 2. influéncia da temperatura (variando
inversamente com esta), 3. diametro do vaso (a viscosidade sera menor quanto menor for o
diametro do vaso), e, finalmente, 4. axializacdo das hemacias (tendéncia destas a se
acumularem no eixo do tubo, de forma que se forme uma zona marginal de plasma quase sem
hemaécias) (OLIVEIRA et al., 2010). Este ultimo fendmeno tem por consequéncia o que se
denomina de “plasma skimming” (ALOAN in TAVARES et al., 1984). Além destes fatores, a
viscosidade sanguinea também sofre alteragdes devido a plasticidade das hemadcias (sua
capacidade de deformar-se) e pelo grau de agregacdo das mesmas (REINHART, 2001;
CONLEY in MOUNTCASTLE, 1978). A viscosidade do sangue total ¢ determinada,
também, pela viscosidade plasmatica, sendo esta considerada como o fator mais importante ao
lado do hematocrito segundo Reinhart (2001), ambas sendo reguladas pelo organismo. Niveis
altos de hematocrito, por exemplo, podem ser associados a taquicardia, eventos
cardiovasculares, bem como redu¢do do transporte de oxigénio e da perfusdo no musculo
cardiaco (CHAN et al., 2002).

Os valores encontrados para a VS em humanos tendem a aparecer com diferencas
significativas, de acordo com o sexo do individuo e o avangar da idade (BERNASCONI et al.,
1991; GALDUROZ et al., 1995). Também pode aparecer com alteragdes com o uso de
substancias - sejam elas maléficas como fumo excessivo, que tende a aumenta-la
(GUDMUNDSSON & BJELLE, 1993; SHIMADA et al., 2011), ou utilizadas com finalidade
de melhoria em algum aspecto, como ingestdo de Ginkgo biloba (GALDUROZ et. al, 2007,
SANTOS et al., 2003). A Ginkgo biloba se mostrou efetiva na redugdo da VS apos utilizagao
cronica de seu extrato seco, bem como na melhoria cognitiva em idosos, € no aumento da
perfusdo cerebral em idosos ndo-demenciados (SANTOS et al., 2003).

Além desses fatores, também o exercicio fisico parece influenciar na VS, relacionando-se
também com a sua diminui¢ao (ANTUNES, 2003). De acordo com a literatura, pode ser que
o treinamento aerdbio cronico gere uma expansao do volume do plasma, o que resultaria em

hemodilui¢do e, desse modo, a VS seria diminuida e o fluxo sanguineo aumentaria; porém um



20

aprofundamento destes estudos ainda ¢ necessario (ANTUNES, 2003). J4 o treinamento
resistido empregado em um estudo feito por Cassilhas (2007) com um grupo de idosos ndo
provocou alteragdo significativa nos valores de VS, assim como nos de eritrécito e
hematdcrito, apesar da melhora na fungdo cognitiva obtida apds o treinamento. Os trabalhos
sobre VS ainda s3o poucos e, portanto, algumas questdes acerca do assunto ainda nao estao
esclarecidas de modo satisfatorio como, por exemplo, aquelas sobre a existéncia de uma
ritmicidade circadiana, como ela se comporta de acordo com estado nutricional, idade, nivel
de hidratacdo, variagdes da temperatura corporal, alteragdes no sono, uso de drogas e outros

mais (ANTUNES, 2003).

1.3.1. Importancia da Viscosidade Sanguinea

A VS ¢é uma varidvel importante, que pode aparecer alterada em diversas patologias
(SANDHAGEN, 1989), como isquemias (MELARAGNO FILHO, 1995; LOWE et al, 1997,
FISHER & MEISELMAN, 1991), diminuigdo de circulagao (LOWE et al., 1997), problemas
vasculares (POP et al., 2002), anemias (BADA et al., 1992; BRASS et al., 1991; STEIGER &
NIRKKO, 1990) e deméncias (WEN et al., 2000). Melaragno Filho (1995) menciona a
crescente importancia do fator viscosidade sanguinea nas duas décadas anteriores, em
condi¢gdes normais ou patoldgicas, ao discutir sua relevancia na hemorreologia clinica e seu
papel sobre a isquemia cerebrovascular, citando que aquela “se reveste de importancia no
estudo da fisiopatologia da circulagdo cerebral e, também, no tratamento”. Seja por alteragdes
nos niveis de fatores plasmaticos ou nos niveis de elementos figurados, a VS exerce uma
funcdo na resisténcia cerebrovascular e pode ter influéncia, portanto, sobre o fluxo sanguineo
cerebral e até mesmo na tensao arterial sistémica (MELARAGNO FILHO, 1995).

Galduroz et al., em 1995, ja apresentava grande niimero de referéncias que mostraram
relacdo entre o aumento da VS e diversas doengas cardiovasculares, além do aumento do risco
de ocorréncia de acidente vascular cerebral (CLOIX et al., 1983; LETCHER et al., 1983;
DEVEREUX et al., 1984; CIUFETTI et al., 1986; ERNST & MATRAI, 1987; ZANNAD et
al., 1988; KEATINGE et al., 1986). Fisher and Meiselman (1991) verificaram que em
pacientes com isquemia cerebral aguda, a VS do sangue total foi maior que os pacientes-
controle de neurologia nao-vascular, e concluiram que este fato poderia ser explicado pelo
leve aumento do hematdcrito encontrado nestes pacientes. A mesma metodologia utilizada

por Galduroz (1995) foi posteriormente utilizada em estudo com ratos idosos, e, controlando
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medidas como colesterol e triglicérides, encontraram-se também resultados que sugeriam a
importancia desta medida (ANDERSEN et al., 2004).

A VS se mostra relacionada até mesmo a declinios cognitivos relacionados ao
envelhecimento (SANTOS et al., 2003; WEN et al., 2000), o que pode ser explicado pela
diminui¢do do fluxo sanguineo cerebral regional, que ocorre em casos em que a VS aparece
aumentada (SANTOS-GALDUROZ et al., 2012). O fato de o fluxo sanguineo ser prejudicado
por uma alta VS ja havia sido apontado por Lowe et al. (1980), ao afirmar que uma maior VS
tende a reduzir o fluxo sanguineo de acordo com a lei de Poiseuille.

Lowe et al. (1997) mostrou que, uma vez que acréscimos no hematdcrito e fibrinogénio
podem promover incidentes cardiovasculares (doenga cardiaca isquémica e acidentes
vasculares encefalicos isquémicos (AVEi)), a VS aumentada poderia ser o mecanismo
biologico através do qual isso acontece. Mais notavel ainda, verificou que a VS possui
associacdo mais forte com AVEi do que os fatores de risco convencionais: pressao sanguinea,
fumo e colesterol. Os resultados indicaram que a VS pode predizer eventos cardiovasculares
em populacdes idosas tanto quanto colesterol LDL ou pressao sanguinea diastolica, e até mais
do que o fumo. Sugere-se a partir do estudo que se tente reduzir a VS, através de reducao de
niveis altos de hematocrito ou de fibrinogénio do plasma sanguineo, na prevengao destes
eventos cardiovasculares.

O fibrinogénio também foi citado por Fisher e Meiselman (1991) como associado a casos
de AVEi grave, provavelmente com seu aumento tendo precedido o acidente; essa conclusao
provém da observacdo do aumento deste, sem evidéncia de normalizagdo no
acompanhamento dos pacientes.

A VS também parece estar associada a maior suscetibilidade a isquemia cerebral que
ocorre em pacientes que sofrem de apnéia obstrutiva do sono: nestes, foi verificado o aumento
da VS na parte da manha, o que ndo foi observado nos controles saudaveis (NOBILI et al.,
2000). Os autores sugerem que este pode ser o mecanismo que relaciona ambas.

A VS total pode ser, portanto, um importante adjuvante em diagndstico e prevencao.
1.4. Mensuracio da Viscosidade Sanguinea
Pelo fato de o sangue ser um fluido ndo-newtoniano, nao se pode expressar sua

viscosidade em termos absolutos sem que sejam levadas em conta as condi¢des em que a

mensuracao ¢ feita (CONLEY in MOUNTCASTLE, 1978).
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Para a mensuracao da viscosidade do sangue, além da temperatura, um fator importante a
levar em conta ¢ o tempo da amostra de sangue no viscosimetro. A amostra estd sendo
submetida a for¢a de cisalhamento e acaba tendo sua viscosidade modificada conforme o
passar do tempo (EGUCHI & KARINO, 2008), ndo so pela sua caracteristica tixotropica, mas
também pelo atrito com o sensor conico de cisalhamento (spindle), que com o passar do
tempo leva ao rompimento dos elementos figurados do sangue. Outro fator de relevancia a ser
observado ¢ o tempo decorrido entre a coleta e a mensuragdo da VS, uma vez que este
também produz alteragdo (FORESTO et al., 1999). Alguns estudos pilotos realizados por
nosso grupo de pesquisa (Fig. 5 — A e B) corroboram com a afirmagao feita por Foresto et al.
(1999), apontando a variagdo que ocorre conforme o tempo decorrido pos-coleta até o

momento da medicao.

Grafico A
Medidas de viscosidade do sangue emrelag&o ao tempo da coleta (n=9)
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Grafico B

diferengas de medidas de Viscosidade do Sangue, em relagao a primeira medida (30 minutos apés a coleta)
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Figura 5: Variacio dos valores de VS de amostras de sangue humano em tempos sucessivos pos-
coleta, comparados a primeira medicao (feita entre 0 e 30 minutos apds a coleta). Foram
avaliadas 9 amostras. Os valores em mPa.s obtidos das amostras estdo indicados no Grafico A,
enquanto no Grafico B estdo indicadas as diferengas entre o valor encontrado no tempo indicado ¢ o
valor encontrado entre 0 ¢ 30 minutos da coleta (primeira medi¢do), assumido como referéncia. Até 8
horas (medidas destacadas em ambos os graficos), a variagdo ¢ aceitavel, ndo significativa (p > 0,9);
porém, ap6s 27 horas, as amostras passam a apresentar uma variacao significativa em relagdo a
primeira medida (p < 0,042 e p < 0,049, para 27 e 32 horas respectivamente), sugerindo que mais
estudos sejam feitos nesse sentido para testar o tempo maximo de viabilidade das amostras para
avaliagdo da VS do sangue total.

A pratica médica carece ainda de um método simples e clinicamente pratico para
verificacdo desta medida, bem como, se faz necessario a obtencdo de valores de referéncia
(SANDHAGEN, 1989; TRAVAGLI et al., 2007), o que pode justificar o porqué desta medida
ser ainda subutilizada (TRAVAGLI et al., 2007). Rosencranz e Bogen (2006) citam a
“surpreendente escassez de informacdao sobre técnicas praticas automatizadas ou semi-
automatizadas para mensuragdo da viscosidade sanguinea na clinica laboratorial”. Apontam
que nas ultimas duas décadas, nenhum artigo de revisdo em instrumentacdo para a
mensura¢do da viscosidade foi encontrado, existindo nos livros-texto de técnicas laboratoriais
somente uma visdo por alto sobre o assunto, com enfoque em antigos métodos manuais, como
os que realizam a viscometria por capilaridade. Também consideram surpreendente o pouco
que existe sobre terminologia basica em viscosidade e consideragdes analiticas sobre a

medi¢do da VS, sérica e plasmatica na literatura.
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Os trés tipos de redometros mais comumente utilizados para mensuragao da viscosidade
sanguinea sao, além dos referidos reometros de capilaridade, os redmetros de cilindros
concéntricos (Couette) e os redmetros de cone-e-prato (cone/plate) (SEQUEIRA, 2010) — este
ultimo tendo sido o tipo utilizado no presente estudo. Este tipo de redmetro consiste em um
sistema rotatério que permite medir a viscosidade absoluta de fluidos - a resisténcia do fluido
da amostra, quando submetido a rotacdo do sensor conico, gera uma medida proporcional a
viscosidade do fluido, dada em cP (centiPoise), pelo sistema CGS de unidades, ou em mPa.s
(miliPascal-segundos), no Sistema Internacional (SI) (ANTUNES, 2003). Esse sistema
rotacional ¢ suspenso por uma mola, € o sensor coOnico rotacionado registra a forca
perpendicular ao eixo de rotagdo que ¢ efetivamente utilizada para fazé-lo girar, ou seja, o
torque. Esta medida de torque ¢ o que reflete a viscosidade do fluido da amostra
(ROSENCRAZ & BOGEN, 2006).

O uso de viscosimetro rotacional com sistema cone/prato (cone/plate) apresenta a
vantagem de poder utilizar-se o sangue total, ao invés de somente o plasma (de modo a
desprezar as hemadcias), como fazem outros métodos de medi¢ao de viscosidade
(GALDUROZ et al., 1995).

Para a populagdo brasileira, foi realizado um estudo em 1995, por Galduroz et al., para
que fossem verificados os valores encontrados na medida da viscosidade sanguinea de acordo
com as variaveis: sexo e idade. Estes estudos originaram-se a partir da pratica clinica, onde se
recebia a informacao verbal dos pacientes sobre o envelhecimento e o sangue que “fica mais
grosso”. Porém, o equipamento utilizado nesta primeira etapa de estudos era de baixa precisao
quanto ao controle da temperatura, fator importante de interferéncia nesta medida.
Atualmente, ja existem equipamentos, como o utilizado no presente trabalho, que possibilitam
grande controle da temperatura no local onde estd o material a ser verificado, aumentando o
controle dos fatores de interferéncia.

Entretanto, faz-se necessario padronizar os procedimentos e condigdes do processo de
medicao, para que os valores encontrados em pacientes possam ser comparados de forma
efetiva a valores de referéncia (a serem determinados futuramente a partir desta técnica). O
uso do sangue total apresenta a vantagem de ndo ser necessario outro equipamento para
tratamento prévio da amostra a ser analisada.

Para que o protocolo especifico para o uso deste equipamento possa ser estudado e
determinado, levando em conta todos os fatores de variagdo ja citados, ¢ necessaria uma
investigacdo preliminar sobre qual a quantidade de amostra possivel de ser utilizada para a

medicao. Como ja foi dito, existe uma caréncia grande de detalhamento da técnica para
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mensuragao da VS. Existem poucas especificagdes da quantidade de material utilizado para
tanto na literatura. Para medi¢des em viscosimetro rotacional de baixo cisalhamento 30
Couette (Contraves AG, Zurique, Suica), com sistema 1-1 couette péndulo-e-copo, Sandhagen
(1989) utilizou a quantidade de 700ul para cada analise. Para viscosimetro cone/prato RVDV-
III, porém, nao foi ainda avaliada de forma sisteméatica a quantidade ideal de amostra a ser
utilizada, levando em conta tanto a confiabilidade e repetibilidade dos resultados, como
também o uso de uma menor quantidade de material. A avaliagdo da quantidade minima
necessaria configura o primeiro passo para que se estabeleca um protocolo adequado,

tornando possiveis as investigacdes conseguintes sobre os demais fatores de variagao.
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2. OBJETIVO

O objetivo, portanto, foi determinar a quantidade minima necessaria de sangue para
obtencao da medida de VS utilizando viscosimetro digital programavel Brookfield RVDV-III
Ultra, sem que haja variagdo, visando medidas confidveis e reprodutiveis, com o objetivo nao

apenas de pesquisa, mas, sobretudo de atender a pratica médica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Local de realizacao do estudo

O estudo foi conduzido em laboratorio da Universidade Federal do ABC — Unidade
Atlantica, em Santo André, SP, com controle de temperatura ambiente por sistema de ar-

condicionado, mantida a aproximadamente 25°C.

3.2. Coleta de sangue

Foram coletadas 20 amostras de sangue de voluntarios saudaveis, com idades entre 18 e
60 anos. As amostras foram obtidas através de puncdo periférica da veia do antebrago, por
profissional habilitado, no proprio laboratorio. Nao foram feitos controle de ingestdo de
alimentos ou substancias, nem controle sobre o horario de coleta. Neste estudo buscou-se
verificar se os valores da VS de uma mesma amostra se mantém, ou aparece alterado, devido
a quantidade utilizada para realizar a mensuracao. Sendo assim, cada uma destas 20 amostras
foi dividida em nove sub-amostras (de 600ul, 550ul, 500ul, 450ul, 400ul, 350ul, 300ul,
250u1 e 200ul). E importante ressaltar, ainda, que cada um destes conjuntos de nove amostras
pertencia a uma mesma amostra inicial. Foram realizadas, portanto, um total de
aproximadamente 180 medigdes.

De acordo com o Comité de Etica, um termo de consentimento escrito (ANEXO A) foi
obtido de todos os doadores, apds terem sido fornecidas as informacdes de todos os
procedimentos do estudo, de seus riscos (incluindo possiveis desconfortos causados pela
coleta sanguinea) e beneficios, e apos todas as duvidas dos participantes terem sido sanadas.

Quando a veia do voluntario foi dificil de ser identificada pela enfermeira, ou este
apresentou qualquer desconforto com relacao a coleta, a mesma nao foi realizada.

A aplicagdao de um torniquete foi realizada levemente, e apenas por um tempo minimo,
sendo retirado poucos segundos apods a colocacio.

As amostras foram coletadas em tubos do tipo vacutainer de 4,0 ml com EDTA 0,1%
(BD Vacutainer® K2 EDTA (K2E) 7.2mg, BD, Franklin Lakes, NJ, USA), um anticoagulante
adequado por nao alterar a viscosidade do sangue (RAND et al., 1964; ROSENBLATT et al.,
1965). Foram coletadas 2 a 3 tubos de sangue por amostra.

Imediatamente apds a coleta, o material foi homogeneizado, sendo invertido cerca de

10 vezes, e acondicionado em banho térmico entre 37,0°C e 37,2°C.
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3.3. Instrumentos

e Papéis (comuns de secar as maos)
e Pipeta 200ul — 1000ul

e Ponteiras 1000ul

e Béquer para agua

e Pisseta contendo alcool etilico hidratado 70° INPM
3.4. Equipamentos
Foram utilizados para a medi¢cdo da VS: um viscosimetro digital rotacional cone/prato

(cone/plate) com sensor conico de cisalhamento (spindle), e um banho termostatico, acoplado

ao primeiro (Fig. 6). Ambos sdo detalhados a seguir.

Figura 6: Equipamentos utilizados: banho termostatico (a2 esq.) e viscosimetro rotacional (a dir.).
O conjunto de equipamentos utilizado no presente trabalho foi, unicamente, o de nimero de série
8541603, que estd localizado e registrado como patrimonio da Universidade Federal do ABC —
UFABC, em Sao Paulo, sob o nimero 043491.



29

3.4.1. Viscosimetro

Foi utilizado o Viscosimetro Digital Programavel RVDV-II Ultra (Brookfield
Engineering Labs. Inc., Soughton, MA, USA), com sistema rotacional, do tipo cone/prato.

Dentre os viscosimetros existentes da marca Brookfield (Brookfield Engineering
Laboratories/USA), foi selecionado um modelo da série adequada a faixa de viscosidade do
sangue total. Existem quatro séries de viscosimetros disponiveis deste mesmo fabricante: LV
(Low Viscosity), RV (Regular Viscosity), HA (High Viscosity A) e HB (High Viscosity B).
Cada uma foi desenvolvida para medir uma determinada amplitude de valores de viscosidade;
¢ importante citar que os resultados de viscosidade obtidos com o equipamento de um modelo
(e sensor) nao podem ser comparados aqueles obtidos com modelos distintos, pois a mesma
substancia tera sido medida em condi¢des diferentes de cisalhamento. Portanto, para que se
possa comparar resultados de pesquisas cientificas na area de viscosidade sanguinea, deve-se
atentar ao modelo do equipamento utilizado, bem como o sensor de cisalhamento

correspondente, que devem ser os mesmos ¢ adequados ao material em questdo

(COMUNICACAO BRASEQ, 2011).

Descriciao detalhada do equipamento utilizado no estudo:

Reometro tipo giratorio com mola de tor¢ao, versdo cone/prato Wells/Brookfield, digital,
microprocessado, programavel, de bancada, modelo RVDV-III+CP, para medicdo de
viscosidade absoluta e propriedades reoldgicas de fluidos newtonianos € ndo-newtonianos,
com pequenas quantidades de amostras. Modelo com sensor de temperatura tipo RTD para
medir a temperatura na faixa de — 100 °C a + 300 °C, com precisdo de + 1 °C na faixa de —
100 a + 149 °C e de + 2 °C na faixa de 150 a 300 °C. Possui 2600 diferentes velocidades de
operacao entre 0,01 e 250 rpm, selecionavel em incrementos de 0,01 rpm na faixa de 0,01 até
1 rpm; e em incrementos de 0,1 rpm na faixa de 1 a 250 rpm, copo do tipo CPE-44Y com
conexoOes para banho termostatico externo. Faixa de medicao de 1 a 983.000 mPa.s (cP).

Efetua sensoreamento e leitura continua de dados de medicao. Escala de leitura de 0 a
100% de torque e diretamente de viscosidade em mPa.s ou cP (a selecionar). Tampa frontal
com teclado de membrana com 20 teclas e visor do tipo LED, de alto brilho, com quatro
linhas, que permite a leitura simultnea da viscosidade, da % torque, da temperatura em °C ou
°F (a selecionar), da velocidade e/ou do cone selecionados, da taxa e/ou tensao de

cisalhamento e do programa que estd sendo executado. Possui ainda tecla para ligar/desligar o
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motor, tecla “auto-range” que permite escolher a faixa de trabalho em funcao da velocidade e
cone escolhidos, onze teclas alfanuméricas para permitir a entrada de dados e mais sete teclas
com fungdes diversas. Mola de tor¢do com torque de 7.187 dina.cm. E um equipamento que
pode ser operado sem necessidade de qualquer controle externo ou pode ser conectado a um
computador para controle totalmente automatico.

Além disso, possui memoria para armazenamento de dados e sistema de trava que impede
alteracdes inadvertidas nos programas. Funcdes programdveis embutidas de tempo para
torque e tempo para parada e indica¢do de leituras acima ou abaixo das faixas limite de
trabalho. Saidas RS-232 serial bi-direcional para conexdo a computador, analdgicas para
conexao a registrador grafico, de 0 a 1 VCC para o torque e de 0 a 4 VCC para a temperatura,
e paralela para impressora.

O equipamento vem com o software RheoLoader que permite descarregar na memoria do
redmetro programas desenvolvidos externamente. Pode ainda utilizar o software Rheocalc
para funcionamento totalmente automatico do redémetro através do computador. Equipamento
robusto, silencioso, de facil utilizagdo e alta precisdo, de £ 1% da faixa de trabalho, com
repetibilidade de + 0,2%. Possui nivel de bolha para o nivelamento do equipamento. Vem
acompanhado de um suporte em forma retangular, com dois pés de altura reguldvel para
ajuste do nivel e com a fonte de alimentacdo embutida. O suporte possui uma haste com
cremalheira, ao qual o redmetro ¢ fixado, permitindo a movimenta¢do do equipamento no
sentido vertical. Pode operar na rede elétrica de 110 ou 220 VAC, 60 Hz. Marca Brookfield
Engineering Laboratories / USA. (MANUAL DE INSTRUCOES DE OPERACAO)

- Sensor conico de cisalhamento (spindle) (Fig. 7)

Figura 7. Sensor conico de cisalhamento (spindle). O modelo utilizado no estudo foi o CP40.

Haste tipo cone CPE-40, compativel com todos os modelos de viscosimetros cone e prato
tipo Wells-Brookfield das séries DV-I+CP, DV-II+ProCP e reometros da série DV-III+CP.

Em aco inoxidavel # 304, tem D de 0,8 °, raio de 2,4 cm, taxa de cisalhamento de 7,5N s-1
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(N= rpm). Marca Brookfield Engineering Laboratories/USA. (MANUAL DE INSTRUCOES
DE OPERACAO)

3.4.2. Banho Termostatico

O banho termostatico utilizado foi o de modelo TC-602D, de circulagdo interna com
agitacdo. Sua parte interna foi utilizada para manutencdo de temperatura das amostras dentro
dos tubos de coleta.

O banho termostatico funciona em conjunto com o viscosimetro, conectado a este tltimo
por duas mangueiras de latex, através das quais flui a 4gua até a cuba de medicao (sistema de
circulacao externa em circuito fechado). Através deste sistema, ¢ realizada a manutengdo da
temperatura da amostra a ser avaliada. Isso implica que a temperatura da cuba tenha,
obrigatoriamente, o mesmo ajuste da temperatura do banho termostatico, sendo que foi
constantemente observada uma perda de calor de aproximadamente 0,2°C na passagem da
agua do banho para a cuba.

Exemplo: se o banho termostatico estiver ajustado para 37,0°C, a temperatura maxima
que a amostra dentro da cuba alcangara sera de 36,8°C. Esta perda depende, obviamente, da
temperatura da sala; a referida perda de 0,2°C foi observada a temperatura ambiente do

laboratorio, controlada por ar-condicionado em aproximadamente 25°C.

Descriciao detalhada do equipamento utilizado no estudo:

Banho termostatico de circulagdo, digital, microprocessado, modelo TC-602D, para ser
utilizado em conjunto com viscosimetro/redmetro, seja através da colocacdo da amostra
dentro do banho, utilizando a sua circulagdo interna com agitagdo, seja conectando-o a ao
viscosimetro, através da circulagdo externa em circuito fechado. Controle de temperatura na
faixa de — 20 °C até + 150 °C, com estabilidade de £ 0,05 °C ¢ com leitura de 0,5 °C,
permitindo tanto aquecimento como refrigeracdo. O mostrador tipo LED permite a leitura da
temperatura em tempo real e/ou da temperatura programada em °C ou °F. Possibilidade de
pré-fixar 3 diferentes temperaturas de trabalho, com limite méximo de temperatura ajustavel.

A bomba de circulacao tem 2 velocidades, selecionaveis de 9 ou 15 I/m. Reservatorio
com capacidade de 6 litros e plataforma interna de suporte para 1 béquer de 600 ml ou
similar, ou uma estante para 18 tubos. Dispde de dispositivo de protecao de sobre temperatura

e dispositivo de protecdo de nivel baixo de liquido. Dimensdes externas de 40 x 21 x 58 cm (P
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x L x A). Tampa superior inteiriga. 110 VAC, 60 Hz. Marca Brookfield Engineering
Laboratories/USA. (MANUAL DE INSTRUCOES DE OPERACAO)

- Padronizacao do viscosimetro

Sandhagen (1989) realizou, diariamente, analise de 4gua pura degaseificada para
padronizacdo do viscosimetro, por ter viscosidade conhecida a 37°C (0,695 mPa.s)
(FOLKOW & NEIL, 1971 apud SANDHAGEN, 1989) - ou 0, 895mPa.s, a 25°C (FISHER e
MEISELMAN, 1991). Optamos, porém, durante os procedimentos do presente estudo, por
realizar aferi¢des periodicas (antes de cada série completa de 5 amostras, ou mais
frequentemente, quando foi julgado necessario), com os fluidos-padrdo fornecidos pelo
fabricante (viscosidades 4,7 cP e 49,4 cP a 25°C) juntamente com o equipamento, para
verificar a calibragdo do instrumento. Quando a leitura da medicdo dos mesmos nao era
condizente com a viscosidade esperada indicada na embalagem, a temperatura especificada,
um técnico foi solicitado, e quando o problema nao pode ser solucionado pelo mesmo, o
equipamento foi enviado a representante no Brasil (BrasEq Brasileira de Equipamentos
Ltda.).

Também foi verificada periodicamente a centralizagdo do nivel de bolha, na parte

superior do equipamento, para garantir o nivelamento correto do mesmo.

3.5. Mensuracio da Viscosidade Sanguinea

Os tubos a serem analisados foram mantidos durante todo o tempo a temperatura entre
37°C e 37,2°C, em banho termostatico, exceto durante o procedimento de manuseio para a
medicao. A realizagao da medida se deu com temperatura controlada na cuba do viscosimetro,
entre 36,5°C e 37,0°C.

Foram realizadas medidas com 600ul, 550ul, 500ul, 450ul, 400ul, 350ul, 300ul,
250ul e 200u1 de material, para cada uma das 20 amostras.

O esquema geral de trabalho esta ilustrado na Figura 8. A ordem da quantidade
utilizada para medigdo foi escolhida aleatoriamente, de forma que a influéncia da passagem
do tempo entre a coleta e a medicdo ndo prejudicasse a verificagdo da influéncia da
quantidade de amostra utilizada. Todas as medi¢des foram realizadas a 30 rotagdes por

minuto (taxa de cisalhamento de 225 s™).
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Convite para individuos maiores de 18 anos,
saudaveis, na Grande Sdo Paulo

|
Triagem s Critérios de inclusdo J

Voluntarios - 18 a 60 anos J

|
Coletas de sangue (N = 20)
(3 a 4 tubos de 4,0ml com EDTA 0,1% por amostra/individuo)

Tubos acondicionados em banho termostatico entre 37,02C e 37,2°C J

|
Obtengdo de 9 medidas de VS com Viscosimetro RVDV-III Ultra Brookfield, para cada amostra J

(30rpm / 225 s — Temperatura na cuba: 36,52C a 37,02C)

Limpeza da cuba e do sensor de cisalhamento
(entre cada uma das 9 medidas)

| | | | | | | |
ZOOuIJ 250u|J 3oou|J 350u|J 4oou|J 450“'J SOOuIJ 550”'J 600uIJ

Analises estatisticas dos dados obtidos J

Figura 8: Esquema de trabalho desde o convite a voluntarios até a obtencao e analise dos dados.
Inicialmente, as amostras de sangue foram obtidas apenas da pesquisadora responsavel pelo estudo
(orientadora), depois, outros voluntarios foram convidados.

Entre cada medicao, foi realizada uma limpeza meticulosa da cuba e do sensor conico,
com papel embebido em agua, depois papel seco e por fim papel embebido em alcool etilico
hidratado 70° INPM, sem remo¢ao do sensor conico.

Foram anotados para cada amostra: temperatura na cuba (°C), viscosidade (dada em cP

pelo equipamento; o valor é equivalente em mPa.s), torque (%), tempo entre coleta e medi¢ao
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(min) e se ocorreu oscilagdo excessiva do valor mostrado pelo equipamento. As medigdes em

que este ultimo caso ocorreu foram desconsideradas.

3.6. Residuos

A maior parte do material utilizado na coleta e na anélise se enquadra, de forma geral, no
subgrupo A1 de Residuos Bioldgicos - Grupo A, segundo a classificacdo de residuos baseada
nas resolugdes ANVISA 306/04 e CONAMA 358/05, por serem “residuos com a possivel
presenca de agentes biologicos que, por suas caracteristicas, podem apresentar risco de
infeccao” (BRASIL, Ministério da Saude, 2011).

Assim, os papéis utilizados para limpeza da cuba, bem como as ponteiras de pipetas
utilizadas para manipulagdo da amostra, foram devidamente descartados em saco plastico
branco leitoso com simbolo de infectante e com caracteristicas definidas pela NBR
9191/2000, da ABNT. As agulhas utilizadas para coleta, assim como os tubos vacutainer com
as sobras de amostra, foram descartadas em coletor para residuo perfuro cortante de papelao

rigido e plastico rigido, com caracteristicas descritas na NBR/ABNT 13.853/97.

3.7. Analise estatistica

Para a escolha das andlises estatisticas, primeiramente, foi testada a normalidade dos
dados. Assim, inicialmente, os resultados foram analisados por meio da estatistica descritiva
(média + desvio padrao (dp), ou mediana e amplitude). Para as medidas repetidas foi
utilizado ANOVA de uma via para medidas repetidas. As correlagdes de Spearman foram
utilizadas para as relagdes entre varidveis. O software utilizado para a analise foi o Statistica
10.0 (StatSoft, Inc. (2011). STATISTICA (data analysis software system), version 10), e o
nivel de significancia adotado de 5% (p<0,05).
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4. RESULTADOS

A quantidade de sangue necessaria a medida da VS utilizando o Viscosimetro Digital
Programavel Brookfield RVDV-III Ultra foi avaliada. Os resultados obtidos sdo apresentados
a seguir.

Na Tabela 1 sdo apresentadas as médias + dp das medidas obtidas com diferentes
quantidades de material, tendo-se estabelecido como valor de controle de qualidade das
medidas com diferentes quantidades, quando comparadas entre si, 0 valor maximo aceitavel

de 0,2 mPa.s, bem como, por andlise da comparagao das medidas o valor de p<0,05.

Viscosidade N
Grupo de medida
Média dp

600 pul 4,27 0,13 19
550 ul 4,26 0,12 20
500 pul 4,31 0,13 19
450 pl 4,28 0,12 20
400 pl 4,27 0,13 18
350 ul 4,21 0,13 19
300 pul 4,31 0,13 19
250 pl 4,27 0,13 19
200 pl 4,12 0,13 18

Tabela 1. Demonstrativo das médias, medida de variacdo (dp) e quantidade de amostras em
cada medida.

Na Figura 9 sdo apresentadas as médias + dp das medidas obtidas com diferentes

quantidades de material, quando comparadas entre si.
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Figura 9. Demonstrativo das médias + dp das medidas realizadas com diferentes quantidades.
Utilizando 200 pl, foi observada uma diferenga estatisticamente significativa com relagdo as demais.

Na tabela 2 sdo apresentadas as médias + dp das medidas obtidas com diferentes
quantidades de material, e o resultado da anélise comparativa das medidas. Foram observadas
diferengas significativas quando comparada a quantidade de 200 pl, com todas as demais
quantidades p<0,001. Também na quantidade de 350 pl observou-se diferenca significativa

entre esta e as quantidades de 500 pl e 300 pl.

Medida 1 x Medida 2 p
600 pl X 550 pl 0,8041
600 pul X 500 pl 0,3493
600 pul X 450 pul 0,8041
600 pul X 400 pul 1,0000
600 pul X 350 ul 0,1635
600 pul X 300 pl 0,3493
600 pul X 250 ul 1,0000
600 pnl X 200 pl 0,0013
550 ul X 500 pl 0,2195
550 pl X 450 pl 0,6012
550 pl X 400 pl 0,8066

550 ul X 350 pl 0,2256
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550 pl X 300 pl 0,2195
550 pl X 250 pl 0,8041
550 pl X 200 pl 0,0014
500 pl X 450 pl 0,4341
500 pl X 400 pl 0,3305
500 pl X 350 pl 0,0171
500 pl X 300 pl 1,0000
500 pl X 250 pl 0,3242
500 pl X 200 pl 0,3431
450 pl X 400 pl 0,3560
450 ul X 350 pl 0,8870
450 ul X 300 pl 0,4584
450 pl X 250 pl 0,8041
450 pl X 200 pl 0,0004
400 pl X 350 pl 0,1533
400 pl X 300 pl 0,3493
400 pl X 250 pl 1,0000
400 pl X 200 pl 0,0013
350 pul X 300 pl 0,0232
350 pl X 250 pl 0,1635
350 pl X 200 pl 0,0426
300 pl X 250 pl 0,3493
300 pl X 200 pl 0,0001
250 pl X 200 pl 0,0013

Tabela 2. Demonstrativo das andlises comparativas entre os resultados obtidos com diferentes

quantidades de sangue utilizados para a mensuracao.

Na Tabela 3 s3o apresentados os resultados das correlagdes entre os parametros:
temperatura, torque, viscosidade do sangue e tempo corrido entre a coleta do material e a

analise. Nao foram observadas correlagdes significativas.
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Medida Média dp Temper. Torque VS Tempo
Temperatura 36,72 0,06 - -0,11 -0,10 0,00
Torque 3,90 0,47 -0,11 -- 0,98 0,19
VS - - -0,10 -- -- 0,15
Tempo 181 88 0,00 -- -- --

Tabela 3. Demonstrativo das médias £ dp da temperatura, torque e tempo (minutos) corrido
entre a coleta de material e a realizacio da medida, bem como os valores de “r”. Nio ha
correlacdo entre os parametros controlados.
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5. DISCUSSAO

Considerando o valor estabelecido de oscilagdo aceitavel de 0,2 mPa.s, apenas a média
das medidas obtidas com 200ul de amostra ndo ¢ considerada valida, por corresponder a uma
variacdo maior do que a determinada, sendo aceitaveis, portanto, as medidas obtidas com
amostras de 250ul a 600ul.

Na analise comparativa entre as medidas obtidas com diferentes quantidades de material
(Tabela 2 e Figura 9), a quantidade de 200 ul apresentou diferencas significativas quando
comparada com todas as demais quantidades (p<0,001). Isso mostra que com essa quantidade,
ndo ¢ possivel obter resultados confiaveis, pois existe alteracdo nos valores de VS obtidos
relacionada a quantidade de material utilizado. A quantidade de 350 pl mostrou, também,
diferencas significativas quando comparadas com as quantidades de 500 pl e 300 pl, devendo
estas diferencas serem estudadas através da realizagcdo de novas medidas com esta quantidade
de material. Considerando a menor quantidade, bem como, que estivesse dentro da faixa de
variacao aceitavel de 0,2 mPa.s, ¢ a qual ndo apresentasse diferenca significativa quando
comparadas as demais (p>0,05), foi verificada a quantidade de 250 ul como a possivelmente
mais eficiente, considerando os fatores quantidade de material necessario e resultado. Este
resultado fica ainda mais expressivo ao ser comparado com os registros da literatura, a
exemplo de Sandhagen (1989), que utilizou 700 pul de amostra para fazer a mesma avaliagao.

Fazendo a correlagdo entre os parametros temperatura, torque, viscosidade do sangue e
tempo decorrido entre a coleta do material e a mensuracao (Tabela 3), pode-se notar a forte
relacdo entre a viscosidade e o torque, visto o principio de funcionamento do aparelho, que
mede exatamente esta forca sobre o sensor para traduzi-la em um valor de viscosidade.
Considerando o fator temperatura, era de fato esperado que esta ndo se correlacionasse com a
viscosidade ou torque, uma vez que ela foi rigorosamente controlada e mantida sempre na
faixa de temperatura entre 36,5°C e 37,0°C, e, portanto, ndo fosse causa de alteracdes na VS.
A temperatura também nao se correlacionou com o tempo decorrido entre a coleta ¢ a
medi¢do, uma vez que foi mantida praticamente constante.

O tempo decorrido também nao se mostrou um interferente nos valores da VS, uma vez
que foi tomado o cuidado de intercalar as quantidades no momento da medi¢ao, medindo-as
em ordem aleatéria dentro da série de uma mesma amostra, para que algumas quantidades nao
fossem sempre aquelas com menor tempo decorrido, e outras com o maior. Essa correlacao,
de acordo com os principios apresentados anteriormente, parece existir (figura 5), e sera

verificado em um proximo estudo.
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Um aspecto que deve ser ressaltado ¢ a influéncia da limpeza adequada do equipamento
nos valores obtidos. A limpeza da cuba deve ser meticulosa ap6s cada medigao, incluindo a
rosca que a conecta ao equipamento, pois até mesmo o menor resquicio de amostra nesta area
pode interferir no fechamento, aumentando o espagamento entre o sensor de cisalhamento e a
cuba. A exatidao deste espacamento, definido pelo ajuste de “gap” que ¢ feito manualmente
todas as vezes que o sensor de cisalhamento € removido e reconectado, ¢ essencial para que a

leitura feita pelo sistema do viscosimetro seja feita corretamente.
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6. CONCLUSAO

Com o Viscosimetro Digital Brookfield DV-III ® ¢ possivel realizar medigdes, com
seguranga de resultados, com a quantidade minima de amostra sanguinea de 250pl para

obtencdo do valor da VS, bem como, ¢ possivel ainda ter grande controle sobre a oscilagdo da

temperatura.
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8. ANEXOS

8.1. Anexo A — Modelo de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O Sr.(a)

RGn.° , hascido em ,

do sexo , residente em (a)

na cidade de , esta sendo convidado a participar do estudo “ESTUDO E

ESTABELECIMENTO DE METODOLOGIA PADRAO PARA OBTENCAO DA MEDIDA DE
VISCOSIDADE DO SANGUE”, cujo objetivo é a investigacdo das alteragdes na viscosidade
sanguinea de acordo com as variaveis de interferéncia, bem como alcancar a padroniza¢ao da
metodologia para essa mensuracao, a ser utilizada por pesquisadores e profissionais da area da saude.

Para tanto, o procedimento utilizado neste estudo serd coleta sanguinea por pungdo periférica
da veia do antebraco, feitas por profissional habilitado, e posterior avaliacdo laboratorial do sangue
coletado. O sangue sera coletado utilizando-se um sistema fechado, a vacuo, totalmente descartavel.

No momento da coleta de sangue, podera haver alguma dor decorrente da pungdo da pele.
Complicacdes de coleta de sangue rotineira sdo raras e geralmente de pequeno porte. Caso haja
alguma pequena perda de sangue da veia no local da pun¢ao, geralmente ha um pequeno desconforto,
que desaparecera em poucos dias. Caso a veia ndo seja facilmente encontrada pelo profissional
habilitado, a coleta ndo sera realizada.

As amostras coletadas para este estudo nao serdo armazenadas.
Deve estar claro que este estudo ndo o beneficia diretamente de nenhuma forma.

Qualquer duvida ou esclarecimento podera ser dado pelo pesquisador responsavel, Prof. Dra.
Ruth Ferreira Santos-Galdur6z, que pode ser encontrada no endereco: R. Santa Adélia, 166 - Bloco A
- Torre 2 - sala 518, Bairro Bangti, Santo Andre, SP, ou no telefone (011) 4996-8316.

O Sr. (a) tem garantia de sigilo
de todas as informagdes coletadas e pode retirar seu consentimento a qualquer momento, sem nenhum

prejuizo ou perda de beneficio.
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Declaro ter sido informado e estar devidamente esclarecido sobre os objetivos deste estudo,
sobre as técnicas e procedimentos a que estarei sendo submetido e sobre os riscos e desconfortos que
poderdo ocorrer. Recebi garantias de total sigilo e de obter novos esclarecimentos sempre que desejar.
Declaro também estar ciente de que nao existe nenhum beneficio direto pela minha participagdo nesta
pesquisa. Assim, concordo em participar voluntariamente deste estudo e sei que posso retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem nenhum prejuizo ou perda de qualquer beneficio (caso o
sujeito de pesquisa esteja matriculado na Instituicao onde a pesquisa esta sendo realizada).

Data:  / /

Assinatura do sujeito da pesquisa ou representante legal

Pesquisador responsavel / orientador

Eu, Ruth Ferreira Santos-Galduréz, responsavel pela pesquisa “Estudo e estabelecimento de
metodologia padrdo para obtencio da medida de viscosidade do sangue”, declaro que obtive
espontaneamente o consentimento deste sujeito de pesquisa (ou de seu representante legal) para
realizar este estudo.

Data: / /

Assinatura do Pesquisador Responsavel




8.2. Anexo B — Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa*

Plataforma Brasil - Ministério da Salde
Fundagao do ABC - FMABC

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: Estudo e estabelecimento de metodologia padréo para obtengdo da medida de viscosidade do
sangue com viscosimetro digital Brookfield.

Area Tematica:

Pesquisador: Ruth Ferreira Santos-Galduréz Versdo: 2
Instituigdo: FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DO CAAE:03035712.7.0000.0082
ABC - UFABC

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Nimero do Parecer: 58216
Data da Relatoria: 18/07/2012

Apresentagao do Projeto:

Este estudo visa avaliar a viscosidade sangiiinea. Sabe-se que o sangue representa cerca de 7% do peso
corporal de um individuo, sendo constituido de plasma e células especializadas em suspensao, com fungéo
essencial de transporte de substancias. A viscosidade do sangue depende basicamente de quatro fatores:
influéncia do hematécrito, influéncia da temperatura, didmetro do vaso e axializagdo das hemacias. Os valores
encontrados para a viscosidade sanguinea tendem a aparecer com diferengas significativas, de acordo com o
sexo, avangar da idade e uso de substancias. Em geral ndo podemos expressar sua viscosidade em termos
absolutos sem que sejam levadas em conta as condigies em que a mensuragao ¢ feita. A pratica médica
carece ainda de um método simples e clinicamente préatico para a verificagdo desta medida, além de valores de
referéncia. Estudos anteriores destacaram a importancia esta medida, considerando o efeito da idade, o uso de
substancias, bem como sua relagdo com Fluxo Sanguineo Regional Cerebral. O uso do viscosimetro rotacional
com sistema cone/plate modelo DV-III Ultra permite utilizar o sangue total, apresentando a vantagem de
controlar a temperatura na cuba de medigéo. Além deste controle, é necessario padronizar os procedimentos e
condigdes do processo de medigao, para que os valores encontrados em pacientes possam ser comparados de
forma efetiva a valores de referéncia (a ser determinado a partir desta técnica). Portanto, este trabalho
representa um primeiro passo para que a utilizagdo dos valores de viscosidade sanguinea possam vir a ser
melhor utilizados pela pesquisa e pratica médica.

Objetivo da Pesquisa:

Obijetivo Primario:

Estudar as variaveis de interferéncia na medida de viscosidade do sangue afim de desenvolver uma
metodologia padrdo para a mensuragdo da viscosidade sanguinea.

Obijetivo Secundario:

Auvaliar possiveis modificagbes na medida de viscosidade do sangue considerando o intervalo de tempo entre a
coleta e a realizagdo da medida; avaliar possiveis modificagbes na medida de viscosidade do sangue
considerando a temperatura de armazenamento; verificar qual a quantidade minima de amostra necessaria
para medig&o da viscosidade.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos para os sujeitos de pesquisa relacionam-se a coleta sanguinea, procedimento geralmente sem riscos
apenas com desconforto. Nao ha beneficios aos sujeitos de pesquisa, apenas a possibilidade de padronizagéo
do método.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Serdo coletadas amostras de voluntarios saudaveis, de ambos os sexos, com idade superior a 18 anos. As
coletas de sangue serdo feitas por pungéo periférica da veia do antebrago dos individuos por profissional
habilitado, no proprio laboratdrio. As amostras de sangue serdo coletadas em tubos de 4.0ml com EDTA 0,1%,
20 amostras por estudo. Para os estudos 1 e 2, as amostras serao retiradas diretamente do tubo de 4.0ml. Para
os estudos 3 e 4, imediatamente apds a coleta, o material sera homogeneizado e transferido para Microtubos
tipo Eppendorf Vol. 200ml, 20 para cada

uma das 20 amostras, correspondendo a um total de 400 microtubos por estudo. Estes sero
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*Disponibilizado aos pesquisadores envolvidos Uinica e exclusivamente em arquivo formato PDF, através do
sistema on-line “Plataforma Brasil”, do Ministério da Saude, sem assinatura expressa ou codigo de autenticacao,
exatamente como aqui consta. Se faz necessario esclarecer, para evitar mal entendidos, que a implanta¢do do
sistema citado ¢ ainda muito recente, e possivelmente esta caracteristica podera ainda ser revista; até o presente

momento, porém, esta é a inica forma em que o Parecer Consubstanciado do CEP nos ¢ disponibilizada.



numerados por ordem de transferéncia de 1-20, e analisados nesta sequéncia.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Apresentada a documentagao exigida para tramitagao do protocolo.

Recomendagdes:
Foi apresentado novo TCLE deixando claro aos sujeitos de pesquisa, os eventuais riscos da coleta e também
que o mesmo nao tera beneficios diretos nesse estudo.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgodes:
O projeto apresenta objetivos claros, embora ao meu ver, de pouca praticidade clinica.
No novo TCLE ficou claro os riscos e beneficios para participagao dos sujeitos de pesquisa.
Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

MNao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Aprovado apos discusséo entre os membros.

SANTO ANDRE, 19 de Julho de 2012

Assinado por:

JUVENCIO JOSE DUAILIBE FURTADO
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