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RESUMO

Os novos analisadores hematolégicos incorporaram avangos tecnoldgicos que
permitem contagens celulares cada vez mais rapidas e precisas, além de alertar ao
usuario os resultados que nédo podem ser validados e que necessitam de revisao
microscopica. O objetivo do presente trabalho foi avaliar as contagens celulares e os
novos parametros hematoldgicos liberados pelo analisador hematoldgico Sysmex XE-
5000 através da analise das laminas de extensao sanguinea pela microscopia 6tica,
a fim de determinar o desempenho analitico dos alarmes (flags) emitidos e a
correlacédo entre os métodos manual e automatizado. Foram avaliados 1296
hemogramas obtidos na Unidade de Apoio Diagnéstico (UAD) do Hospital de Clinicas
da Universidade Federal do Parana (HC-UFPR) que apresentaram alarmes
quantitativos e qualitativos emitidos pelo XE-5000. Os critérios utilizados para sinalizar
os hemogramas foram definidos pela UAD do HC-UFPR, juntamente com os valores
pré-definidos pelo fabricante do equipamento. A analise microscopica da extensao
sanguinea foi realizada seguindo um protocolo de leitura e critérios de positividade da
ldmina. Os resultados das contagens diferenciais de leucdcitos, granulécitos imaturos
(IG), eritroblastos e plaquetas revelaram forte correlagdo entre os métodos (r=0,9),
exceto para os baséfilos (r=0,5). A especificidade dos alarmes de blastos, IG,
bastonetes, linfécitos atipicos e anormais, fragmentos eritrocitarios e grumos
plaquetarios foram superiores a 91%. A sensibilidade desses alarmes variou entre
23,7% a 100%. Os parametros de pesquisa NEUT-X, NEUT-Y, HFLC e FRC néo
apresentaram boa correlagdo com o método manual, porém foram encontradas
diferencas significativas entre o grupo controle (amostras negativas) e o grupo das
amostras com alarmes (p<0,05). Através dos resultados obtidos pode-se concluir que:
(1) as contagens diferenciais de leucécitos em geral, apresentam boa correlagédo com
as contagens realizadas pela microscopia o6tica; (2) os alarmes "Blast?”, “Immat
Gran?”, "Left Shift?", “Atypical Lymph?”, "NRBC?", "Fragments?" e "Plaq Clumps?"
apresentaram alta especificidade e baixa sensibilidade na deteccédo destas
anormalidades e; (3) a associagao de alarmes aumenta a sensibilidade destes flags,
principalmente o alarme “Atypical Lymph?”. E importante salientar que os resultados
do presente estudo devem ser analisados de forma individualizada, respeitando a
caracteristica amostral e a tecnologia utilizada no equipamento estudado.

Palavras-chave: Sysmex XE-5000. Alarmes. Contagem diferencial de leucécitos.
Blastos. Granul6citos imaturos. Linfocitos variantes. Plaquetas.



ABSTRACT

The new hematology analyzers have incorporated technological advances that
allow for faster and more accurate blood counts, and flag the user to results that cannot
be validated and require a slide review. The objective of the present study was to
evaluate the blood counts and the new hematological parameters released by the
Sysmex XE-5000 hematological analyzer through the analysis of the blood smear by
microscopy, in order to determine the analytical performance of the emitted flags and
the correlation between manual and automated methods. A total of 1296 complete
blood count (CBC) were obtained from the Hematology Section of the Unidade de
Apoio Diagnéstico (UAD) of Clinic’s Hospital of the Federal University of Parana (HC-
UFPR), which presented quantitative and qualitative flags (positive samples) emitted
by the XE-5000. The criteria used to signal the CBC were defined by the UAD/HC-
UFPR, together with the values pre-defined by the manufacturer. Microscopic analysis
of the blood smear was performed following a protocol and positivity criteria for review
of blood smear. The results of differential leucocytes count, and, immature
granulocytes (IG), NRBC, platelets, showed an excellent correlation between methods
(r=0.9), except for basophils (r = 0.5). The specificity of the flags of blasts, |G, bands,
atypical and abnormal lymphocytes, fragments and platelet clumps were superior to
91%. The sensitivity of these flags ranged from 23.7% to 100%. The NEUT-X and
NEUT-Y, HFLC, FRC parameters did not present a good correlation with the manual
method, but significant differences were found between the control group (negative
samples) and the group of samples with alarms (p <0.05). From the obtained results,
it can be concluded that: (1) the leukocyte differential counts in general, present good
correlation with the counts performed by microscopy; (2) the flags "Blast?" and, "Immat
Gran?", "Left Shift?", "Atypical Lymph?", "NRBC?", "Fragments?", "Plaq Clumps?"
presented high specificity and low sensitivity in the detection of these abnormalities;
(3) the association of flags increases the sensitivity of these flags, especially the
"Atypical Lymph?". It is important to note that the results of the present study should
be analyzed in an individualized way, according the sampling characteristic and the
technology used in the equipment studied.

Palavras-chave: Sysmex XE-5000. Flags. WBC differential count. Blasts. Immature
granulocytes. Lymphocytes variants. Platelets.
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1 INTRODUCAO

O hemograma é um dos exames mais requeridos nas consultas médicas,
sendo utilizado na pratica clinica como um exame de triagem geral do paciente
permitindo uma analise global do sangue periférico e da medula 6ssea. O exame
constitui um conjunto de testes laboratoriais que determinam os parametros
quantitativos e qualitativos das células sanguineas, obtidos por métodos manuais e/ou
automatizados (PIERRE, 2002; PERKINS, 2003; RYAN, 2006; GROTTO, 2009).

Durante as ultimas décadas, com o advento dos analisadores hematologicos,
houve uma grande evolugdo nas metodologias para realizagdo do hemograma e
gradualmente as técnicas manuais foram substituidas pelos sistemas automatizados.
Os analisadores hematologicos automatizados ocupam um lugar chave nos
laboratérios de analises clinicas, devido ao seu alto desempenho na contagem de
células sanguineas e na sua capacidade de detectar células anormais, sinalizadas
através dos alarmes (WARD, 2000; LEHNER; GREVE; CASSENS, 2007;
BUTTARELLO; PLEBANI, 2008). Atualmente, os laboratérios estabelecem
procedimentos padronizados baseados nos alarmes liberados pelo equipamento para
avaliar a necessidade de uma revisdo da lamina de extensao sanguinea (BARNES et
al., 2005; LECOMPTE; BERNIMOULIN, 2015).

O desempenho analitico dos analisadores hematologicos é obtido através da
avaliacao da sensibilidade, especificidade e dos valores preditivos dos alarmes
emitidos pelo equipamento através da analise microscépica da extensao sanguinea
(BUTTARELLO, 2004; BUTTARELLO; PLEBANI, 2008; BRIGGS et al., 2014).
Apesar de ser considerado o método de referéncia, a contagem diferencial das células
sanguineas pela microscopia 6tica requer profissionais experientes, o que representa
um processo demorado para os laboratoérios de analises clinicas, aumentando a carga
de trabalho para equipes de profissionais cada vez menores (BENATTAR; FLANDRIN,
1999; HOUWEN, 2001; BAIN, 2005; BARNES et al., 2005).

O Sysmex XE-5000 (Sysmex Corporation, Kobe, Japdo) € um analisador
hematolégico totalmente automatizado que utiliza a tecnologia da citometria de fluxo
fluorescente para realizar a contagem completa das células sanguineas e uma
contagem diferencial de leucécitos de seis partes. O equipamento gera alarmes
especificos relacionados a possivel presenga de células patolégicas como blastos,

granulécitos imaturos e linfocitos variantes, indicando que um exame microscopico da
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extensdo sanguinea deve ser realizado. Além disso, o equipamento fornece
parametros adicionais que néo sao usualmente liberados na rotina laboratorial, mas
que tem grande potencial de aplicacao clinica (LEHNER et al., 2007; BUTTARELLO;
PLEBANI, 2008; PEKELHARING et al., 2010; BRIGGS et al., 2011; LECOMPTE;
BERNIMOULIN, 2015; BAIN, 2016).

Nesta pesquisa, considerou-se relevante avaliar as informagdes fornecidas
pelo analisador hematologico Sysmex XE-5000, através da andlise da extenséo
sanguinea pela microscopia 6tica, a fim de verificar a confiabilidade dos alarmes
emitidos e a qualidade dos critérios pré-estabelecidos pelo fabricante, visando otimizar

o trabalho na rotina laboratorial do setor de hematologia.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o desempenho analitico dos alarmes liberados pelo analisador
hematoldgico Sysmex XE-5000 através da andlise pela microscopia ética de laminas

de extensdo sanguinea coradas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a sensibilidade, especificidade e os valores preditivos dos alarmes
liberados pelo Sysmex XE-5000 através da comparagao com as contagens obtidas
pela microscopia 6tica;

- Correlacionar os parametros hematoldgicos liberados pelo analisador
hematolégico Sysmex XE-5000 e as contagens celulares realizadas pela microscopia
otica de acordo com os critérios de positividade definidos neste estudo;

- Avaliar a aplicabilidade dos parametros de pesquisa NEUT-X, NEUT-Y,

HFLC e FRC como ferramenta diagndstica na rotina laboratorial;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 HEMOGRAMA

O hemograma é uma importante ferramenta diagnéstica utilizada na pratica
clinica pois fornece informacgdes importantes sobre as alteragbes quantitativas e
morfolégicas dos eritrécitos, leucocitos e plaquetas, assim como a presenca de
precursores hematopoiéticos, células malignas ou parasitas intracelulares (PIERRE,
2002; RYAN, 2006; LEHNER et al., 2007)

As alteracbes nos parametros hematologicos representam um dos mais
sensiveis indicadores de saude do paciente, auxiliando na caracterizacdo da
gravidade de uma doenga ou na investigacdo de uma anormalidade hematologica
primaria ou secundaria, permitindo ao clinico a percepgéo da necessidade de outros
exames laboratoriais ou clinicos. Desta forma, o hemograma contribui de forma
indispensavel no diagndstico, avaliagédo e tratamento de um amplo espectro de
doencas, desde estados inflamatorios até malignidades sanguineas (PERKINS, 2003;
GROTTO, 2009; DENICOLA, 2011; ROUSSEL et al., 2012).

A quantificacdo das células sanguineas é realizada rotineiramente pelos
analisadores hematolégicos automatizados e a classificagdo morfoldégica dos
eritrocitos, leucocitos e plaquetas, incluindo a contagem diferencial de leucocitos, sao
realizados em parte pelos analisadores hematolégicos e em parte, pela analise
microscopica da lamina de extensao sanguinea (PERKINS, 2003; LEHNER et al.,
2007; GROTTO, 2009; BAIN, 2016).

3.2 ANALISE DA LAMINA DE EXTENSAO SANGUINEA

A andlise da lamina de extensdo sanguinea pela microscopia o6tica é
rotineiramente utilizada nos laboratorios de analises clinicas para identificar as células
sanguineas de acordo com suas caracteristicas morfologicas, a fim de avaliar as
variagdes no tamanho, cor, forma e a presenca de inclusdes citoplasmaticas, além da
diferenciacao das populagdes leucocitarias, que normalmente inclui uma contagem de
100 células (HOUWEN, 2000; PERKINS, 2003; GULATI et al., 2013). Os achados
morfolégicos observados na ldmina sao avaliados junto com os valores fornecidos

pelos analisadores hematoldgicos, além da verificacdo dos alarmes liberados pelo
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equipamento, a fim de confirmar os resultados automatizados e fornecer informacdes
adicionais, geralmente nao discriminadas pelos analisadores hematoldgicos
(PIERRE, 2002; BARNES et al., 2005; GULATI et al., 2013).

A avaliacdo cuidadosa de uma extensdo sanguinea bem preparada, fornece
uma riqueza de informacdes para o clinico e permite confirmar inUmeras patologias
que podem ser diagnosticadas pela presenca de determinadas anormalidades, como
a presenca de inclusbes citoplasmaticas nos eritrécitos, que sdo fundamentais no
diagnostico diferencial de anemias, assim como a presenga ou ndo de células
imaturas e inclusdes celulares, tais como granulagdes toxicas nos neutréfilos, que sdo
importantes para o diagnostico diferencial de processos infecciosos e malignos
(PERKINS, 2003; RYAN, 2006). Dentro da avaliacao da extensdo sanguinea s&o
realizadas também, uma revisdo da contagem de plaquetas utilizando, por exemplo,
o método de Fonio ou de Barbara O’Connor e a observacédo de alteragbes, como
agregados plaquetarios e macroplaquetas (GULATI et al., 2013; SILVA et al., 2016).

As qualidades desejaveis para a analise microscépica de uma extensao
sanguinea dependem da qualidade da coloracédo e do preparo da extenséo
(BENATTAR; FLANDRIN, 1999; HOUWEN, 2000; CAPPELLETTI, 2005). Além disso,
a analise microscopica exige tempo e elevada competéncia técnica dos profissionais
envolvidos para sua realizacdo (GULATI et al., 2002; PIERRE, 2002; BAIN, 2005).

3.2.1 Preparacao da Extensdo Sanguinea

O método de cunha é frequentemente utilizado para a preparagao da lamina
de extenséo sanguinea, também conhecido como “esfregaco”. A Figura 1 mostra o
procedimento de preparo da extensao sanguinea.

Normalmente usa-se amostras de sangue venoso com anticoagulante K2 ou
K3-EDTA, a partir da liberac&o do tubo pelo analisador hematolégico automatizado. A
extensdo sanguinea ideal, que proporciona uma melhor analise morfolégica das
células sanguineas, € preparada com sangue que nao sofre a acdo do EDTA, o que
infelizmente, ndo € uma metodologia possivel na rotina laboratorial (NCCLS, 2003;
PERKINS, 2003).
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FIGURA 1 - PREPARAGCAO DA EXTENSAO SANGUINEA

o~
v

FONTE: PERKINS, (2003).

NOTA: Para preparar uma extens&do sanguinea em lamina de vidro pelo método de cunha, uma gota
de sangue (aproximadamente 0,05 mL) é colocada no meio da l&mina de 25 x 75 mm a
aproximadamente 1 a 2 cm de uma extremidade. Uma lamina extensora é colocada sobre a
lamina de vidro em um angulo de 30 a 45 graus e puxada para tras até fazer contato com a
gota de sangue e permitir que o sangue se espalhe por capilaridade por toda a superficie de
contato da extensora. Em seguida, a extensora é deslizada para a extremidade oposta da
lamina em um movimento continuo e suave, fazendo com que o sangue seja puxado por tras
dela. Esta técnica cria uma pelicula de sangue de 3 a 4 cm de comprimento (CLSI, 2007;
PERKINS, 2003).

Técnicas automatizadas para preparacdo e coloragdo das extensodes
sanguineas foram desenvolvidas para produzir extensdes mais uniformes. Extensores
mecanicos imitam a técnica manual e sdo uteis quando uma grande quantidade de
extensdes sanguineas precisa ser preparada. Estes equipamentos ajudam a eliminar
algumas das variaveis associadas ao procedimento manual, possibilitando a
padronizacdo do processo e a preparacao das extensdes de acordo com as
preferéncias do laboratério (BENATTAR; FLANDRIN, 1999; PERKINS, 2003; CLSI,
2007; SIMSON; GASCON-LEMA; BROWN, 2010).

Alguns equipamentos preparam e coram as extensdes sanguineas
automaticamente quando programados em sincronizagdo com o analisador
hematoldgico. As laminas séo preparadas quando o analisador hematolégico detecta
anormalidades na amostra sanguinea de acordo com os parametros programados no
equipamento pelo laboratério. Estas melhorias diminuiram o trabalho manual e
consequentemente, otimizou o rendimento técnico e o tempo de liberagdo das
amostras (CHABOT-RICHARDS; GEORGE, 2014)

3.2.2 Coloragao da extenséo sanguinea

A coloracao da extensao sanguinea € um dos passos mais importantes na

identificacdo dos componentes celulares. A finalidade da coloracéo é facilitar a
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observacao microscoépica das células sanguineas e diferencia-las de acordo com suas
caracteristicas tintoriais.

As extensbes sanguineas sédo geralmente coradas com May-Grunwald-
Giemsa, o qual € uma modificagdo do procedimento de Romanowsky, baseado na
combinagdo de sais acidos (eosina) e sais basicos (azul de metileno e produtos
derivados da oxidag&o do azul de metileno).

A coloragao ideal confere cores caracteristicas de certos componentes da
célula que séo produzidos pela agao combinada dos corantes e do pH apropriado (6,4
a 7.0), permitindo, por exemplo a observacao do nucleo dos leucécitos, de granulos
especificos de neutréfilos e de inclusbes contendo RNA dispersas no citoplasma dos
eritrocitos (PERKINS, 2003; CLSI, 2007).

3.2.3 Analise da extensao sanguinea

Um exame completo da extens&o sanguinea comega com uma inspegao
visual no aumento de 1000x para avaliar a distribuicdo celular e a coloragao
(PERKINS, 2003; GULATI et al., 2013). Uma avaliacdo da presenca de
microrganismos e agregados plaquetarios também é importante para confirmar a
contagem de plaquetas realizada pelo equipamento (BOWEN et al., 1998; GULATI et
al.,, 2013). A agregacédo plaquetaria é provavelmente a causa mais comum da
contagem automatizada de plaquetas erroneamente baixas (BRIGGS; HARRISON,;
MACHIN, 2007; BRUEGEL et al., 2015). Porém, a determinacédo de agregados
plaquetarios na extensdo sanguinea depende de sua correta definicao (GULATI et al.,
2013). Existem poucas informacgdes a respeito da quantidade e do método ideal para
avaliacao dos agregados plaquetarios. Um agregado plaquetario pode ser definido
como um conjunto de plaquetas agrupadas, mas esta definicdo € bastante subjetiva.
O critério para deteccdo de agregados plaquetarios descrito por Bowen e
colaboradores (1998) considera a presenca de no minimo 5 agregados plaquetarios
com 5 ou mais plaquetas observadas no exame de extensado sanguinea. Em um outro
estudo realizado por Gulati e colaboradores (2009), o critério de positividade
considerado foi a presenga de um ou mais agregados plaquetarios observados no
exame de extens&o sanguinea.

No aumento de 400x se faz a sele¢éo da area de trabalho, sendo o local onde

a extensdo sanguinea deve ser examinada. A area adequada para a analise da
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morfologia celular é onde os eritrécitos estdo em contato uns com os outros, ndo muito
afastados, nem sobrepostos uns aos outros, sendo importante evitar a area em que a
extensdo é muito fina ou muito grossa, pois nessas areas o erro € mais frequente
conforme ilustrado na Figura 2 (PERKINS, 2003; RYAN, 2006; TKACHUK;
HIRSCHMANN, 2007).

FIGURA 2 - AREAS DA EXTENSAO SANGUINEA

[

FONTE: TKACHUK; HIRSCHMANN (2007)

NOTA: Regides onde os eritrécitos estdo bem espagados uns dos outros ou quase se tocando séo as
areas ideais para a analise morfolégica das células sanguineas (seta verde no painel acima).
Deve-se evitar as areas em que os eritrocitos sdo analisados muito perto da borda da extenséo
(“X” em vermelho a esquerda do painel abaixo) ou quando estdo sobrepostos ou em
aglomerados (“X” em vermelho a direita do painel abaixo).

Neste aumento pode-se também fazer uma estimativa da contagem dos
leucécitos e sua morfologia e comparar com o resultado do equipamento.

No aumento de 1000x, com 6leo de imersao, realiza-se a contagem diferencial
de leucocitos, a avaliagdo da morfologia eritrocitaria, como anisocitose, policromasia
e inclusdes celulares, a estimativa da quantidade de plaquetas e sua morfologia e a
quantificacao de eritroblastos (HOUWEN, 2000; PERKINS, 2003; RYAN, 2006).

3.2.4 Contagem Diferencial de Leucécitos

A contagem diferencial de leucécitos consiste na quantificacéo percentual das
populagdes de leucocitos presentes no sangue periférico (HOUWEN, 2001; PIERRE,
2002; PERKINS, 2003; BUTTARELLO; PLEBANI, 2008).

Ao percorrer a area de examinagdo da extensdo sanguinea, conforme os

leucdcitos sdo encontrados, faz-se a identificagdo de suas principais caracteristicas
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morfologicas e entdo, os leucécitos séo classificados em categorias individuais do
mesmo tipo celular, até que 100 células sejam contadas. Porém, é importante
salientar, quanto maior o numero de células contadas, maior a precisao da contagem
diferencial (RUMKE; BEZEMER; KUIK, 1975; PIERRE, 2002; GULATI et al., 2013)

As células distorcidas que sado claramente identificaveis sao incluidas na
classificacdo adequada. Os eritroblastos sdo contados juntamente com a contagem
diferencial de leucécitos, mas ndo incluidos na férmula leucocitaria. Os resultados sao
reportados com seu numero relativo a 100 leucécitos contados (CLSI, 2007; GULATI
et al., 2013; BAIN, 2016).

3.2.5 Limitacdes da Contagem Diferencial de Leucocitos

O procedimento tradicional de contagem diferencial de leucécitos é um
paradigma discutido intermitentemente por apresentar limitacdes estatisticas
inerentes a natureza do método, que levam a imprecisao e a inexatidao dos resultados
e reducéao da sensibilidade clinica. As inumeras limitagdes relatadas afetam a tomada
de decisao clinica e estdo associadas ao pequeno numero de células contadas, a
ampla variabilidade inter-observador e aos problemas de preparagcéo da extenséo
sanguinea. O mais importante € o erro estatistico, porque esta invariavelmente
associado ao numero total de células analisadas (RUMKE et al., 1975; HOUWEN,
2001; CORNBLEET, 2002; PIERRE, 2002; PERKINS, 2003; CLSI, 2007;
BUTTARELLO; PLEBANI, 2008)

Outros fatores que contribuem com a imprecisdo da técnica manual incluem
a distribuicdo das células sobre a lamina e qualidade da coloracédo que sé&o
influenciadas pelas muitas variaveis do método de preparacédo da extensao
sanguinea, incluindo o volume da gota de sangue, o angulo da extensora em relagao
a superficie de apoio, a velocidade e a pressédo do esfregago sobre a lamina
(BENATTAR; FLANDRIN, 1999; PERKINS, 2003).

A subijetividade do observador é particularmente relevante para diferenciacao
das populagdes celulares. Apesar das tentativas de fornecer definicdes morfolégicas
viaveis para alguns tipos celulares, tais como bastonetes e linfocitos variantes, a
divergéncia inter, e também intra-observador na identificacdo das células sanguineas,
pode resultar em diferencas significativas na quantificagéo das células, o que refletira

consequentemente no resultado do hemograma e no diagnéstico do paciente
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(HOUWEN, 2001; CORNBLEET, 2002; VAN DER MEER et al., 2006; CLSI, 2007;
VAN DER MEER et al., 2007).

3.2.6 Padronizacao

Para avaliar qualquer método de contagem diferencial de leucécitos, é
necessario definir um método comparativo ou de referéncia. Barnes e colaboradores
(2005) salientaram a importancia de padronizar o método para leitura das laminas
para que haja uniformidade entre os profissionais que realizam a contagem diferencial
de leucécitos.

Em 1992, o NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards)
publicou um documento (H20-A), atualizado posteriormente pelo documento H20-A2,
publicado em 2007 pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), em que se
estabelece normas para avaliagdo da contagem diferencial de leucécitos
automatizada, com base na contagem diferencial pela microscopia otica. Uma
contagem de 400 células (200 por cada examinador) € atualmente reconhecida pelo
CLSI como meio de gerar uma contagem diferencial de leucocitos de referéncia na
comparacao de métodos ou validagdes (CLSI, 2007; ALLOU et al., 2015).

Mesmo assim, esse método apresenta pouca precisao para tipos celulares
que apresentam problemas de distribuicdo, como os mondcitos, ou de baixa
frequéncia, como os basdfilos. A exatidao e precisao estatistica do método é agravada
pela subjetividade inerente a distincdo de alguns tipos de celulares (HOUWEN, 2001;
CAPPELLETTI, 2005; ROUSSEL et al., 2012).

A examinagao da extensdo sanguinea, embora muito trabalhosa, continua
sendo utilizada como uma importante ferramenta diagnéstica e como método de
referéncia para identificar com precisdo células anormais que nao sao identificadas
pelos analisadores hematolégicos (BENATTAR; FLANDRIN, 1999; STAMMINGER et
al., 2002; BAIN, 2005).

3.3 REVISAO DAS LAMINAS

Antes da introducéo de equipamentos automatizados, era comum a pratica de

preparar, corar, examinar a lamina de extensdo sanguinea e realizar a contagem

diferencial de leucécitos de 100 ou 200 células em todos os hemogramas, sejam eles
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feitos por meio de técnicas manuais ultrapassadas ou modernos analisadores
hematologicos automatizados. Esta ideia ocorreu devido a uma crenga generalizada
de que era necessario evitar erros significativos causados por resultados falso-
negativos por parte dos equipamentos (PIERRE, 2002).

O aperfeicoamento da anadlise e identificacdo das células sanguineas
aplicados nos novos analisadores hematoldgicos possibilitou a liberacéo direta do
hemograma sem a necessidade da revisao da extensao sanguinea pela microscopia
otica (PIERRE, 2002; FERNANDES; HAMAGUCHI, 2007; BUTTARELLO; PLEBANI,
2008; PRATUMVINIT et al., 2013).

Os avancgos tecnolégicos aumentaram a preciséo e a acuracia dos analisadores
hematolégicos e proporcionaram maior sensibilidade para a detecgdo de
anormalidades sanguineas, restringindo a revisdo da lamina apenas para amostras
sinalizadas pelos equipamentos. Desta forma, houve uma consideravel reducédo na
taxa de revisbes de lamina e consequentemente uma melhora significativa no fluxo de
trabalho dos laboratérios (PIERRE, 2002; BAIN, 2005)

Hoje, a pratica comum de muitos laboratorios € realizar a revisdo microscopica
da lamina somente em casos selecionados: (a) quando os parametros ultrapassam os
limites definidos pelo laboratério ou (b) quando anormalidades morfoldgicas sao
detectadas pelo equipamento, as quais sao sinalizadas através dos alarmes (PIERRE,
2002; BAIN, 2005; GULATI et al., 2013).

Alguns elementos celulares patolégicos sado registrados pelo equipamento,
porém, o sistema automatizado n&o é capaz de classifica-lo com preciséo sob o ponto
de vista morfolégico, o que s6 pode ser realizado por um analista clinico, com
conhecimento e experiéncia, o qual correlaciona os dados fornecidos pelo analisador,
com os achados morfolégicos observados no exame da extensao sanguinea (GULATI
etal., 2002; BAIN, 2005; BARNES et al., 2005; LECOMPTE; BERNIMOULIN, 2015).

Muitos laboratorios utilizam o alarme como um gatilho para avaliagéo
morfoloégica da extensdo sanguinea, independentemente da utilidade clinica do
alarme. Essa pratica pode proporcionar o uso inadequado de informagdes clinicas,
além de indicar o uso ineficiente dos recursos valiosos fornecidos pelos equipamentos
(BAIN, 2005; SIRECI et al., 2010a; COMAR; MALVEZZI; PASQUINI, 2017).

As taxas de revisdo variam de 10% a 50% em diferentes laboratorios (BARNES
et al., 2005). Os fatores que influenciam na taxa de revisao incluem (1) o tipo de

populacdo atendida, (2) o modelo do analisador hematolégico e (3) o conjunto de
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critérios estabelecidos para sinalizacdo de anormalidades pelos analisadores
hematolégicos (PETERSON et al., 2001; GULATI et al., 2002; SIRECI; SCHLABERG;
KRATZ, 2010b).

3.3.1 Ciritérios de revisdo de lamina

Os critérios de revisdo de lamina devem ser definidos pelos laboratorios, na
tentativa de reduzir a quantidade de revisdo das extensbdes sanguineas € ao mesmo
tempo, de minimizar a liberacédo de resultados errados (BAIN, 2005; SIRECI et al.,
2010a; COMAR et al., 2017).

Diversos fatores influenciam o processo de elaboracdo dos critérios de
reviséo, tais como a populagdo atendida, o significado clinico das anormalidades
detectadas no hemograma, o volume de trabalho, a quantidade e a capacidade da
equipe técnica e os sistemas automatizados (PETERSON et al., 2001; GULATI et al.,
2002; BAIN, 2005; BARNES et al., 2005; GULATI et al., 2013).

A sensibilidade e a precisdo na deteccdo e quantificacdo de células
sanguineas dependem da tecnologia utilizada em cada equipamento. Por isso os
critérios devem ser estabelecidos de acordo com cada tipo de analisador, conhecendo
os niveis de confiabilidade do sistema de sinalizagdo utilizado, porque diferentes
analisadores podem fornecer parametros que n&do sao encontrados em outros
equipamentos (PIERRE, 2002; GROTTO, 2009; COMAR et al., 2017).

Além disso, o conjunto de critérios de revisdo desenvolvido por um laboratorio,
com valores acima ou abaixo do intervalo especificado, devem ser estabelecidos para
cada tipo celular (COMAR et al., 2017). A escolha de critérios muito amplos para
selecionar as extensdes sanguineas que serao revisadas, diminui a quantidade de
revisbes e aumenta a velocidade de trabalho, porém, amplia a possibilidade de
resultados liberados incorretamente, os quais poderiam ter relevancia clinica. Por
outro lado, critérios muito restritos, ndo contribuem satisfatoriamente com a carga de
trabalho do laboratério (LANTIS et al., 2003; BARNES et al., 2005; GROTTO, 2009;
SIRECI et al., 2010b).

Alguns equipamentos possuem sistemas que permitem a programacao de
critérios, com valores de corte que servem como uma triagem para selecionar as

amostras que devem ser revisadas, direcionando a amostra para um sistema
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automatizado que realiza a confecgdo de extensédo sanguinea, ou para a realizagcao
de nova contagem (CHAPMAN, 2000; COMAR et al., 2017)

Os critérios de revisao de lamina devem, portanto, conduzir a revisédo
microscopica somente para 0s casos em que seja necessario a confirmacao dos
resultados ou para fornecer informagdes clinicas relevantes, adicionais aquelas
geradas pelos analisadores hematoldgicos, otimizando assim, a produtividade do
laboratério (GULATI et al., 2002; LANTIS et al., 2003; BARNES et al., 2005;
PRATUMVINIT et al., 2013).

Devido a pouca uniformidade dos critérios existentes entre os diferentes
laboratorios, em 2002, o Grupo de Consenso Internacional de Hematologia da
International Society for Laboratory Hematology (ISLH), estabeleceu um conjunto de
critérios que ajudaram a definir os resultados anormais (positivo) de acordo com a
importancia clinica dos resultados da extensao sanguinea (BARNES et al., 2005). Os
critérios utilizados pelo Grupo de Consenso para definir uma |amina positiva estéo

demonstrados no Quadro 1.
QUADRO 1 - CRITERIOS PARA A LAMINA POSITIVA

1. Morfologia
a) Morfologia dos eritrécitos de 2 + / moderado ou superior. A Unica excegdo é a malaria,
onde qualquer achado sera considerado um resultado positivo.
b) Morfologia das plaquetas (plaquetas gigantes) de 2 + / moderada ou superior.
c) Agregados de plaquetas de > raro / ocasional.
d) Corpusculos de Déhle de 2 + / moderada ou superior.
e) Granulagbes toxicas de 2 + / moderada ou superior.
f) Vacuolos de 2 + / moderada ou superior.
2. Tipos celulares anormais
a) Blastos = 1
b) Meta> 2
c) Mielo / promiel6cito = 1
d) Linfécitos atipicos> 5

e) Eritroblasto = 1

f) Células plasmaticas = 1

FONTE: Barnes et al., (2005).
NOTA: O sinal “+” significa o sistema de quantificacdo em cruzes.

O objetivo do Grupo de Consenso foi reduzir o numero de amostras que
requeriam procedimentos manuais, sugerindo aos laboratorios, que ao desenvolver

seu proprio conjunto de critérios para revisao das laminas, considerem as orientag¢des
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propostas pelo Grupo, que incluem 41 regras para tomada de acédo apos analises
automatizadas do hemograma (BAIN, 2005; BARNES et al., 2005).

As definicdes morfoldgicas dos tipos celulares e os valores de corte para
considerar uma extensdo sanguinea como positiva ndo sdo plenamente abordadas
pelo Grupo de Consenso, como agregados plaquetarios e fragmentos eritrocitarios,
sendo necessario informagbes adicionais para estabelecer critérios bem definidos
pelos laboratérios para considerar uma extensao sanguinea como positiva (BOWEN
et al., 1998; GULATI et al., 2002; GULATI et al., 2009; ZINI et al., 2012).

3.4 ANALISADORES HEMATOLOGICOS

Nas ultimas décadas houve uma grande evolugdo das tecnologias
empregadas nos analisadores hematologicos. A introdugéo de novos principios fisicos
para analise celular, o uso combinado de tecnologias e o desenvolvimento de
softwares para a interpretacdo e processamento dos dados gerados pelos
equipamentos, conduziu a uma melhora significativa nas contagens das células
sanguineas e na emissao de alarmes, permitindo a liberagao de resultados cada vez
mais confiaveis (FUJIMOTO et al., 2000; STAMMINGER et al., 2002; ARROYO et
al., 2005; BUTTARELLO; PLEBANI, 2008; KANG et al., 2008).

Os laboratérios clinicos que antes geravam toda a quantidade de dados
fornecidos no hemograma por técnicas manuais, tem agora os dados gerados em
grande parte por sistemas automatizados. A delegacédo dessas atividades para os
equipamentos deixou os profissionais dos laboratérios livres para dirigir sua atengéo
para mais atividades, como a supervisao do sistema de andlise e a interpretacado dos
resultados (BENTLEY, 1990).

A maioria dos analisadores hematolégicos automatizados aspiram o sangue
previamente coletado e realizam automaticamente todas as determinacdes
quantitativas, como a dosagem da hemoglobina, hematdcrito, a contagem de
eritrocitos, leucocitos e plaquetas e a diferenciagao celular, utilizando multiplos canais.
Os varios parametros liberados, sdo executados em menos de um minuto, com um
pequeno volume de amostra e com grande precisdo nos resultados (CHAPMAN,
2000; PERKINS, 2003; LEHNER et al., 2007; BAIN, 2016).

Diferentes métodos, baseados nos principios elétricos e 6ticos ou a

associacdo dos dois, podem ser utilizados para a determinacdo dos parametros
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hematolégicos do hemograma, como, condutividade por radiofreqiiéncia, corrente
direta e métodos de dispersédo, absorcédo da luz e a emissdo de fluorescéncia,
precedida de reagdes citoquimicas (WARD, 2000; LEHNER et al., 2007; BAIN, 2016).

Modelos mais recentes de analisadores hematologicos tém melhorado a
identificacdo dos estagios de maturacéo das células pela associagéo da citometria de
fluxo com a coloragao fluorescente, sendo uma alternativa para a contagem diferencial
de leucocitos, devido a sensibilidade proporcionada pelas milhares de células
analisadas de forma padronizada em cada corrida e a especificidade da linhagem de
anticorpos monoclonais, que permitem detectar e quantificar as populagdes de
leucocitos normais e anormais. Esta tecnologia estd atualmente integrada nos
analisadores hematolégicos de varios fabricantes, incluindo a Sysmex Corporation
(Kobe, Japao) (FUJIMOTO, 1999; FERNANDES; HAMAGUCHI, 2007; ALLOU et al.,
2015; ARNETH; MENSCHIKOWKI, 2015).

As vantagens dos métodos automatizados em relagado aos métodos manuais
incluem a contagem de um grande numero de células, melhor reprodutibilidade e
resultados com maior validade estatistica, pela reducdo do coeficiente de variacéo,
causado principalmente por erros na medicdo da amostra, diluicdo ou enumeragéo
das células. Além disso, o tempo de liberagdo dos resultados pelo método
automatizado é mais rapido, pois elimina as preparagdes manuais da amostra e a
anadlise do hemograma pela microscopia Otica. Os custos laboratoriais sao
significativamente mais baixos, pois a técnica manual requer pessoas qualificadas e
com experiéncia em morfologia celular para realizacdo deste exame, além da maior
precisdo nos resultados, pois elimina a subjetividade de critérios de reconhecimento
celular, diminuindo a variabilidade inter-observador, que ocorre no método manual
(BAIN, 2005; SIRECI et al., 2010b; DENICOLA, 2011; PRATUMVINIT et al., 2013).

3.4.1 Desempenho analitico dos analisadores hematologicos

O desempenho analitico dos analisadores hematoldgicos pode ser avaliado
por meio de testes de preciséo, exatiddo e sensibilidade clinica. Para esta avaliagao,
a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo e a eficiéncia global
dos alarmes s&o obtidos a partir da correlagdo dos achados observados pela
microscopia 6tica com o alarme sinalizado pelo equipamento (ICSH, 1994; CLSI,
2007; BUTTARELLO; PLEBANI, 2008; BRIGGS et al., 2014).
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A sensibilidade de um alarme se refere a capacidade do equipamento em
detectar amostras com achados morfol6gicos relevantes na presenca de determinada
anormalidade, ou seja, com resultados verdadeiro-positivos. A especificidade de um
alarme é a capacidade em detectar amostras verdadeira-negativas, ou seja, mostrar
resultados negativos quando uma anormalidade n&o esta presente. O valor preditivo
positivo é a probabilidade de um resultado positivo ou sinalizado pelo analisador, ser
verdadeiramente positivo e o valor preditivo negativo € a probabilidade de um
resultado negativo ser verdadeiramente negativo. A eficiéncia expressa a quantidade
de casos verdadeiro-positivos e verdadeiro-negativos classificados corretamente
(CLSI, 2007; BRIGGS et al., 2014).

Para os parametros tradicionais, o desempenho analitico dos analisadores
hematolégicos tem se mostrado eficiente (FUJIMOTO et al., 2000; BARNES et al.,
2005; BUTTARELLO; PLEBANI, 2008). O método automatizado é considerado
superior ao método manual para a contagem diferencial de leucocitos com valores
dentro do intervalo de referéncia e para amostras que exibem apenas anormalidades
quantitativas. Por outro lado, para amostras que apresentam anormalidades
morfologicas, a microscopia 6tica é superior ao método automatizado (FUJIMOTO et
al., 2000; PIERRE, 2002; PERKINS, 2003; FERNANDES; HAMAGUCHI, 2007; CUI
et al., 2010; BRIGGS et al., 2012).

3.4.2 Alarmes

Um resultado sinalizado com um alarme (flag) é uma indicacdo do
equipamento de que uma avaliagdo morfolégica da extensdo sanguinea é necessaria
para validar a contagem diferencial e ainda definir o tipo de anormalidade detectada.
Os alarmes podem ser divididos em dois grupos: alarmes quantitativos e qualitativos.

Os alarmes quantitativos ou "definitivos” sdo desencadeados quando os
resultados dos parametros hematoldgicos ultrapassaram determinados valores
definidos pelo laboratério ou fabricante.

Os alarmes qualitativos ou "suspeitos", sdo incorporados a tecnologia do
equipamento e disparados com base na deteccdo de alteragbes na distribuicdo de
populacdes celulares ou na detecgao de possiveis interferéncias dessas distribuicoes,

indicando que os resultados do equipamento nao séo confiaveis (LANTIS et al., 2003;
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FERNANDES; HAMAGUCHI, 2007; SIRECI et al., 2010b; CHHUY et al., 2013;
EILERTSEN; VOLLESTAD; HAGVE, 2013; BRIGGS et al., 2014).

As células anormais possuem caracteristicas peculiares, tais como tamanho
celular, nuclear e conteudo de granulos citoplasmaticos, que as diferenciam das
células normais, fazendo com que se localizem em determinadas areas no diagrama
de disperséo, diferentes das posi¢des das células normais. Quando sao detectados
eventos nas areas de células patoldgicas, um alarme suspeito € disparado, combinado
com a utilizagéo de varios algoritmos pelo software do equipamento (CHHUY et al.,
2013; EILERTSEN et al., 2013; BAIN, 2016).

A presenga de um ou mais alarmes n&o indica necessariamente que uma
anormalidade especifica esteja presente na amostra sanguinea. Esta sinalizacao
apenas indica uma maior probabilidade da presenga de uma anormalidade, com base
no aumento do numero de células em areas definidas nos diagramas de disperséo,
que s6 podem ser excluidas ou comprovadas pela avaliagdo da extensdo sanguinea
através da microscopia 6tica (SIRECI et al., 2010b; EILERTSEN et al., 2013).

A utilidade dos alarmes para fins diagnésticos depende de sua sensibilidade
e especificidade e resultam de ajustes na configuragédo do equipamento e nos limites
definidos pelo usuario, baseados nos critérios de revisdo de laminas (BARNES et al.,
2005; SIRECI et al., 2010b; CHABOT-RICHARDS; GEORGE, 2014).

Os fatores e algoritmos que determinam a liberagdo dos alarmes dependem
da tecnologia do equipamento e variam de um fabricante para outro. Desta forma, o
ajuste na sua configuragao envolve um cuidadoso equilibrio entre o potencial risco de
perder quaisquer células anormais, com limiares fixados em valores muito baixos, e o
aumento do tempo de liberacdo, do trabalho manual e dos custos causados por um
aumento da taxa de reviséo, com limiares definidos em valores elevados. Em muitos
casos, os laboratérios utilizam as configuracdes recomendadas pelo fabricante ou
fazem os ajustes por processos de tentativa e erro, sem uma compreensao clara das
consequéncias exatas desses ajustes (SIRECI et al., 2010b; CHABOT-RICHARDS;
GEORGE, 2014).

Diversos estudos buscam esclarecer ou determinar a concordancia entre a
emissao de alarmes liberados pelos equipamentos automatizados e sua comprovagao
na revisdo das laminas. Porém, uma grande quantidade de alarmes que o
equipamento pode liberar, parecem anular as vantagens da automacgao, por culminar

em um grande numero de amostras que requerem uma revisao de lamina sem
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comprovar estas sinalizagbes (BRIGGS et al., 2000; WARD, 2000; LANTIS et al.,
2003; FERNANDES; HAMAGUCHI, 2007; CUI et al., 2010; CHHUY et al., 2013;
EILERTSEN et al., 2013; PRATUMVINIT et al., 2013; BRUEGEL et al., 2015). Cerca
de 80% das revisdes de lamina séo realizadas apoés a liberagéo de alarmes (NOVIS
et al., 2006; BRIGGS et al., 2011).
O ideal € que um alarme apresente uma baixa taxa de resultados falso-positivos
e falso-negativos, mostrando uma elevada eficiéncia para identificar amostras com
anormalidades morfoldgicas relevantes. No entanto, sabe-se que ha situagbes em que
a ocorréncia de falsos positivos e falsos negativos € inevitavel. Nesse sentido, os
esforcos devem ser direcionados para manter as taxas de falso-negativos dentro de
limites seguros e aceitaveis (CLSI, 2007; BRIGGS et al., 2012; COMAR et al., 2017).
Os critérios definidos pelo laboratério séo, portanto, importantes para a taxa
de revisao e a carga de trabalho, devendo o laboratério fazer um cuidadoso ajuste nos
valores de corte para alcangar um equilibrio entre a redugcédo no numero de laminas a
serem revisadas sem aumentar o risco de ndo-deteccdo de células patologicas
(BRIGGS et al., 2011; EILERTSEN et al., 2013).

3.4.3 Novos parametros

Os analisadores hematoldgicos tornaram-se cada vez mais sofisticados e a
gama dos parametros disponiveis é cada vez maior. Atualmente, a maioria dos
laboratérios dispbe de equipamentos que oferecem além dos parametros tradicionais
como a contagem de eritrécitos, leucocitos e plaquetas, os parametros estendidos do
hemograma, também chamados de novos parametros (BUTTARELLO; PLEBANI,
2008; BRIGGS et al., 2011; LECOMPTE; BERNIMOULIN, 2015).

A contagem estendida é a contagem de outros tipos celulares, além das
populagcbes de células normalmente presentes no sangue periférico e incluem as
células imaturas ou atipicas, como blastos, granuldcitos imaturos, linfécitos atipicos,
células progenitoras hematopoiéticas (HPCs), eritroblastos, fragdo de plaquetas
imaturas, fragdo de reticulécitos imaturos, esquizécitos (FRC), entre outras
(BUTTARELLO; PLEBANI, 2008; CHABOT-RICHARDS; GEORGE, 2014; ARNETH;
MENSCHIKOWKI, 2015; LECOMPTE; BERNIMOULIN, 2015).

A validagdo e aplicagcdo clinica dos novos parametros ainda é assunto

controverso. Muitos dos tipos celulares representados na contagem diferencial
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estendida estdo muitas vezes presentes no sangue em numero reduzido, ndo sendo
possivel utilizar a contagem manual de referéncia para sua validagao, por causa da
enorme imprecisdo em contagens celulares muito baixas (RUMKE et al., 1975;
FUJIMOTO et al., 2000; HOUWEN, 2001; BRIGGS et al., 2014; ALLOU et al., 2015;
ARNETH; MENSCHIKOWKI, 2015).

Nem todos os novos parametros ja estao disponiveis para uso clinico; muitos
sdo designados pelo fabricante apenas como "para uso em pesquisa", entre eles
podemos citar os linfocitos altamente fluorescentes (HFLC), o NEUT-X e o NEUT-Y
(BUTTARELLO; PLEBANI, 2008; LECOMPTE; BERNIMOULIN, 2015).

Alguns destes parametros de pesquisa parecem ser importantes, mas sua
utilidade clinica ainda é pouco fundamentada. O controle de qualidade externo e
interno nem sempre é disponivel e sua reprodutibilidade n&o é bem definida (BRIGGS,
2009; BRIGGS et al., 2014; LECOMPTE; BERNIMOULIN, 2015).

E importante lembrar que parametros com 0 mesmo nome ou com nomes
diferentes, mas com a mesma aplicagéo clinica, muitas vezes néo sao intercambiaveis
devido a diferencas acentuadas em principios de medi¢ao, calibracéo e algoritmos. O
exemplo mais conspicuo € o volume plaquetario médio (VPM), que apesar de
disponivel na maioria dos equipamentos tem seu uso clinico indefinido
(BUTTARELLO, 2004; BUTTARELLO; PLEBANI, 2008; BRIGGS, 2009; BRIGGS et
al., 2014; LECOMPTE; BERNIMOULIN, 2015).

3.4.4 Sysmex XE-5000

A Sysmex desenvolveu o sistema XE-5000, baseado no modelo XE-2100, que
incorpora a citometria de fluxo com a fluorescéncia aos multiplos canais para fornecer
a contagem completa de leucocitos, eritrocitos e plaquetas usando o foco
hidrodinamico, com diferencial de leucocitos em 6 partes, que inclui a impedancia e a
corrente em radiofrequéncia para determinar a estrutura interna das células e
classificar as células imaturas (RUZICKA et al., 2001; CHHUY et al., 2013; BAIN,
2016).

O equipamento tem uma capacidade de executar 150 amostras por hora,
fornecendo 31 parametros, incluindo a proporgédo de eritroblastos, HPCs, blastos,
agregados plaquetarios, fragcdo de reticulécitos e fragmentos eritrocitarios
(BUTTARELLO; PLEBANI, 2008; SYSMEX, 2013). O equipamento é capaz de
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detectar células progenitoras hematopoiéticas diretamente do tubo de EDTA sem
qualquer preparacao adicional da amostra (BRIGGS et al.,, 2011; ARNETH;
MENSCHIKOWKI, 2015). Alguns novos parametros foram introduzidos neste modelo,
como a contagem de granul6citos imaturos (IG - Immature Granulocytes) e a
contagem otica de plaquetas (PLT-O), além da analise de liquidos bioldgicos
(PEKELHARING et al., 2010; BRIGGS et al., 2011; ARNETH; MENSCHIKOWCKI,
2015).

O XE-5000 utiliza o método ético baseado no principio de disperséo de luz
para identificar e enumerar os tipos celulares de acordo com o seu tamanho,
complexidade interna e fluorescéncia, ou podem emitir sinais (flags) quando existe a
suspeita da presencga de células patologicas, indicando a necessidade de uma reviséo
manual da amostra (BUTTARELLO; PLEBANI, 2008; BRIGGS et al., 2011).

Neste sistema, as células séo direcionadas uma a uma por meio de uma
camara de fluxo, geralmente por focalizagao hidrodindmica, por onde passa um feixe
de laser monocromatico. As células, ao incidirem sobre o laser provocam alteragdes
no feixe de luz, o qual é captado por fotomultiplicadores ou fotodiodos, convertendo-
se em impulsos elétricos. O numero de vezes e a intensidade que a luz dispersa incide
sobre os fotodetectores possibilita a numeragdo e a identificacdo das células
(CHAPMAN, 2000; LEHNER et al., 2007).

A contagem diferencial de leucécitos é determinada em dois canais, o canal
DIFF (contagem diferencial em cinco partes — neutréfilos, eosindfilos, linfocitos,
monocitos e granulécitos imaturos) e o canal WBC/BASO (contagem global de
leucécitos e contagem diferencial de baséfilos). A diferenciagdo dos leucécitos
consiste numa reacdo citoquimica das células, utilizando um marcador de
fluorescéncia a base de polimetina que se liga aos acidos nucléicos, seguida por uma
analise de fluorescéncia por citometria de fluxo (BRIGGS et al.,, 2011; SYSMEX,
2011a; ARNETH; MENSCHIKOWKI, 2015). Quando uma célula atravessa a camara
de fluxo e colide com um laser semicondutor, causa uma alteragdo mensuravel no
feixe de luz, com um comprimento de onda caracteristico, que por sua vez pode ser
detectado por sensores fotéticos dispostos em varios angulos, gerando trés sinais
oticos que séo utilizados para determinar o tamanho, o conteudo interno, bem como
informagdes sobre o conteudo de DNA e RNA das células (BRIGGS et al., 2011,
ARNETH; MENSCHIKOWKI, 2015; BAIN, 2016; SYSMEX, 2018). Esses detectores

fotodiodos medem a luz dispersa no angulo frontal (chamado forward-scattered light -
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FSC) e é usada como um indicador do tamanho da célula. Os sinais de medicéo da
luz dispersa lateralmente (chamado side-scattered light - SSC) fornecem informacdes
sobre a complexidade interna da célula e é proporcional a granularidade celular. A
emissao de luz fluorescente detectada lateralmente (chamado side fluorescence light
- SFL), corresponde a concentracdo de acidos nucleicos, ou seja, a soma de DNA
(acido desoxirribonucleico) e RNA (acido ribonucleico) dentro da célula. Os trés sinais
oticos sao analisados e descritos em um diagrama de dispersao. As células com
propriedades citoquimicas semelhantes caem dentro da mesma area do diagrama e
podem ser separadas através de um algoritmo de software avancado chamado
Adaptive Cluster Analysis System (ACAS) no lugar dos convencionais discriminadores
de populagdes celulares (RUZICKA et al., 2001; CHHUY et al., 2013; ARNETH,;
MENSCHIKOWKI, 2015; SYSMEX, 2018).

No canal DIFF, o diagrama de dispersdo da fluorescéncia lateral é
representado pelo eixo y e a luz de dispersao lateral pelo eixo x, permitindo que os
analisadores da Série-XE diferenciem as populagbes leucocitarias. Leucocitos
normais possuem diferentes localizagcdes no diagrama de dispersédo em relagédo as
células patolégicas, o que permite classificar as diferentes populagbes celulares. Os
flags sdo gerados quando o analisador detecta eventos que se encontram fora das
areas de populagdes celulares normais. A Figura 3 mostra a localizagdo das células
normais e os alarmes suspeitos que sdo gerados a partir do canal DIFF em
combinagdo com o canal IMI (do inglés “Immature Myeloid Information”: Canal de
células mieldides imaturas) (BRIGGS et al., 2011; EILERTSEN; HAGVE, 2014,
ARNETH; MENSCHIKOWKI, 2015; SYSMEX, 2018).

No canal WBC/BASO sé&o detectados os basofilos. Um reagente especifico
lisa os eritrocitos e encolhe os leucdcitos, nos quais as membranas séo perfuradas e
o conteudo citoplasmatico é extravasado, com a excegao dos basofilos, que séo
resistentes a lise. As diferengas resultantes entre os baséfilos e outras células sédo
analisadas e diferenciadas usando informagdes da luz frontal e lateral (tamanho e
complexidade interna, respectivamente) (BRIGGS et al., 2011; SYSMEX, 2018).

O canal IMI detecta seletivamente as células imaturas da série mieldide. Apos
exposicdo das células a um reagente especifico, as membranas dos eritrocitos e
leucocitos maduros sdo rompidas devido ao alto teor de lipidios, enquanto que as
células imaturas sdo menos afetadas pelo reagente. Depois dessa reagao, as células

sao categorizadas em células maduras e imaturas através dos principios de medigao
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de radiofrequéncia e corrente direta, para gerar informagdes sobre a composigcao
interna da célula (nucleo, granulos) e o volume celular (Figura 4) (BRIGGS et al., 2011;
CIMENTI et al., 2012; EILERTSEN; HAGVE, 2014; ARNETH; MENSCHIKOWKI,
2015; SYSMEX, 2018).

FIGURA 3 - DIAGRAMA DE DISPERSAO DO CANAL DIFF
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FONTE: Adaptado de BRIGGS et al., (2011).

NOTA: O canal DIFF utiliza a combinagdo dos sinais 6ticos da disperséo lateral (granularidade),
representada no eixo X, e da intensidade de fluorescéncia (RNA e DNA celular), representada
no eixo y, para contagem diferencial de leucécitos. Os leucocitos tém localizagbes diferentes
no diagrama de dispersdo em relacdo as células patologicas. Os pontos azuis préximos ao
eixo x sao células fantasmas; os aglomerados azul turquesa, neutréfilos e baséfilos (NEUTRO
e BASO); pontos rosas, linfocitos (LINFO); pontos verdes, monécitos (MONO); e pontos
laranja, eosindfilos (EOSI). Os granulécitos imaturos apresentam maior fluorescéncia que os
neutréfilos e aparecem acima dos neutréfilos no circulo azul descrito como IG area (BRIGGS
etal., 2011).

FIGURA 4 - DIAGRAMA DE DISPERSAO DO CANAL IMI

Radiofrequéncia

Células Imaturas

Bastonete

- Células . -@ Metamielécitos
Maduras  « .
2 *n -
. " 0
. o Mieldcitos

"
.
Y -
i
.
- ” . Py
Yo" " Promielécitos
Blastos P
1 1

Densidade celular

Corrente direta

FONTE: Adaptado de BRIGGS et al., (2011).

NOTA: As informagdes sobre as células imaturas sédo derivadas do canal de células mieldides imaturas
(IMI) que utiliza os principios de medicdo de radiofrequéncia e corrente direta para gerar
informagdes sobre a composi¢édo interna da célula (nucleo, granulos) e o volume celular,
respectivamente, e desta forma, o Sysmex XE-5000 é capaz de distinguir seletivamente as
células imaturas das células maduras. As células miel6ides imaturas ndo sdo modificadas em
seu tamanho, estrutura e integridade pelo reagente Stromatolyser-IM, devido ao menor
conteudo de colesterol e a uma composigéo diferente de fosfolipideos na membrana celular
(BRIGGS et al., 2011; CIMENTI et al., 2012; EILERTSEN; HAGVE, 2014).
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Os eritrécitos e as plaquetas sdo enumerados no canal RBC/PLT, utilizando
o método da impedancia elétrica seguida de focalizagcdo hidrodinamica (BAIN, 2016;
SYSMEX, 2018). No principio de impedancia elétrica, os eritrocitos e plaquetas séo
medidos pelo numero e pela intensidade de pulsos elétricos gerados quando as
células passam por uma abertura em uma camara de fluxo. Um grafico conhecido com
histograma é plotado de acordo com a quantidade de pulsos gerados e a intensidade
de cada pulso, os quais correspondem ao numero e ao volume dos eritrocitos e das
plaquetas, respectivamente, sendo liberado com o resultado das contagens celulares
(PERKINS, 2003; LEHNER et al., 2007; BAIN, 2016).

A partir dos dados gerados pelo histograma, o equipamento obtém o
hematocrito (HCT) e o numero total de eritrécitos para calcular os pardmetros VCM
(Volume Corpuscular Médio), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragéo
de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e o RDW (Red Cell Distribution Width). O
desvio padrao e o coeficiente de variagdo do RDW séo liberados como RDW-SD (Red
Cell Distribution width Standard Deviation) e RDW-CV (Red Cell Distribution width
Coefficient of Variation). Desta forma, também sao determinados o PCT (uma medida
derivada da contagem de plaquetas e do volume médio de plaquetas), o VPM (Mean
Platelet Volume - MPV) e o PDW (Platelet Distribution Width).

O XE-5000 realiza a determinacdo da hemoglobina por espectrofotometria
utilizando o surfactante laurel sulfato de sodio (SLS), um reagente livre de cianeto,
que apresenta uma excelente correlagcdo com o método de referéncia. A hemoglobina
€ analisada em um canal separado, minimizando a interferéncia de concentracdes
elevadas de leucécitos (FUJIMOTO, 1999; SYSMEX, 2013;2018).

Com a obtencao do conteudo de hemoglobina dos eritrécitos, o equipamento
calcula a HCM, a CHCM, a porcentagem de hipocromia (%Hypo-He) e de hipercromia
(%Hyper-He) dos eritrocitos e quantifica a proporgdo de eritrécitos microciticos
(%Micro R) e macrociticos (%Macro R), sendo considerados ferramentas importantes
no diagnéstico do metabolismo anormal do ferro e a resposta a suplementacao de
ferro ou folato (BORQUE; ESCANERO; URRECHAGA, 2009; BRIGGS et al., 2011).

A tecnologia de citometria de fluxo fluorescente também é utilizada para
analisar de forma eficiente e reprodutivel a contagem de reticulécitos, seus estagios
de maturagao, plaquetas imaturas e fragmentos de eritrocitos. No canal de RET/PLT-
O, o surfactante em RET-SEARCH (ll) perfura levemente as membranas celulares dos

eritrocitos, leucocitos e plaquetas, permitindo que o marcador de fluorescéncia
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penetre na célula e, entdo, se liga aos acidos nucleicos. Usando o sinal de dispersao
da luz frontal e o sinal de fluorescéncia, os reticuldcitos podem ser separados dos
eritrocitos, leucocitos e eritroblastos, de acordo com a intensidade de fluorescéncia,
quantificando a fragdo de reticulécitos com baixa (LFR - Low Reticulocyte Fraction),
média (MFR - Media Reticulocyte Fraction) e alta fluorescéncia (HFR - Hight
Reticulocyte Fraction). A contagem de plaquetas 6tica é realizada pela detecgéo da
intensidade de fluorescéncia do seu conteudo de RNA. Essa analise permite uma
contagem mais precisa das plaquetas quando o método de impedancia apresenta
interferéncias, nos casos de microcitose (BRIGGS et al.,, 2007; SYSMEX, 2011a;
ARNETH; MENSCHIKOWKI, 2015; SYSMEX, 2018).

Para a contagem dos eritroblastos ou células vermelhas nucleadas (do inglés:
Nuclead Red Blood Cell - NRBC), um reagente especifico lisa todos os eritrécitos,
perfura a membrana dos leucécitos e cora o nucleo dos eritroblastos e os leucécitos.
A intensidade da coloracao dos eritroblastos é diferente dos leucécitos, permitindo a
diferenciacdo destas células pelo laser semicondutor através da luz de dispersao
frontal e a intensidade de fluorescéncia (BRIGGS et al., 2000; BRIGGS et al., 2011;
PIPITONE et al., 2012). A contagem total dos leucécitos e a contagem de linfocitos é
corrigida automaticamente de acordo com o resultado da contagem de eritroblastos
realizada no canal NRBC, subtraindo a contagem de eritroblastos da contagem de
leucdcitos medida no canal WBC/BASO (RUZICKA et al., 2001; PIPITONE et al.,
2012; HWANG et al., 2016).

O analisador hematolégico XE-5000 foi projetado para auxiliar na separagéo
de amostras em categorias “positivas” e “negativas” de acordo com critérios pré-
definidos pelo usuario e pelo fabricante. O sistema libera os resultados com base em
levantamentos abrangentes de dados numeéricos, distribuicbes dos tamanhos das
particulas e diagramas de disperséo para gerar os alarmes que indicam os achados
do equipamento. Uma amostra €& considerada “negativa” quando nao ha
anormalidades predefinidas presentes. Os resultados sdo geralmente liberados sem
a reviséo das laminas de extensédo sanguinea. O XE-5000 ira gerar a mensagem
“positiva” quando um alarme que indica que a amostra pode conter anormalidades
morfologicas ou se interferentes na analise estiverem presente. Desta forma, um
processo de revisao das laminas de extensédo sanguinea estabelecido pelo laboratério
deve ser iniciado (CHHUY et al., 2013; EILERTSEN et al., 2013).
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Os alarmes emitidos pelo equipamento também sao classificados em alarmes
quantitativos e qualitativos (SYSMEX, 2011). Os alarmes qualitativos s&o definidos
por parametros internos do equipamento, denominados Q-flag e sdo acompanhados
de um sinal de interrogag¢ao (7). Um valor de “Q-flag” fornece informagdes sobre o
grau de positividade ou negatividade de um alarme em uma escala numérica de 0 a
300, com incrementos de 10 unidades arbitrarias (BRIGGS et al., 2011; EILERTSEN
et al., 2013). O limite de ajuste de fabrica é pré-definido para um valor arbitrario de Q-
flag de 100 (Figura 5). Desta forma, o equipamento ira disparar alarmes especificos
quando os valores de Q-flag forem superiores a 100, indicando que determinada
anormalidade pode estar presente na amostra, como por exemplo, "Immat Gran?",
“Left Shift?” e “Blast?”, relacionados a possivel presenca de granulécitos imaturos,
desvio a esquerda e blastos, respectivamente. O usuario pode, no entanto, ajustar
este limite de acordo com suas necessidades (SIRECI et al., 2010b; EILERTSEN et
al., 2013).

FIGURA 5 - CAPTURA DE TELA DOS Q-FLAGS DO SYSMEX XE-5000
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FONTE: EILERTSEN (2013).

NOTA: Um exemplo representativo de valores Q-flag discrepantes relatados pelo Sysmex XE-5000. Os
nomes dos alarmes especificos sdo dados no topo das caixas. Os valores de Q-flag, que
fornecem informagdes sobre o grau de positividade ou negatividade de um alarme, séo
mostrados abaixo das caixas. As linhas pontilhadas representam o limite pré-definido que
aciona uma mensagem de sinalizagdo, como no exemplo acima, em que foi acionado o alarme
de “Blast?” quando ultrapassou o limite de Q-flag de 100 (EILERTSEN, 2013).

O Sysmex XE-5000 realiza a contagem de promiel6citos, mielédcitos e

metamieldcitos resumidos na “contagem de IG” e libera alarmes especificos para este
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grupo de células, dependendo da analise dos diagramas de dispersao dos canais
DIFF e IMI pelo software do equipamento (Figura 6). Se houver um aglomerado
anormal de células na area para granulécitos imaturos nos diagramas de dispersao
no canal DIFF e ou IMI, um alarme suspeito de |G é disparado (“Immat Gran?") e a
contagem das células imaturas derivada do canal DIFF é relatada com um sinal de
asterisco, indicando que a contagem IG dessa amostra nao deve ser liberada sem a
revisdo microscopica (WEILAND; KALKMAN; HEIHN, 2002; SYSMEX, 2008;
BRIGGS et al.,, 2011; CIMENTI et al., 2013; EILERTSEN; HAGVE, 2014). O alarme
“IG Present” é definido pelo usuario e é gerado quando o IG% ou IG# excedem o valor
definido pelo mesmo (SYSMEX, 2008; EILERTSEN; HAGVE, 2014).

FIGURA 6 - ALARME DE GRANULOCITOS IMATUROS DO SYSMEX XE-5000
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FONTE: Adaptado de BRIGGS, et al., (2011).

NOTA: Figura A - Canal DIFF: Os granulécitos imaturos (IG) tém um maior conteido de RNA e DNA
em comparagao com neutréfilos segmentados, que podem ser detectados pelo aumento da
emissao de fluorescéncia apos a excitacdo com o feixe de laser e estéo localizados acima dos
pontos azul turquesa. Figura B - Canal IMI: As informagdes sobre as células imaturas sao
derivadas do canal de células mieldides imaturas (IMI). A diferenciacdo das células se baseia
nas alteracdes do pulso da corrente direta, que € equivalente ao tamanho da célula (em
volume), e nas alteragdes da impedancia de radiofrequéncia, que fornece informagdes sobre a
composicao interna da célula (nucleo, granulos). No canal IMI, ndo s6 os IG séo detectados,
mas também os bastonetes e mieloblastos (BRIGGS et al.,, 2011; CIMENTI et al., 2012;
EILERTSEN; HAGVE, 2014).

O alarme de blastos é gerado quando o numero de células na area de blastos
do canal IMI excede um limite predefinido ou quando células na area de granulécitos
imaturos do canal IMI sdo detectadas mais do que na sua posi¢ao no canal DIFF. Esta
informacgao é entdo combinada com o numero de células na area de blastos do canal

DIFF, que excedendo o limite de disparo e apresentando um numero maior do que a
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area de linfocitos atipicos no canal DIFF, leva a liberacdo do alarme (Figura 7)
(BRIGGS et al., 2011; EILERTSEN et al., 2013).

FIGURA 7 - ALARME DE BLASTOS NO SYSMEX XE-5000
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FONTE: BRIGGS et. al., (2011).

NOTA: Para a liberagdo do alarme de blastos no XE-5000 sao utilizadas informacgdes do grafico de
dispersédo do canal diferencial de leucécitos (DIFF), a esquerda, e informagdes do canal de
células mieldides imaturas (IMI), canto direito superior. A area sombreada em azul abaixo no
canal DIFF é a area onde os blastos s&o encontrados, mas o alarme sera acionado somente se
houver também eventos na area de blastos (pontos vermelhos) no canal IMI (BRIGGS et al.,
2011; EILERTSEN et al., 2013).

O alarme "Abn Lympho/L_Blast?" é gerado quando algumas situacdes
especificas de analise forem atingidas, como: (a) o alarme de “Blast?” nao for
disparado (sem células na area de blastos IMI) e (b) o nUmero de células na area dos
linfécitos e na area limite dos mondécitos for maior do que o normal. O alarme “Atypical
Lymph?” corresponde a uma contagem de linfocitos de alta fluorescéncia (maior que
1% da contagem total de linfécitos) e que o numero de células na area de linfécitos
atipicos do canal DIFF excede o limite de disparo do flag/area de blastos do canal
DIFF. Os linfocitos de alta fluorescéncia provavelmente sao linfécitos B ativados ou
células plasmaticas (BRIGGS et al., 2011). A Figura 8 ilustra a area do diagrama de

disperséo dos canais DIFF e IMI, onde se encontram os linfocitos atipicos.
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FIGURA 8 - ALARME DE LINFOCITOS VARIANTES OU LINFOBLASTOS DO SYSMEX XE-5000
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FONTE: (BRIGGS et al., 2011).

NOTA: Os algoritmos de sinalizagcdo do XE combinam informacgdes do diagrama de dispersédo dos
canais diferenciais de leucécitos (DIFF) e de célula imaturas mieléides (IMI) para produzir
alarmes especificos para os linfécitos anormais e/ou linfoblastos e linfécitos variantes. Figura
A - Alarme de linfécitos variantes/atipicos ou “Atypical Lymph?”: A area superior sombreada em
azul no canal DIFF (grafico maior) é onde os linfécitos atipicos (de alta fluorescéncia) residem.
Se ndo houver eventos na area de linfécitos anormais ou linfoblastos ou na area de blastos no
canal IMI (grafico do canto superior direito), somente o alarme de linfécitos atipicos sera
desencadeada. Figura B - Alarme de linfécitos anormais ou "Abn Lympho/L_Blast?": A éarea
inferior sombreada em azul no canal DIFF (grafico maior) é a area onde blastos, linfécitos
anormais ou linfoblastos pode residir. Se ndo houver eventos na area de blastos do canal IMI
(grafico do canto superior direito), estes eventos podem nao ser mieloblastos, entdo somente
o alarme de linfocitos anormais ou linfoblasto sera disparado. (CHHUY et al., 2013; CIMENTI
etal., 2013).

O analisador XE-5000 gera o alarme “NRBC?” quando a contagem de
eritroblastos n&o é realizada e eventos na area dos eritroblastos s&o detectados,
localizada entre a regido dos linfécitos e dos eritrécitos fantasmas no diagrama de
dispersédo DIFF (Figura 9). O alarme “NRBC Present” é programavel pelo operador.
S6 aparece se a contagem de eritroblastos € solicitada e se a presenca de
eritroblastos ultrapassa o limite programado. Este modelo relata automaticamente a
contagem de eritroblastos para todas as amostras; porém, por opgédo do operador,
esta contagem pode ser realizada apenas quando as contagens de eritroblastos sédo
suficientes para disparar o alarme “NRBC?”. Nestas condi¢bes, as amostras sao
repassadas no modo NRBC para enumerar os eritroblastos e corrigir a contagem e a
diferencial de leucocitos (SYSMEX, 2008; BRIGGS et al., 2011; SYSMEX, 2018).
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FIGURA 9 — DIAGRAMA DE DISPERSAO DIFF E NRBC
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FONTE: Adaptado de SYSMEX (2008)
NOTA: DIFF: Canal diferencial de leucécitos (a esquerda). Eritroblastos localizados abaixo da area de
linfécitos e acima das células fantasmas. NRBC: Canal de eritroblastos (a direita). A contagem
dos eritroblastos é realizada apds analises dos diagramas de dispersédo da contagem total e
diferencial de leucocitos e o modo NRBC (SYSMEX, 2008).

Outros alarmes liberados pelo XE-5000 se referem a populacao de eritrocitos
com tamanho heterogéneo, eritrocitos resistentes a lise, aglutinacéo de eritrécitos,
interferéncia na dosagem de hemoglobina pela turbidez da amostra e graficos de
dispersdo de luz (scattergrams) anormais de plaquetas, leucécitos e eritrécitos,
expressos como “WBC Abn Scattergrams” (grafico de dispersao de luz de leucécitos
anormal), por exemplo. As mensagens de “WBC, NRBC, RBC, RET e PLT Abn
Scattergram” sdo geradas quando os aglomerados de células no diagrama de
dispersao sao considerados anormais pelo equipamento ou quando a contagem
celular é baixa, como por exemplo, contagem de leucécitos menor que 0,5 x 103/ pL.
Tracos (---) aparecem no lugar de dados que nao foram calculados e asteriscos (*)
aparecem ao lado da contagens nao confiaveis, indicando que uma revisdo da laminas

de extensdo sanguinea precisa ser realizada (SYSMEX, 2008;2018).

3.4.4.1 Parametros de Pesquisa

Os indices de Granularidade NEUT-X e NEUT-Y sao parametros de pesquisa
liberados pelos analisadores hematologicos da linha XE. Estes indices correspondem
a complexidade interna dos neutréfilos (presenca de granulos e vacuolos) e o
conteudo de acidos nucléicos da célula (RNA e DNA) (LINSSEN et al., 2008;
FURUNDARENA et al., 2010; ZIMMERMANN et al., 2011; LUO et al., 2013).
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O NEUT-X corresponde a coordenada x da populacédo de neutréfilos no
diagrama de dispersao do canal DIFF, calculados a partir do valor médio da disperséao
de luz lateral, e, portanto, mede a granularidade dos neutrdfilos. Este parametro pode
ser util para diagnosticar pacientes com sindrome mielodisplasica, que apresenta
como uma caracteristica comum, a hipogranulacéo do citoplasma, correlacionada com
um baixo indice de granularidade e presenca de anemia. De forma analoga, o
marcador de atividade de neutréfilos "NEUT-Y" corresponde a coordenada y da
populacao de neutréfilos no diagrama de disperséo do canal DIFF, que representa a
fluorescéncia média detectada e quantifica o conteudo de acidos nucléicos e o
comportamento fagocitico dos neutréfilos (Figura 10) (LINSSEN et al., 2008;
ARNETH; MENSCHIKOWKI, 2015).

FIGURA 10 - CANAL DIFF: DETECGAO DO NEUT-X E NEUT-Y
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FONTE: LINSEN (2008)
NOTA: Canal DIFF - combinacdo da disperséo lateral (granularidade) e intensidade de fluorescéncia
(acidos nucleicos e material proteico). NEUT-X indica a granularidade e NEUT-Y o contetdo de
DNA/RNA dos neutréfilos. Mono: mondcitos; Linf: linfocitos, Neut: neutréfilos; Eos: eosindfilos.

Outro parametro de pesquisa liberado pelo XE-5000 é o HFLC, que
corresponde aos linfocitos altamente fluorescentes (Highly fluorescent lymphocytes -
HFLC). Os HFLCs estdo associados aos linfocitos B ativados que sintetizam clones
de anticorpos especificos, chamados de células plasmaticas ou as células
linfoplasmocitdides presentes no sangue total periférico (LINSSEN et al.,, 2007;
BRIGGS, 2009; ARNETH; MENSCHIKOWKI, 2015).
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A medida de HFLC representa todas as células que tem um tamanho préximo
aos neutroéfilos, mas com uma maior quantidade de RNA, o que resulta em uma maior
intensidade de fluorescéncia detectada pela citometria de fluxo fluorescente (Figura
11). Por isso, estas células aparecem em uma area distinta no diagrama de dispersao
do canal DIFF, em uma regiao acima dos monoécitos e linfocitos (LINSSEN et al., 2007;
ARNETH; MENSCHIKOWKI, 2015; OEHADIAN et al., 2015).

Esta propriedade permite a classificacdo e quantificagdo de células na area
de linfécitos atipicos pelo Sysmex XE-5000. Quando o numero de HFLC atinge um
valor limiar, o Sysmex produz um alarme de "linfocitos atipicos" (LINSSEN et al., 2007;
BRIGGS et al., 2011; XIE; WU; CUI, 2017).

FIGURA 11 - CONTAGEM DE HFLC
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) FONTE: Adaptado de OEHADIAN et al., (2015).
NOTA: Area 1, 2 e 3 juntas indicam a contagem total de linfécitos; area 2 e 3 juntas, os linfécitos na
area de linfocitos atipicos e a area 3 a contagem de linfocitos altamente fluorescentes (HFLC).

Os fragmentos eritrocitarios (FRC — do inglés, Fragmented red cell) ou
esquizécitos, resultam de danos mecanicos aos eritrécitos (BAIN, 2016). A contagem
de fragmentos eritrocitarios € um importante indicador para o diagnédstico e
monitoramento de pacientes com anemia microangiopatica tromboética (TMA) (SAIGO
et al., 2002; BANNO et al., 2005; ZINI et al., 2012).
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Individuos sadios geralmente ndo apresentam fragmentos eritrocitarios na
amostra sanguinea (LESESVE et al., 2004; ZINI et al., 2012; BAIN, 2016). Os limites

considerados normais estabelecidos em alguns estudos estdo descritos no Quadro 2.

QUADRO 2 - VALORES NORMAIS DE FRAGMENTOS ERITROCITARIOS

R A Fragmentos eritrocitarios
eferéncia (%)
ZINI et al. (2012) Até 0,10%
BURNS; LOU; PATHAK (2004) Até 0,27%
JIANG et al. (2001) Entre 0,03 a 0,58%
RUUTU et al. (2007) Acima de 4%*
LESESVE; SPEYER; PEROL (2015) Entre 0,12 a 0,16

NOTA: *Para diagnéstico de anemia microangiopatica trombédtica.

O ICSH recomenda que a contagem de esquizécitos > 1% representa um
valor clinicamente significativo para o diagnéstico de TMA em adultos, especialmente
quando a presenca dos esquizécitos € a anormalidade morfoloégica eritrocitaria
predominante (ZINI et al., 2012).

A contagem de esquizécitos é convencionalmente determinada pelo exame
microscopio da extensdo sanguinea. No entanto, o método manual apresenta um
fraco desempenho e baixa reprodutibilidade no reconhecimento de esquizdcitos,
provavelmente devido a possibilidade de qualquer eritrécito de forma irregular ser
considerado um esquizécito (SAIGO et al., 2002; BANNO et al., 2005; LESESVE et
al., 2005; ZINl et al., 2012; BAIN, 2016).

Os equipamentos Sysmex usam o canal de reticulocitos para quantificar os
esquizécitos, os quais sao identificados pela deteccdo dos eventos mais pequenos,
localizados na area dos eritrocitos do diagrama de disperséo, por apresentar um baixo
conteudo de RNA (JIANG et al., 2001; BUTTARELLO; PLEBANI, 2008; BRIGGS,
2009). Esta analise é obtida ap6s a coloragédo com corante fluorescente polimetina e
a deteccgéo da luz de dispersao frontal e a intensidade de fluorescéncia (Figura 12)
(SAIGO et al., 2002; BANNO et al., 2005; BUTTARELLO; PLEBANI, 2008; SYSMEX,
2008).
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FIGURA 12 - CANAL RET: CONTAGEM DE FRAGMENTOS ERITROCITARIOS
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FONTE: Adaptado de SYSMEX (2018).

NOTA: Cada célula é representada no diagrama de dispersdo do canal RET com base na intensidade
da fluorescéncia (SFL nas abcissas) e da disperséo frontal (FSC nas ordenadas), que reflete
as caracteristicas celulares, tamanho e conteudo celular, respectivamente. Os eritrécitos
fragmentados (RBC Fragments) séo visiveis abaixo da populagéo de eritrocitos (RBC). Os
esquizécitos estéo localizados na area dos eritrécitos pequenos e com baixo conteudo de RNA
(SYSMEX, 2018).

No modelo Sysmex XE-5000, o parametro FRC esta disponivel na tela de
pesquisa (BUTTARELLO; PLEBANI, 2008). E esperado que a contagem de
esquizécitos (%) determinada a partir desta area tenha uma relagdo préxima com a
contagem determinada pela microscopia 6tica (BUTTARELLO; PLEBANI, 2008).



49

4 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho corresponde a uma pesquisa experimental realizada
através da analise de hemogramas liberados pelo analisador hematolégico Sysmex
XE-5000 da Secéo de Hematologia da Unidade de Apoio ao Diagnéstico do Hospital
de Clinicas da Universidade Federal do Parana (UAD do HC-UFPR).

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos do Setor de Ciéncias da Saude da UFPR, sob registro
do parecer n° 308.937 (ANEXO 1) e pela Instituicdo Coparticipante - HC-UFPR sob
registro do parecer n° 362.044 (ANEXO 2) com Certificado de Apresentagdo para
Apreciagéo Etica (CAAE) n° 15104113.0.0000.0102.

A obtencédo do material ocorreu na Se¢cédo de Hematologia da UAD do HC-
UFPR. A avaliacao das laminas e dos resultados do equipamento foram realizados no
Laboratério Escola de Analises Clinicas da UFPR. Os materiais utilizados na pesquisa
foram laminas de extenséo sanguinea, relatérios com os resultados dos hemogramas
obtidos do analisador hematolégico Sysmex XE-5000, corante hematolégico
Newprov, extensora sanguinea, microscépio 6ptico modelo Olympus BX 41, contador
de células Phoenix CP-2100, 6leo de imerséo e camara fotografica Biofocus LOD-
5000.

4.1 OBTENGAO DO MATERIAL

O material de estudo foi constituido de 1.944 hemogramas, com as respectivas
laminas de extensao sanguinea e os relatérios contendo os resultados dos parametros
hematolégicos liberados pelo analisador hematolégico Sysmex XE-5000, recolhidos
da rotina laboratorial da UAD do HC-UFPR, de forma consecutiva, no periodo de 19 a
28 de agosto de 2013, apds a liberagao dos resultados no sistema de informagéo
hospitalar.

Os hemogramas foram obtidos a partir de amostras de sangue total coletadas
por pungdo venosa em tubos contendo anticoagulante K2-EDTA de 1,8 mg/mL
(Vacuette, Greiner Bio-One), oriundos de pacientes internados e nao internados
(ambulatoriais) no HC-UFPR, que incluiram os servigos de anestesiologia, células-
tronco, cirurgia, clinica médica, dermatologia, endocrinologia, gastroenterologia,

ginecologia, hematologia, hepatologia, homeopatia, imunologia, infectologia,
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nefrologia, neurologia, odontologia, oftalmologia, otorrinolaringologia, ortopedia,
patologia, pneumologia, pronto-atendimento, psiquiatria, quimioterapia, reumatologia,
saude ocupacional, transplante, unidades de terapia intensiva adulta e pediatrica,
urologia, dentre outros. As amostras foram processadas dentro de trés horas apds a
coleta pela se¢ao de hematologia da UAD do HC-UFPR.

Foram incluidos nessa pesquisa, todos os hemogramas que apresentaram
alarmes quantitativos e qualitativos liberados pelo analisador hematologico Sysmex
XE-5000 para avaliagdo das respectivas laminas de extensdo sanguinea e dos
resultados do equipamento, totalizando 1296 amostras. Tais hemogramas, os quais
apresentaram ambos os alarmes, foram considerados “positivos”. Os alarmes
quantitativos corresponderam as alteracbes no hemograma que ultrapassaram os
limites definidos pelos critérios préprios de liberagao direta da Segao de Hematologia
da UAD do HC-UFPR, descritos na Instrugao de Trabalho -ITR - UAD - HEM — n° 004
(ANEXO 3) enquanto que os alarmes qualitativos corresponderam a suspeita da
presenca de anormalidades morfolégicas na amostra sanguinea, sinalizadas pelo
analisador hematolégico Sysmex XE-5000, descritos no item 4.3.

Os hemogramas que ndo apresentaram alarmes qualitativos e/ou quantitativos
liberados pelo analisador hematolégico Sysmex XE-5000, totalizaram 648 amostras
(hemogramas “negativos”), cujo resultados n&o foram totalmente apresentados no
presente trabalho. Essas amostras foram analisadas em estudo prévio (SPEZIA,
2015) e apenas alguns dados obtidos foram utilizados como grupo controle, a fim de
definir os intervalos normais de determinados parametros hematologicos.

Para cada hemograma positivo, uma |lamina de extensdo sanguinea foi
preparada e corada automaticamente pelo sistema automatizado extensor/corador de
laminas Sysmex SP-1000i (Sysmex Corporation, Kobe, Japao), acoplado ao sistema
do analisador hematolégico SYSMEX XE-5000. As laminas dos hemogramas
positivos que continham pouco volume de sangue, os quais o equipamento nao foi
capaz de confeccionar automaticamente as respectivas laminas, foram preparadas
manualmente pelo método de extensdo do sangue em forma de cunha, no prazo
maximo de até trés horas apds a coleta. A coloragdo empregada no método
automatizado e no manual foi a de May-Griinwald & Giemsa.

As laminas de extensdo sanguinea que nao apresentaram qualidade de

coloragao e a distribuigéo celular aceitavel foram excluidas do presente estudo.
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A faixa etaria da populagdo estudada (n=1296) variou entre individuos de 1
dia a 91 anos de idade, com mediana de 44,7 (18,1-62,3) anos. As amostras
provenientes de individuos masculinos representaram 49,3% enquanto que 50,7%

das amostras foram provenientes do género feminino.
4.2 ANALISE DAS LAMINAS DE HEMOGRAMA

Todos os 1296 hemogramas positivos selecionados para a pesquisa foram
avaliados através de uma minuciosa analise microscépica das respectivas laminas de
extensdo sanguinea devidamente confeccionadas e coradas, a fim de realizar a
contagem diferencial de leucdcitos, contagem de plaquetas e pesquisa de alteracdes
hematologicas nos eritrocitos, leucdcitos e plaquetas, bem como comparar os valores
quali-quantitativos fornecidos pelo analisador hematol6égico XE-5000.

As andlises das laminas de extensdo sanguinea foram realizadas em
microscopio 6ptico modelo Olympus BX-40 (método manual) por um examinador. Em
amostras que continham células com caracteristicas morfolégicas de imaturidade ou
atipia, foram capturadas imagens da lamina em questao pela camara fotografica LOD-
5000 (Biofocus) acoplada ao referido microscopico, para avaliagédo das imagens por
um segundo examinador.

A anélise microscoépica das laminas de extensdo sanguinea, foram realizadas
sem a consulta da contagem diferencial de leucécitos e dos alarmes liberados pelo
equipamento. Somente foram disponibilizados para a revisao das laminas os valores
da contagem de eritrécitos, hemoglobina, hematdcrito, indices hematimétricos (VCM,
CHCM, HCM e RDW), contagem total de leucdcitos e de plaquetas conforme ilustrado

na Figura 13.

FIGURA 13 - DADOS FORNECIDOS PARA LEITURA DA EXTENSAO SANGUINEA

Scan 10x /10 Scan 40x/10 campos Scan 40x/30
campos campos
N° | sSampleID: | Idade: |Sex|Hecs| Hb |Hct|MGV MCHMGHCRDW Leuc |FLT|MPV :;Z';; DC'T:' Micro Wﬁgc';;sc I?ﬂ‘:'t ::l:'): Agreg pit
130.167.800.021|06/09/1912| F |3.89|10.8]30,3] 77.9 |27.8| 356 |14.0| 8.260 | 4 | -
130.167.614.021]15/07/1948| F |3,57|11,0(31,4] 88,0 |30,8] 35,0 |23,3] 11.750 | 200 [ 12,0
130.167.528.021]  22A 2,09] 6,3 [19,4] 92,8 [30,1] 32,5 [17.,5] 10.360 | 380 | 9.5
130.176.160.021]02/08/1990| M |2,58] 7.9 |25,1] 97,3 |30,6] 31,5 |17,8] 4.070 | 183 | 114
130.135.061.021]27/02/1954] M |3,01]11,2(34,1]113,3]37,2] 32,8 [13,0] 10.330 | 272 | 9,9

FONTE: O autor (2015).

Dados do paciente Série vermelha Leuc Plag

(L AF- AR VR
Z|Z|m(mm

Um protocolo de leitura das laminas foi utilizado para padronizagédo dos

procedimentos da analise microscopica das laminas. O protocolo foi desenvolvido a
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partir de recomendacdes de comités internacionais em hematologia (CLSI e ICSH) e
adaptados ao presente estudo (BOWEN et al., 1998; RYAN, 2006; CLSI, 2007; ZINI
et al., 2012; PALMER et al., 2015; BAIN, 2016).

O protocolo foi composto por 3 itens que descrevem os procedimentos de
andlise de extensdo sanguinea utilizados nesse estudo para avaliacdo da série

vermelha, leucocitaria e plaquetaria, conforme descrito nos itens 4.2.1 a 4.2.3.

4.21 Triagem

A triagem ou escaneamento foi realizada percorrendo os campos da lamina
de extensdo sanguinea conforme ilustra a Figura 14, que incluem:
e Area 1 (Corpo): parte da lamina onde ha sobreposicéo de eritrocitos;
e Area 2 (Area de examinagdo): parte da lamina onde os eritrocitos est&o
uniformemente distribuidos, com poucos se tocando ou se sobrepondo e;

e Area 3 (Borda lateral e final): parte lateral e final da extensdo (cauda).

FIGURA 14 - AREAS DA EXTENSAO SANGUINEA PARA TRIAGEM.

Inicio da extensdo Final da extensdo

T
_____ -

- —
----- e -

_\
v v N

Area de Borda Borda
examinagdo lateral final

e1sowe N
L
1
1
1
]

Corpo
(Area 1) . ) i
(Area 2) (Area 3) (Area 3)

FONTE: Adaptado de CLSI (2007).

Percorreu-se pelo menos 10 campos da extensao sanguinea (areas 1, 2 e 3)
com objetiva de 10x (aumento de 100x) para avaliar e relatar a qualidade da coloracgao,
a distribuicéo celular e a presenga de microrganismos (filarias).

Outros 10 campos da extensdo sanguinea (areas 1, 2 e 3) foram avaliados
com objetiva de 40x (aumento de 400x) para avaliar e relatar a presenca de células
imaturas, rouleaux eritrocitario e aglutinacao de leucocitos e eritrécitos.

Além disso, percorreu-se no minimo 30 campos da extensdo sanguinea

(areas 1, 2 e 3) com objetiva de 40x (aumento de 400x) para pesquisar e quantificar a
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presenca de agregados plaquetarios. Um agregado plaquetario foi definido como um
conjunto de pelo menos 5 plaquetas agrupadas, em formato de cacho de uva ou
enfileiradas. Quando verificado a presenca de um agregado plaquetario durante a
triagem, realizou-se a quantificagdo dos agregados plaquetarios observados em 10
campos subsequentes (sem preferéncia pela area analisada). Os resultados foram
reportados, quando a quantidade de agregados plaquetarios foi menor que 5
agregados plaquetarios em 10 campos analisados ou se foram detectados a
quantidade de 5 ou mais agregados plaquetarios em 10 campos analisados.

Todas as alteragbes observadas nesta etapa do protocolo de leitura das
laminas foram registradas em uma planilha Excel para posterior analise dos dados,

conforme ilustra a Figura 15:

FIGURA 15 - PLANILHA DE REGISTRO DOS RESULTADOS DA TRIAGEM

Scan 40x/30

Dados do paciente Scan 10x /10 campos Scan 40x/10 campos
campos
P Aglutinagéo .
Distribuigao | | .. ) . Cél ulas Agregados
N° Amostra Idade |Sex| Coloragéo ¢ Microrganismos | Leucocitos e Rouleaux | /979 L
Celular Imaturas plaquetarios

Eritrocitos

1 |130.167.800.021]|06/09/1912| F 1
130.167.614.021]|15/07/1948| F

FONTE: O autor (2015).
NOTA: Scan - Triagem da l&mina de extens&do sanguina com objetiva de aumento de 10x e 40x para
avaliagéo e quantificagédo das alteragdes encontradas. Microrganismos se refere a pesquisa de
microfilarias.

4.2.2 Eritrograma e Plaquetas

Em objetiva de imersdo (aumento de 1000x) selecionou-se a area de
examinacao da lamina de extensdo sanguinea para realizar a analise morfologica
celular e a quantificacéo das alteragbes encontradas na série vermelha e plaquetaria,
evitando as areas iniciais da extensao (corpo), onde ha sobreposi¢ao de eritrocitos e
final da extensao (cauda) onde os eritrocitos estdo muito separados um dos outros,

conforme ilustrado anteriormente na Figura 14.

¢ Andlise morfolégica e quantificacao das alteragbes da série vermelha:

Na area de examinagédo da extensédo sanguinea, ha normalmente cerca de

200 eritrécitos por campo no aumento de 1000x. Observou-se e quantificou-se as
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alteracbes da série vermelha pela média dessas alteracbes encontradas em 10
campos analisados (no minimo 1000 eritrocitos foram avaliados).

O Quadro 3 descreve a quantificagéo de cada alteragdo da série vermelha

utilizada no protocolo de leitura das laminas.

QUADRO 3 - SISTEMA DE CLASSIFICA_QAO E QUANTIFICAQAO DAS ALTERACOES
MORFOLOGICAS E INCLUSOES CITOPLASMATICAS DA SERIE VERMELHA.
Alteragdes morfolégicas e inclusdes Sistema de classificagéo
celulares 1+ 2+ 3+
Acantocitos
Codécitos
Dacriécitos
Eliptocitos
Equindcitos N/R 5-20 (%) > 20 (%)
Esferdcitos
Estomatécitos
Policromasia
Pontilhado basofilo

Macrovalocitos (comparar c/ linfécito peg.) N/R 2-5 (%) >5 (%)
Células irreg. contraidas
Drepanocitos N/R 1-2 (%) >2 (%)

Esquizécitos
Queratdcitos ou pré-queratécito
HoweII-Jqlly N/R 239 > 309,
Pappenheimer
FONTE: Adaptado de Palmer et. al., (2015).
NOTA: N/R: Nao relatado. Porcentagem das alteragdes em relagdo a 1000 eritrocitos contados.

A definicdo dos esquizécitos pelo ICSH foi utilizada para auxiliar em um
reconhecimento mais confidvel dessas células pelo exame microscopico. Os
esquizocitos classificados de acordo com ICSH sdo sempre menores que 0s
eritrocitos e podem ser identificados de acordo com as caracteristicas morfolégicas
que apresentam, como células em formato de triangulo, capacete, queratdcitos ou

microesferdcitos (Figura 16) (ZINI et al., 2012; BAIN, 2016).
FIGURA 16 - MORFOLOGIA DOS ESQUIZOCITOS.

g = ‘ —
| »/J . ‘ l_ .
) c) &

b) | | ) :

FONTE: ZINI et al., (2012).

NOTA: a) Forma de tridngulos, as vezes com angulos agudos ou espiculas, com bordas retas ou com
contorno redondo de um lado (microcrescentes), muitas vezes distorcidos, geralmente de
coloragéo escura e ocasionalmente palido; b) Forma de capacete, com uma zona amputada,
raramente duas, destacada por uma margem reta e bordas com angulos acentuados; c) Células
com formas de chifres ou queratoécitos, maiores que os pequenos fragmentos, apresentam um

( ?6 Qe
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par de espiculas separado por um segmento de membrana cdncavo semicircular, as vezes com
dois ou até trés pares de espiculas; d) Formas de microesferocitos ou esferoesquizocitos,
hiperdensos, com forma arredondada e aumento da coloracdo (ZINI et al., 2012).

¢ Analise morfologica e quantificacao das alteragdes das plaquetas:

Uma plaqueta normal mede de 1,5 a 3 ym de diametro. Plaquetas grandes
medem de 3 a 7 ym (aproximadamente o didmetro de um eritrécito normal), enquanto
que plaquetas gigantes sdo maiores que o tamanho de um eritrécito normal, com
didmetro de 10 a 20 ym. As plaquetas gigantes podem ser comparadas com o
tamanho de um linfocito pequeno. Quantificou-se as alteragdes morfologicas das

plaquetas conforme descrito no Quadro 4.

QUADRO 4 - SISTEMA DE CLASSIFICACAO E QUANTIFICACAO DAS PLAQUETAS GIGANTES

Sistema de classificagéo
Alteragoes morfolégicas

1+ 2+ 3+

Plaquetas gigantes N/R 11-20 % >20 %

NOTA: O sinal “+” significa o sistema de quantificagdo em cruzes. % média por campo em relagdo ao
total de plaquetas por campo de 1000x

O numero de plaquetas foi estimado pelo método de Fonio modificado
segundo o calculo: n°® plaquetas/puL = quantidade de plaquetas observadas em 1000
eritrocitos contados x 0 numero de eritrocitos/pL / 1000.

As alteracdes observadas foram registradas em uma planilha Excel conforme

Figura 17 para posterior analise estatistica dos dados.

FIGURA 17 - PLANILHA DE REGISTRO DOS RESULTADOS DOS ERITROCITOS E PLAQUETAS
DAS LAMINAS DE EXTENSAO SANGUINEA.

Plag e':r:'g;oplii Série vermelha Morfologia e quantificagdo (%) aumento 1000x/ em 1000 Hcs
N° [PLT Hcs | Hb | Hct | MCV [MCHMCHC|RDW, Policrom | Eliptoc | Dacri | Esquiz | Queratéc | Acant| Codoc | Esferoc| ... | Obs.:
1 4 3,89(10,8(30,3| 77,9 |27,8]| 35,6 [14,0
2 | 200 3,567(11,0(31,4] 88,0 |30,8| 35,0 [23,3
3 1380 2,09] 6,3 [19,4] 92,8 |30,1 32,5 (17,5
4 [183 2,58(7,9(25,1] 97,3 |30,6/ 31,5 (17,8
5 |272 3,01[11,2[34,1{113,3|37,2| 32,8 | 13,0

FONTE: O autor (2015).

4.2.3 Leucocitos e eritroblastos

A contagem diferencial de leucécitos e a pesquisa de alteragdes citoplasmaticas
e morfolégicas da série branca foram realizadas em objetiva de imerséo (1000x). O
método de rastreamento do tipo “ameia” (“battlement” track) foi utilizado para a

contagem diferencial dos leucécitos, conforme recomendagéo do CLSI (2007). (Figura
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18). Selecionou-se a area de examinagao e percorreu-se a lamina de um lado para
outro e de cima para baixo, seguindo um unico sentido, sem repassar pela mesma

area. Os resultados foram expressos em porcentagem.

FIGURA 18 - METODO DE RASTREAMENTO PARA CONTAGEM DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS

Borda em “penas”
Borda lateral
Areade examinagio Inicio

s .

iiii

FONTE: Adaptado do Documento H20-A2 (CLSI, 2007).

Cada célula identificada foi classificada em uma das seguintes categorias:
e Blastos;
e Promieldcito;
e Mielocito neutrofilo
e Metamielocito neutrofilo
¢ Neutréfilo segmentado;
¢ Neutrofilo bastonete;
e Mondcito
e Pr6-mondcito
e Eosindfilo (mesmo se apresentar caracteristicas de imaturidade);
e Basdfilo;
e Linfécitos normais (pequeno, grande e grande granular);
e Linfocitos variantes (tipo monocitoide, ameboide ou linfoblastoide)
e Linfocitos anormais (Hairy cells; células de linfoma, linfoblastos, pré-linfocitos e
plasmécitos)

A identificacdo do neutréfilo segmentado foi baseada nos seguintes aspectos
morfoloégicos: (1) nucleo contendo dois ou mais Iébulos ligados por um filamento de
cromatina (os l6bulos podem estar dobrados ou ainda sobrepostos) e (2) nucleo
possuir uma constricdo menor que 1/3 do didmetro maximo dos Iébulos. O neutréfilo

bastonete foi caracterizado por ndo apresentar l6bulos ou, se lobulado, estes
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apresentarem uma constricdo com largura maior que 1/3 do didmetro maximo do
l6bulo, com evidente material nuclear entre as margens (AKENZUA et al., 1974;
CORNBLEET, 2002).

Em cada lamina foram realizadas duas contagens diferenciais de leucécitos
de 100 células, percorrendo a lamina em um unico sentido, conforme ilustrado na
Figura 18. Um total de 200 leucécitos foram contados por um Unico examinador. A
média da porcentagem dos leucdcitos foi calculada com base nas duas contagens
diferenciais manuais de 100 células cada. A contagem absoluta foi calculada a partir
da contagem total de leucdcitos do Sysmex XE-5000.

Paralelamente a contagem diferencial de leucdcitos, contou-se os
eritroblastos. O resultado foi expresso como o niumero dessas células encontradas em
100 leucécitos contados.

A presenca de anormalidades citoplasmaticas dos neutrofilos, tais como,
corpusculo de Doéhle, vacuolizagcdo citoplasmatica, granulagbes toxicas,
hipogranulacao ou agranulares, hipersegmentacgéo (neutrofilos com 6 ou mais Iébulos
ou mais de 3% com 5 l6bulos), hiposegmentacgéo (neutréfilo Pelger-Huet) e bastonete
de Auer também foram relatadas. As granulagdes téxicas foram quantificadas pelo

percentual de células com a referida alteracdo em relagéo aos neutréfilos contados.

4.3 TIPOS DE ALARMES

Os alarmes liberados pelo Sysmex XE-5000 podem ser divididos em duas
categorias: alarmes qualitativos e/ou alarmes quantitativos. Os alarmes qualitativos
que foram avaliados no presente estudo e a anormalidade morfoloégica esperada na

extensdo sanguinea estao descritos no Quadro 5.

QUADRO 5 - ALARMES QUALITATIVOS LIBERADOS PELO SYSMEX XE-5000 QUE INDICAM
ANORMALIDADES MORFOLOGICAS

Flags Parametros hematolégicos

Granulécitos imaturos
(metamielécitos, mielécitos e promieldcitos).
“Left Shift?” Bastonetes

) . v« ” Linfécitos variantes/atipicos
A mph? A m ?
typical Lymph?”e "Abn Lympho/L_Blast: Linfécitos anormais/Linfoblastos

“Immat Gran?”

“Blast?” Blastos
‘NRBC?” Eritroblastos
“Plaq Clumps?” Agregados plaquetarios
“Fragments?” Fragmentos de eritrécitos

FONTE: O autor (2017).
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Os limites de disparo para todos os alarmes suspeitos foram as configuracdes

de fabrica, designadas como Q-flag de 100.

4.4 CRITERIOS PARA A CLASSIFICACAO DE LAMINAS POSITIVAS

Os critérios utilizados para classificar uma lamina “positiva” foram definidos de
acordo com a relevancia clinica das alteragbes morfolégicas observadas na leitura da
lamina de extensdo sanguinea. A definigcdo dos critérios de positividade se basearam
em artigos cientificos e recomendagbes de comités internacionais de hematologia,
adaptados a este estudo (NCCLS, 1992; BOWEN et al., 1998; BARNES et al., 2005;
ZINI et al.,, 2012; PALMER et al.,, 2015). O Quadro 6 descreve os parametros
hematologicos com seus respectivos critérios de positividade avaliados no presente

estudo.

QUADRO 6 - CRITERIOS MORFOLOGICOS PARA CLASSIFICACAO DE LAMINA POSITIVA.

Param(-’ztr_os Critério de positividade Referéncias
hematologicos
- o —
Granulomtos . > Z_A’m_etamleloc:lto ou BARNES et al., 2005
imaturos 2 1% mieldcito e/ou promielécito
Desvio a > 6% bastonetes NCCLS, 1992
esquerda
L|nf_00|tos 2 5% Ilonf00|tos ’?ltllpICOS (yanantes) el/ou BARNES et al., 2005
variantes = 1% plasmaécitos ou linfoblastos
Blastos = 1% blastos BARNES et al., 2005
Eritroblastos = 1% eritroblastos BARNES et al., 2005
Agrega’dgs = 5 agregados plaquetarios BOWEN et al., 1998
plaquetarios
Fragmentos de o L oo ZINI et al., 2012;
oritrocitos 2 1% esquizocitos em 1000 eritrécitos PALMER et al., 2015.

O resultado da leitura da lamina de extensao sanguinea foi entao, classificada
segundo os critérios de positividade descritos acima e comparado com o respectivo

alarme liberado pelo Sysmex XE-5000® para avaliagdo do desempenho dos alarmes.

4.5 DESEMPENHO ANALITICO E DESENHO DO ESTUDO

A avaliagdo do comportamento do analisador hematoldgico Sysmex XE-5000

foi realizada através da correlacdo das contagens manual e automatizada e a
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determinacdo do desempenho analitico dos alarmes, obtida através dos parametros
de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e negativo (VPN).

A analise e quantificacdo das alteragcbes da série vermelha e a contagem de
plaquetas foi realizada sequencialmente nas primeiras 466 amostras recolhidas para
o estudo. Foi realizada a pesquisa de esquizoécitos pela microscopia 6tica a fim de
correlacionar este achado com o alarme “Fragments?” e o parametro de pesquisa
FRC liberados pelo equipamento. Entre as 466 amostras iniciais avaliadas, apenas 10
amostras continham o alarme “Fragments?”, Posteriormente, foram incluidas nessa
analise, 25 amostras com o alarme “Fragments?”, selecionadas entre as demais
amostras, totalizando 491 amostras para a avaliagao da série vermelha, sendo 35 com
alarmes de fragmentos e 456 sem o alarme de fragmentos eritrocitarios. A avaliagéo
das plaquetas incluiu a correlagéo da contagem de plaquetas manual e automatizada.

A correlagéo entre a contagem diferencial de leucécitos entre o método
manual e automatizado foi realizada de acordo com cada subtipo celular. A correlagao
da contagem de neutrdéfilos foi realizada pela soma de bastonetes e segmentados
obtida pelo método manual, para ser comparada com a contagem total de neutréfilos
do método automatizado. A contagem de metamielécitos, mieldcitos e promielocitos
representou a contagem de granulécitos imaturos pelo método manual e pelo XE-
5000. Bastonetes e blastos ndo foram incluidos. Desta forma, foi realizada a
correlacdo de granul6citos imaturos entre contagem manual e automatizada. Na
correlacao da contagem de linfocitos entre os dois métodos, foram agrupados em uma
mesma categoria, os linfécitos normais, variantes, pro-linfécitos e plasmécitos
observados pelo método manual, para realizar a comparagdo com a contagem de
linfocitos do equipamento.

A avaliacao do desempenho analitico do Sysmex XE-5000 foi realizada com
base nas recomendagbes do ICSH (2007) e por critérios definidos no presente estudo
conforme descritos anteriormente, através da comparagao de um alarme especifico
de determinada anormalidade, com os achados morfolégicos encontrados na
extensdo sanguinea. Os parametros de sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo (VPP) e negativo (VPN) foram obtidos ap6s a classificagdo dos resultados
em:

- Verdadeiro-positivo (VP): definidos quando a anormalidade detectada pela
microscopia o6tica atingiu os critérios de positividade e a respectiva anormalidade foi

sinalizada pelo equipamento;
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- Falso-positivo (FP): definidos quando o equipamento sinalizou a amostra e
nenhuma alteracao foi encontrada na analise microscépica da extensao sanguinea;

- Falso-negativo (FN): definidos quando a anormalidade foi observada pela
andlise da extensdo sanguinea e o equipamento nao sinalizou a respectiva
anormalidade e;

- Verdadeiro-negativo (VN): se nenhuma sinalizagdo foi ativada pelo
equipamento e nenhuma anormalidade detectada pelo exame microscépico.

Por opgéo do operador, a contagem de eritroblastos foi realizada apenas nas
amostras que continham o pedido da contagem de reticul6citos adicionalmente ao
pedido de hemograma.

As amostras que apresentaram o alarme de “WBC Abn Scattergram” e as
contagens diferenciais de leucécitos ndo disponiveis ou incompletas, indicadas pelo
sinal (----), n&o foram incluidos na analise estatistica de determinado parametro. Este
sinal indica que a contagem automatizada nao foi disponibilizada pelo equipamento,
possivelmente devido a algum tipo de interferéncia na analise automatizada, nao
possibilitando a comparacéo com os resultados na analise microscopica da extensao
sanguinea.

As amostras que apresentaram as contagens de leucocitos abaixo de 0,4 x
10%/uL, também n&o foram incluidas na analise estatistica de correlacgéo, devido a
quantidade de células na lamina serem insuficientes para realizar a contagem

diferencial de 200 células.

4.6 PARAMETROS DE PESQUISA

Os parametros de pesquisa que foram analisados no presente estudo foram
NEUT-X, NEUT-Y, HFLC e FRC.

Os parametros NEUT-X e NEUT-Y avaliados foram correlacionados com a
presenca de granulagdes toxicas (GT) nos neutréfilos. As GTs foram avaliadas de
maneira quantitativa (porcentagem de neutréfilos com GT, expresso em %) e
qualitativa (se presente ou ausente, representado pelo sinal +/-). Avaliou-se os
parametros NEUT-X e NEUT-Y nas amostras que apresentaram granulagdes toxicas
nos neutréfilos, nas amostras com quantidade de granulécitos imaturos maior que 3%,
nas amostras que apresentaram os alarmes “Left Shift?”, “Immat Gran?” e “Blast?” e

nas amostras que apresentaram contagem de neutréfilos maior que 80%.
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Adicionalmente, foram examinadas a relacao entre os parametros NEUT-X e NEUT-
Y e a presenca de granulagdo toxica dos neutréfilos, a presenca de granulécitos
imaturos, os alarmes “Left Shift?”, “lmmat Gran?” e “Blast?” e neutrofilia.

Os linfocitos variantes e anormais foram analisados em conjunto com os
alarmes “Atypical Lymph?” e “Abn Lympho/L_Blast?” na avaliacdo do parédmetro de
pesquisa HFLC.

O indice de pesquisa FRC foi correlacionado com a presencga de fragmentos
eritrocitarios (queratoécitos, esquizécitos e esferocitos) na extensdo sanguinea e com
o alarme “Fragments?” gerado pelo analisador Sysmex XE-5000.

Os parametros NEUT-X e Y e o HFLC sao liberados pelo equipamento em
todos os hemogramas. O indice FRC ¢ liberado pelo equipamento apenas quando
uma contagem de reticulocitos € requerida.

As analises efetuadas para avaliacao dos parametros de pesquisa incluiram
como grupo controle as amostras “negativas” (n=648), ou seja, aquelas que nao
apresentaram alarmes qualitativos e/ou quantitativos pelo Sysmex XE-5000, visando

validar os resultados obtidos dos parametros de pesquisa analisados.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

O software Excel (Versao 2010, Microsoft, Redmond, WA) foi utilizado para
construir uma planilha ativa com os dados capturados do Sysmex XE-5000,
denominada planilha de registro dos resultados, conforme descrito no item 4.2

Para variaveis continuas a normalidade foi verificada com o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Variaveis com distribuicdo normal foram descritas como média
e desvio padrdo e comparadas com o teste t-Student (bidirecional). Variaveis
continuas sem distribuicdo normal foram expressas como mediana e intervalo
interquartil (25% - 75%) e comparadas com o teste U de Mann-Whitney. Analises de
correlacao foram realizadas com o teste de Pearson ou Spearman, conforme
apropriado. Variaveis categoéricas foram comparadas com o teste do Chi-quadrado.

Os calculos de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e
valor preditivo negativo (VPN) foram realizados com software MedCalc Statistical
version 17.9.2 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium) a partir de uma tabela de

contingéncia (tabela 2x2) conforme descrito no Quadro 7.
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QUADRO 7 - MATRIZ PARA ANALISE DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE

Analise Manual (referéncia)
Resultados
Positivo Negativo
Positivo VP FP
Sysmex XE-5000 Verdadell__r;zl Positivo FalsoVPr\?snwo
Negativo Falso Negativo Verdadeiro Negativo

Legenda: VP, verdadeiro positivo
FN, falso negativo
VN, verdadeiro negativo
FP, falso positivo

O método estatistico utilizado para a determinacédo do desempenho dos
alarmes foi realizado da seguinte forma:

Sensibilidade (%) = (VP/VP + FN) x 100;

Especificidade (%) = (VN/VN + FP) x 100

Valor Preditivo Negativo (%) = (VN/VN + FN) x 100

Valor Preditivo Positivo (%) = (VP/VP + FP) x 100

Onde VP = verdadeiro positivo; FN = falso negativo, VN = verdadeiro negativo
e FP = falso positivo.

O programa Statistica 10.0 (StatSotf Inc, Tulsa, OK, USA) foi utilizado nas
analises e estatisticas descritivas. O valor de probabilidade inferior a 5% (p<0,05) foi

considerado significativo em todas as analises.
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5 RESULTADOS

5.1 ESTATISTICA DESCRITIVA DOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Os resultados dos principais parametros hematolégicos das 1296 amostras
provenientes da Secédo de Hematologia da UAD do HC-UFPR que apresentaram
resultados “positivo” obtidos pelo analisador hematolégico Sysmex XE-5000 estédo

apresentados na Tabela 1.

TABELA 1 - PARAMETROS HEMATOLOGICOS OBTIDOS NO SYSMEX XE-5000

Parametros hematolégicos Mediana 25-75% Minimo Maximo
Idade 44,6 18,1-62,3 0 91
Eritrécitos (10'2/L) 3,8 3,2-4,5 1,5 6,9
Hemoglobina (g/L) 11,0 9,0-12,7 3,9 20,1
Hematocrito (%) 33,3 27,6-38,1 13,0 62,0
VCM (fL) 87,3 81,7-92,1 49,0 120,5
HCM (pg) 29,1 27,2-30,7 13,0 43,8
CHCM (%) 33,3 32,2-34,2 25,8 39,4
RDW-DP (fL) 47,3 42,3-55,2 31,6 133
RDW (%) 15,1 13,8-17,3 11,3 34,6
Leucocitos (103/uL) 8,7 5,3-12,8 0,01 283,3
Plaguetas (103/uL) 214 104-313 1 1361
VPM 10,6 9,8-11,5 8,2 14,5
Reticulécitos (%) 1,93 1,3-3,1 0,09 33,7

NOTA: n=1296; Os valores séo expressos em mediana (intervalo interquartil, 25%-75%); VCM: Volume
Corpuscular Médio; HCM: Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM: Concentragdo de
Hemoglobina Corpuscular Média; RDW: Red Cell Distribution Width ou indice de Anisocitose;
VPM: Volume Plaquetario Médio; DP: Desvio Padrao.

5.2 RESULTADO DA REVISAO DAS LAMINAS

Através da revisdo microscopica das 1296 extensdes sanguineas, utilizando
a metodologia descrita no protocolo de leitura do item 4.2 foram obtidos os seguintes

resultados:

5.2.1 Triagem

A qualidade da coloracao e a distribuicéo celular nao foi aceitavel em 1,9%
(n=25) e 0,1% (n=1) das 1296 laminas analisadas, respectivamente. As demais
alteracbes observadas na etapa de triagem da analise das extensdes sanguineas

estdo resumidas na Tabela 2:
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Itens analisados Critério Frequéncias (%)
Qualidade de coloracéo e distribuigéo celular N&o aceitavel 2,0 (26)
Células imaturas Presente 14,5 (188)
Agregados plaquetarios >5 1,6 (20)
Rouleaux eritrocitario Presente 0,4 (5)
Aglutinacao de leucdcitos e eritrocitos Presente 0,1 (1)
Microrganismos Presente 0

NOTA: n=1296

Apds a avaliagao das laminas pela triagem, foram selecionadas as extensodes

sanguineas adequadas para proceder a analise de cada parametro, conforme descrito

nos itens a segquir.

5.2.2 Eritrograma e Plaquetas

Em relagéo a alteracdes de série vermelha foram avaliadas 474 laminas, com

34 amostras apresentando o alarme “Fragments?”.

Os resultados clinicamente significativos, de acordo com o sistema de

classificagao sugerido pelo ICSH (PALMER et al., 2015), estdo descritos na Tabela 3.

TABELA 3 - IDENTIFICACAO E QUANTIFICAGAO DA SERIE VERMELHA ENCONTRADAS NAS

AMOSTRAS ANALISADAS

Alteracoes morfolégicas e inclusées celulares

Sistema de classificagao

2+

Esquizocitos

Eliptécitos

Drepanocitos

Queratécitos ou pré-queratocito

Equindcitos

Codécitos

Dacriécitos

Estomatécitos

Acantocitos

Esferécitos

Policromasia

Pontilhado basofilo

Macrovaldcitos

Células irregularmente contraidas

Howell-Jolly

Pappenheimer

NOTA: n=474. Sistema de classificagdo em cruzes (+). O sinal (-) indica que n&o foram atingidos os
critérios de quantificagdo clinicamente significativo de acordo com as Recomendagées do ICSH
para a padronizagdo da nomenclatura e classificagao de caracteristicas morfolégicas das células

do sangue periférico descritos por PALMER et al. (2015)
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Para analise morfoldégica e a quantificacdo das plaquetas, ap6s a triagem,
foram avaliadas um total de 455 laminas. Quatro amostras apresentaram plaquetas
hipogranulares e nenhuma amostra apresentou plaquetas gigantes.

A correlagéo (coeficiente de correlagédo de Pearson) entre os resultados da
contagem automatizada de plaquetas pelo Sysmex XE-5000 e a contagem manual
pelo método de Fénio modificado foi de r=0,95 (p<0,05). A comparacéo entre os
procedimentos automatizado e manual e a analise de regressao linear, representada
pela equacgao de correlagao (y = ax + b), onde y corresponde ao numero de plaquetas
pelo método automatizado e x ao numero de plaquetas pelo método manual esta

ilustrada na Figura 19.

FIGURA 19 - COMPARAGAO ENTRE A CONTAGEM MANUAL E AUTOMATIZADA DE
PLAQUETAS.
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FONTE: O autor (2017).
NOTA: Coeficiente de Correlacédo de Pearson: r=0,95 (p<0,05)

Foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre a
contagem de plaquetas pelos métodos manual e automatizado através do Teste U —
Mann Whitney (p=0,027). A contagem manual (mediana de 271 x 103%uL) foi
significativamente maior (11,8%) em comparagdo ao método automatizado (mediana
de 239 x 103/uL).

A pesquisa de agregados plaquetarios foi realizada, ap6s triagem em 1276
laminas e a presenca de agregados plaquetarios (grumos com 5 ou mais plaquetas)

foi observada em 282 amostras (22,1%). Em apenas 20 dessas amostras (1,6%), a
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quantidade de agregados plaquetarios foi suficiente para atingir o critério de

positividade estabelecido neste estudo (> 5 agregados plaquetarios).

5.2.3 Leucocitos e eritroblastos

Apds a triagem, a avaliagcdo da contagem diferencial de leucécitos entre os
métodos manual e automatizado foi realizada em 1216 amostras. Um total de 80
amostras ndo foram incluidos na analise estatistica de correlagédo por apresentaram o
alarme de “WBC Abn Scattergram”, com as contagens diferenciais de leucdcitos nao
disponiveis ou incompletas, indicadas pelo sinal (----), amostras que apresentaram as
contagens de leucocitos abaixo de 0,4 x 10%/uL e ldminas que apresentaram ma
distribuicao celular e coloragéo inaceitavel.

Na comparacgéo da contagem absoluta automatizada e manual de leucdcitos,
nao foram observadas diferencas significativas entre as médias das contagens de
linfécitos, eosindfilos, basdfilos e eritroblastos (p>0,05). As contagens de neutréfilos,
mondcitos e |G apresentaram diferencas significativas entre os dois métodos de

contagem (Tabela 4). O mesmo comportamento foi observado para as contagens

relativas.

TABELA 4 - CONTAGEM DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS MANUAL E AUTOMATIZADA
Parametro Manual XE-5000® Manual XE-5000® Teste-t r

(#) (#) (%) (%) (#) (#)

Neutrofilos + | 6815 (£ 6125) | 6343 (+5613) | 65,6 (+21,6) |61,1(+20,8)| 0,047 |0,99
Linfocitos # | 2025 (+2979) | 2152 (+3326) | 23,8 (+ 19,0) |25,3 (+18,5)| 0,318 |0,98
Monécitos 562 (+ 451) 779 (+ 554) 6,6(+45) | 91(=509) | <0001 |0,83
Eosinéfilos 283 (+ 1783) | 307 (2142) 25(+4,6) | 26(*50) | 0763 |099
Basdfilos 39 (+ 71) 43 (+ 89) 05(+09) | 05(=07) | 0141 |0,51
IG 60 (+ 283) 158 (+ 681) 06(+19) | 1,4(@*27) | <0001 |090
Eritroblastos | 186 (+ 1862) | 160 (+1498) | 1,4 (157) | 1,3(£127)| 0835 |[0,99

NOTA: Contagem manual de 200 células realizada em 1216 amostras, exceto eritroblastos (n=361).
Os valores sdo expressos em média (+ desvio padréo)
(#) - Contagem absoluta (uL)
(%) - Contagem relativa
t - Neutroéfilos bastonetes e segmentados;

# - Linfécitos Normais, Variantes, pro-linfocitos e plasmaécitos;

#t - IG = Granulécitos imaturos (promielocitos + mielocitos + metamieldcitos).
Teste-t: Diferencgas significativas entre os métodos (p<0,05) estdo em negrito
r - Coeficiente de correlagao de Pearson.

De acordo com os coeficientes de correlacdo obtidos no presente estudo, a

contagem diferencial de leucocitos realizada pelo método manual demonstrou uma
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correlagcao muito forte (r=0,90-1,00) com a contagem do analisador Sysmex XE-5000
para a contagem absoluta dos neutréfilos, linfocitos, eosinéfilos e eritroblastos. Para
a contagem de monocitos e granulécitos imaturos, a correlagao foi forte (r=0,70-0,90)
e para basoéfilos a correlagdo foi moderada (r=0,50-0,70), conforme descrito na Tabela
4. Na avaliacao da contagem diferencial de leucécitos relativa, observou-se uma
correlacdo muito forte para neutréfilos, linfocitos, eosinéfilos e eritroblastos (r=0,96,
r=0,96, r=0,94 e r=0,99, respectivamente). Os mondcitos apresentaram forte
correlagéo entre os métodos (r=0,75) e os basodfilos e granulécitos imaturos tiveram

uma correlagdo moderada (r=0,61 e r=0,58, respectivamente).

5.3 FREQUENCIAS DE AMOSTRAS COM SINALIZACAO DE ALARMES

As analises com o sistema automatizado Sysmex XE-5000 (n=1296),
mostraram que, 1179 amostras apresentaram 3177 tipos de alarmes quantitativos,
489 amostras apresentaram 856 tipos de alarmes qualitativos (suspeitos) e 319
amostras apresentaram 354 tipos de alarmes com registros graficos de dispersdes
anormais. Foram observados até 7 tipos de alarmes (qualitativos ou quantitativos)
detectados em uma mesma amostra. Os alarmes quantitativos encontrados nas 1296
amostras estéo descritos na Tabela 5 (pagina 68).

Os alarmes qualitativos relacionados aos leucécitos foram encontrados em
693 amostras, sendo 522 alarmes suspeitos de células anormais e/ou imaturas
(40,3% do total) descritos na Tabela 6, e 171 alarmes que sugerem interferéncia
analitica pelo XE-5000 (13,2% do total) descritos na tabela 7.

Os alarmes qualitativos relacionados a série vermelha (Tabela 6) totalizaram
272 sinalizagdes (21,0% do total). Entre estes, os alarmes de eritroblastos
representaram 46,3% dos alarmes da série vermelha e 9,7% do total geral de alarmes.

A série plaquetaria representou 35,3% (n=458) dos alarmes qualitativos
liberados pelo equipamento, entre os quais, 378 foram devido aos graficos de
dispersdo anormal de plaquetas ou VPM nao disponivel (29,2%), conforme descrito

na Tabela 7.
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TABELA 5 - ALARMES QUANTITATIVOS LIBERADOS PELO SYSMEX XE-5000 DE ACORDO COM
O CRITERIO DE POSITIVIDADE DEFINIDOS PELA UAD DO HC-UFPR

Flags quantitativos

Parametros Critério de positividade N
Eritrécitos > 6,5 x 10%/uL 3
Hemoglobina < 8,0 g/dL 157

VCM <74 fL ou>105fL 148
CHCM < 30,5 g/dL 89
RDW-CV > 18,5% 232
RDW-SD > 70,0 fL 61
Reticuldcitos > 0,150 x 108/uL ou > 2,5% 161
Eritroblastos > 2/100 Leucécitos 25
Leucocitos < 3,3 x 10%/uL 170
Leucocitos > 20,0 x 10%/uL 101
Neutrofilos # < 1,0 x 10%/uL 128
Neutrofilos # > 15,0 x 10%/uL 84
Neutrofilos % < 25% 99
Neutrofilos % > 80% 250
Linfécitos # < 0,8 x 10%/uL 292
Linfécitos # > 5,0 x 10%/uL 96
Linfocitos % < 8% 192
Linfocitos % >70% 42
Mondcitos # > 1,3 x 10%/uL 175
Mondcitos % > 20% 53
Eosindfilos # > 2,5 x 10%/uL 13
Eosinoéfilos % > 30% 3
Basofilos # > 0,5 x 10%/uL 3
Basofilos % > 3% 14
IG > 0,1 x10%pL ou > 3% 269
Plaquetas <100 x 10%/uL 310
Plaquetas > 1.000 x 10%/uL 7
Total de flags quantitativos 3177

Os tipos e 0 numero total de alarmes qualitativos ou “suspeitos” liberados pelo

XE-5000 encontrados nas 1296 amostras estdo descritos na Tabela 6.

TABELA 6 - ALARMES QUALITATIVOS E AS ANORMALIDADES CORRESPONDENTES

Flags qualitativos

Alarmes Anormalidades suspeitas N
“Left Shift?” Bastonetes 163
“Immat Gran?” Metamielocito, Mieldcito e/ou promielécito 146
‘NRBC?” Eritroblastos 126
“Blast?” Blastos 105
“Plag Clumps?” Agregados plaquetarios 80
“Atypical Lymph?” Linfécitos atipicos/variantes, 47
“Abn Lympho/L_Blast?” plasmécitos ou linfoblastos 61
“‘HGB Defect ? ~ Morfologia anormal de eritrécitos 41
“Fragments?” Esquizécitos 35
“Iron Deficiency ? 7 Deficiéncia de ferro 24
“Turb/HGB Inter? * Interferéncia na dosagem de hemoglobina pela 21

turbidez da amostra

“Dimorphic Population”

Populacédo de eritrocitos com tamanho
heterogéneo

‘RBC Lyse Resist”

Eritrocitos resistentes a lise

TOTAL 856 alarmes qualitativos

NOTA: n=1296
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As amostras que apresentaram dispersdo anormal ou aquelas onde o XE-
5000 nao realizou a contagem, os quais sugerem interferéncia analitica pelo XE-5000,

estao descritos na Tabela 7.

TABELA 7 - TIPOS DE ALARMES QUE SUGEREM INTERFERENCIA ANALITICA PELO
ANALISADOR HEMATOLOGICO SYSMEX XE-5000

Tipo celular Alarmes R ql;lalltatlvo
Grafico de dispersao de plaquetas 291a
Série plaquetaria anormal
VPM néo disponivel (----) 1572
Grafico de dispersé&o de leucocitos 120b
Sério branca - anormal .
Contagem diferencial de leucocitos 51
nao disponivel ou incompleta (----)
Grafico de dispersé&o de eritroblastos 9
anormal
Série vermelha RDW-CV néo disponivel (----) 5¢
Grafico de disperséo de eritrocitos 4¢
anormal

Nota: Os alarmes que sugerem interferéncia analitica liberados pelo Sysmex XE-5000 referente a série
plaguetaria totalizam 378 alarmes (2); a série branca (leucécitos) totalizou 171 alarmes (°) e a
série vermelha (eritrocitaria) totalizaram 18 alarmes (°).

5.4 DESEMPENHO ANALITICO DO SYSMEX XE-5000

De acordo com os critérios de positividade definidos no presente estudo, entre
as 1275 extensdes sanguineas analisadas, foram detectadas pela microscopia 6tica
124 amostras com desvio a esquerda, 152 amostras com IG, 31 amostras com
blastos, 13 amostras com linfécitos variantes e anormais, 108 amostras com
eritroblastos, 21 amostras com agregados plaquetarios. Os fragmentos eritrocitarios
visualizados pela microscopia Otica, que atingiram os critérios de positividade,
totalizaram 76 das 474 laminas de extens&o sanguinea analisadas.

A avaliacdo dos resultados obtidos através da andlise microscépica em
conjunto com os alarmes emitidos pelo Sysmex XE-5000, foram utilizados para
calcular o desempenho analitico do equipamento em estudo, através dos valores de
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo, obtidos
a partir de uma tabela de contingencia 2x2 (APENDICE 1).



A Tabela 8 mostra o desempenho dos alarmes avaliados no presente estudo.

TABELA 8 - DESEMPENHO ANALITICO DO SYSMEX XE-5000

Porcentagens (%)
Flags x Manual Sensibilidade Especificidade VPP VPN
“Immat Gran?”
X 28,9 (22,0-36,9) 91,1 (89,3-92,7) 30,1 90,5
Granulécitos Imaturos
“Left Shift?”
X 66,9 (57,9-75,1) 93,4 (91,8-94,8) 52,2 96,3
Desvio a esquerda
“Blast?”
X 67,7 (48,5-82,7) 93,5 (91,9-94,8) 20,6 99,1
Blastos
“Atypical Lymph?”
X 30,0 (8,1-64,6) 96,7 (95,5-97,6) 6,7 99,4
Linfécitos variantes
“Atypical Lymph?”
X
Pré-linfocitos, Plasmacitos e 33,3(1,7-87.9) 96,5 (95,3-97.5) 22 99.8
linfoblastos
“Abn Lympho/L_Blast?”
X 30,0 (8,1-64,6) 95,7 (94,4-96,7) 52 99,4
Linfocitos variantes
“Abn Lympho/L_Blast?”
X
Pro-linfocitos, Plasmacitos e 100 (31,0-100) 95,7 (94,4-96,7,9) 5.2 100
linfoblastos
“Atypical Lymph?” e “Abn
Lympho/L_Blast?”
X 61,5 (32,3-84,9) 93,3 (91,8-94,6) 8,7 99,6
Linfocitos variantes, Pro-linfocitos,
Plasmécitos e linfoblastos
‘NRBC?”
X 37,9 (28,9-47,8) 93,1 (91,4-94,4) 33,7 94,2
Eritroblastos
“Plag Clumps?”
X 28,6 (11,3-52,2) 94,3 (92,9-95,6) 7,8 98,7
Agregados plaquetarios
“Fragments?”
X 23,7 (1,5-35,1) 96,0 (93,4-97,6) 52,9 86,7
Esquizécitos

NOTA: “Immat Gran?”: Granulécitos imaturos; “Left Shift?”. Desvio a esquerda; “Atypical Lymph?”: “Abn
Lympho/L_Blast?”. Linfécitos variantes ou linfocitos anormais; “Blast?”. Blastos; “NRBC?”:
Eritroblastos; “Plag Clumps?”. Agregados plaquetéarios; “Fragments?”. Esquizocitos. Valor
Preditivo Positivo (VPP). Valor Preditivo Negativo (VPN)

5.4.1 Alarmes de Granulécitos Imaturos

Na avaliagdo dos alarmes de granulécitos imaturos, foram observadas 152
amostras que apresentaram células precursoras mieldides no exame microscoépico da

extensdo sanguinea. A taxa de resultados FN foi de 8,5% (n=108), dentre as quais,
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89 amostras apresentaram o alarme de “IG Present” (5 com leucopenia e 5 com
leucocitose) e 19 amostras ndo apresentaram nenhum alarme de |G, com duas
amostras marcadas com alarme de “Blast?”, uma com alarme “Left Shift?” e uma com
alarme de “Atypical Lymph?” e "Abn Lympho/L_Blast?", restando 15 amostras sem
nenhuma sinalizacéo, sendo 5 delas leucopénicas. Em relagcéo as amostras FP (n=99;

7,8%), nenhuma amostra apresentou o alarme “IG Present” (Figura 20)

FIGURA 20 — TAXAS DE VP, FP, VN E FN DO ALARME DE GRANULOCITOS IMATUROS

FP (n=99)
Leucdcitos > 20,0 x 10%/uL (n=31);
> Leucocitos < 3,3 x 103/uL (n=21).
Alarme de “Blast?”, “Left
Shift?”, “Atypical Lymph?”
w . e "Abn Lympho/L_Blast?“ $— 47 52
Alarme “Immat Gran? e “WBC Abn
Scattergrams” (n=24)
44 /| 99
35% 7.8%
108
8,5% Contagem total de leucocitos anormal
Contagem total de leucécitos normal
FN (n=108)
1024
80,3%
Alarme de “Blast?” (n=2);
Alarme “Left Shift?” (n=1);
wVP ©FP ©'FN VN 63 Alarme de “Atypical

19 Lymph?”e "Abn
Lympho/L_Blast?"(n=1);
Nenhum alarme (n=15).

Leucocitos > 20,0 x 103/uL (n=5);
Leucocitos < 3,3 x 10%/uL (n=5).

Nenhum alarme de I1G Com alarme "IG Present"

FONTE: O autor (2018).
Legenda: IG: Granulécitos Imaturos; VP: verdadeiro positivo; FN: falso negativo; VN: verdadeiro
negativo; FP: falso positivo.

5.4.2 Alarme de Desvio a Esquerda

No presente estudo foram encontradas 83 amostras (6,5%) sinalizadas com
o alarme “Left Shift?” e com as contagens diferenciais com 26% de bastonetes (VP).

Das 41 amostras FN (32%), 28 apresentaram a contagem total de leucécitos normal,
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sendo que 12 foram sinalizadas com os alarme de |G Present, “Immat Gran?”, “Blast?”
e “WBC Abn Scattergrams”. Em 16 amostras o equipamento ndo detectou nenhuma
anormalidade.

Em 76 amostras FP (6,0%), 35 amostras apresentaram a contagem total de
leucédcitos anormal (22 com leucocitose e 13 com leucopenia). Apenas 6 amostras FP
nao apresentaram nenhuma indicagdo de revisdo da lamina ou qualquer tipo de

alarme adicional ao “Left Shift?” (Figura 21).

FIGURA 21 - TAXAS DE VP, FP, VN E FN DO ALARME DESVIO A ESQUERDA

FP (n=76)

Leucocitos > 20,0 x 10%/uL (n=22);

> Leucdcitos < 3,3 x 10%/pL (n=13).

Alarme de IG, 35
Alarme “Left Shift?” Blast?’, “Atypical
Lymph?”e "Abn
Lympho/L_Blast?*e | 41
“WBC Abn
83 76 Scattergrams” (n=35);
6,5% /" 60% Sem nenhuma
’ 41 sinalizago (n=6).
3,2%
Contagem total de leucécitos anormal
Contagem total de leucdcitos normal
FN (n=41)
1076 Alarme de IG, “Blast?”,
84,3% “Atypical Lymph?”e "Abn
i Lympho/L_Blast?* e “WBC
28 Abn Scattergrams” (n=12);
Nenhum alarme (n=16)
@VP ©FP ©'FN © VN 13

Leucdcitos > 20,0 x 10%/uL (n=7);
Leucdcitos < 3,3 x 103/uL (n=6).

Contagem total de leucécitos anormal
Contagem total de leucécitos normal

FONTE: O autor (2018).
Legenda: “Left Shift?”: Desvio a esquerda; IG: Granulécitos Imaturos; VP: verdadeiro positivo; FN: falso
negativo; VN: verdadeiro negativo; FP: falso positivo.

5.4.3 Alarme de Blastos

Foram observados = 1% de blastos pelo exame microscopico em 1,6% das
amostras (n=21) que o equipamento sinalizou o alarme “Blast?”. Das 102 amostras

sinalizadas pelo Sysmex XE-5000 com alarme “Blast?”, em 72 amostras n&o foram
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visualizados blastos e em 9 foram visualizados entre 0,5% e 1% de blastos pela
microscopia otica, sendo portanto, amostras consideradas falso-positivas (n=81). A
taxa de resultado de FN foi 0,8% (n=10), sendo 7 delas marcadas pelos alarmes de
“Immat Gran?”, “Left Shift?”, “Atypical Lymph?” e “Abn Lympho/L_Blast?” e “WBC Abn
Scattergrams” e nas 3 amostras restantes, o equipamento ndo produziu nenhum

alarme suspeito de leucocitos (Figura 22).

FIGURA 22 - TAXAS DE VP, FP, VN E FN DO ALARME DE BLASTOS

FP (n=81)

Leucbcitos > 20,0 x 10%/uL,
Leucdcitos < 3,3 x 103/uL,

~__ | Alarme de IG, “Left Shift?” e
“Atypical Lymph?"(n=69);
Sem nenhuma sinalizagéo ou
anormalidade (n=3).

o . Alarme de IG, “Left Shift?” |<4— 9 72
Alarme “Blast? 81 e “Atypical Lymph?” (n=8);
210 6.4% Sem nenhuma sinalizagéo
1,6% e 10 ou anormalidade (n=1).
0’8%|
Blastos 0% Blastos 0,5-1%
FN (n=10)
Alarme de |G, “Left Shift?”,
“Atypical Lymph?” e "Abn
1163 7 — | Lympho/L_Blast?e “WBC
91,2% Abn Scattergrams”
&
BVP @FP ©FN ~ VN
Leucocitos normal (n=1) -

Com outro alarme adicional
Sem nennuma sinalizagéo adicional

FONTE: O autor (2018).
Legenda: IG: Granulécitos Imaturos; VP: verdadeiro positivo; FN: falso negativo; VN: verdadeiro
negativo; FP: falso positivo.

5.4.4 Alarme de Linfécitos Variantes

Entre as amostras selecionadas para avaliagdo do desempenho analitico dos
alarmes de linfocitos variantes e/ou anormais, dez (0,8%) amostras apresentaram
=25% linfocitos atipicos (variantes) e 3 (0,2%) apresentaram = 1% plasmocitos ou pro-

linfocitos.
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O alarme de “Atypical Lymph?” ocorreu em 45 amostras (3,5%), dentre elas,
3 foram de VP para a presenca de linfocitos atipicos na extensédo sanguinea (0,2%).
Quarenta e duas amostras foram de FP (3,3%), entre elas, uma apresentou
plasmocitos, 21 estavam sinalizadas também com alarme de “Blast?”, 5 com alarme
adicional de IG, 8 delas também foi marcada pelo alarme “Abn Lympho/L_Blast?”,
restando 7 amostras sem nenhuma sinalizagao suspeita para leucocitos.

A taxa de FN foi de 0,5%. O alarme de “Abn Lympho/L_Blast?” ocorreu em 57
amostras (4,8%), dentre elas, 3 foram de VP (0,2%). Das 54 amostras FP (4,2%), 3
apresentaram blastos e 3 linfocitos variantes. Nenhuma amostra apresentou FN para
o flag de “Abn Lympho/L_Blast?”.

5.4.5 Alarme de Eritroblastos, agregados plaquetarios e esquizécitos

As contagens de eritroblastos (= 1%) foram determinadas em 108 laminas
(8,5%) no exame microscopico (intervalo, 0,5-293/100 leucécitos). O analisador
sinalizou um resultado positivo para eritroblastos em 122 amostras, sendo 41 delas
VP (3,2%) e 81 FP (6,3%). Em 1153 amostras, o XE-5000 contou zero eritroblastos,
sendo 1086 amostras VN (85,7%) e 67 amostras FN (5,2%).

Agregados plaquetarios que atingiram os critérios de positividade foram
visualizados em 21 amostras, sendo que em apenas 6 amostras, a presenca de
agregados plaquetarios foi detectada tanto pelo método manual, quanto
automatizado, caracterizando as amostras VP. A taxa de FP foi de 5,6% (n=71).

A taxa de VP para o alarme de fragmentos eritrocitarios foi de 3,8% (n=18) e
a de FN 12,2% (n=58). Dezesseis amostras sinalizadas pelo XE-5000 foram de FP.

As amostras VN totalizaram 386 testes.

5.5 PARAMETROS DE PESQUISA

Os resultados para os indices de granularidade NEUT-X e NEUT-Y de

amostras “positivas” obtidos no presente estudo e de amostras “negativas” obtidos de

um estudo prévio estdo resumidos na Tabela 9.
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Parametro Amostras Média | Mediana | DP | Minimo | Maximo

Negativas 133,8 133,8 3,3 | 123,55 144,0

Positivas (todas as amostras) 135,3* 135,1 4.2 98,8 149,3

Positivas c/ GT presente 137,7 137,6 42 | 126,6 148,2

NEUT-X Positivas com IG > 3% 136,6 | 136,6 |46 | 1266 | 1473
Positivas com Alarmes de IG, “Left

Shift?”e “Blast?” ’ 136,3 136,3 | 4,9 98,8 149,3

Positivas com Neutrofilia (>80%) 136,6 136,6 3,8 | 126,6 148,2

Negativas 44,8 447 2,7 37,1 53,8

Positivas (todas as amostras) 46,5* 45,7 53 28,8 78,5

Positivas c/om GT presente 50,6 48,9 7,3 28,8 78,5

NEUT-Y Positivas com IG > 3% 49,4 483 |68 | 327 69,3
Positivas com Alarmes de IG, “Left

Shift?” e “Blast?” ’ 48,6 47,3 7,2 28,8 78,5

Positivas com Neutrofilia (>80%) 48,9 48,0 59 38,4 78,5

NOTA: Negativas (Amostras sem alarmes): n=648; Positivas (Amostras com alarmes): n=1033. GT:
Granulagbes toxicas; IG: Granulécitos Imaturos. *Diferenca estatisticamente significativa

(p<0,05).

Conforme demostrado na Tabela 9, os valores médios para NEUT-X e NEUT-

Y foram significativamente maiores nas amostras classificadas como “positivas”

(p<0,05) do que nas amostras “negativas”.

A correlagao entre os indices NEUT-X e NEUT-Y e as granulagdes toxicas

nos neutrofilos visualizadas na extenséo sanguinea foi aplicada em diversos cenarios

como: todas as amostras “positivas”, somente nas amostras com granulagdes toxicas

presentes, com granuldcitos imaturos acima de 3% e com alarmes Left Shift, |G

Present, “lmmat Gran?” e “Blast?”, conforme descrito na Tabela 10.

TABELA 10 - CORRELACAO ENTRE NEUT-X E NEUT-Y E OS PARAMETROS HEMATOLOGICOS

A o NEUT-X NEUT-Y
Parametros hematolégicos " (r)
Granulagdes toxicas (%) em todas as amostras positivas 0,34 0,43
Granulagdes toxicas (+/-) em todas as amostras positivas 0,22 0,31
Granulagdes toxicas presentes (%) 0,33 0,28
Granulagdes toxicas (%) de amostras com IG > 3% 0,50 0,46
Granulagdes toxicas (+/-) de amostras com IG > 3% 0,12 0,18
Granulagdes toxicas (%) de amostras com alarmes de |G, “Left Shift?” e 036 0.44
“Blast?” ’ ’

Granulagdes toxicas (+/-) de amostras com alarmes de I1G, “Left Shift?”

“ » 0,20 0,43
e “Blast?

Granulagdes toxicas (%) de amostras com neutrofilia (>80%) 0,25 0,32
Granulagdes toxicas (+/-) de amostras com neutrofilia (>80%) 0,05 0,11
Granulagdes toxicas (%) de NEUT-X + 2DP 0,31 0,26
Granulécitos imaturos (%) 0,14 0,24

NOTA: n = 1033; (%) percentual de granulagdes toxicas em 100 neutréfilos contados; (+/-): presenca
ou auséncia de granulagdes toxicas; r = coeficiente de correlagdo de Pearson.
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A Tabela 11 apresenta os valores obtidos das amostras negativas e positivas
da contagem de granulécitos imaturos e mostra a diferenca entre as médias

observadas entre os dois grupos estudados.

TABELA 11 - ESTATISTICA DESCRITIVA DE GRANULOCITOS IMATUROS

Parametro IG
Amostras Negast%aos s Negativas Manual Pomg;gg 4= Pﬁi:n':ls
Média 0,3 0,1 1,4* 0,6*
Mediana 0,2 0,0 0,5 0,0
DP 0,2 0,2 2,6 1,9
Minimo 0,0 0,0 0,0 0,0
Maximo 1,8 1,8 28,4 28,4

NOTA: Negativas (Amostras sem alarmes): n=648; Positivas (Amostras com alarmes): n=1033.
* Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).

Com relagéo ao indice de pesquisa HFLC, a estatistica descritiva de amostras

classificadas como “positivas” e “negativas” estao descritas na Tabela 12.

TABELA 12 - ESTATISTICA DESCRITIVA DE HFLC

Parametro Amostras Média | Mediana | DP | Minimo | Maximo
Negativas 0,1 0,1 0,2 0 1,1
Positivas (todas as amostras) 0,2* 0,1 0,3 0 4,3
Positivas (linfocitose >70%) 0,3* 0,2 0,4 0 1,4
HFLC (%) Positivas (Alarme "Abn 0.4* 02 04 0 17
Lympho/L_Blast?") ’ ’ ' '
P05|t|vasL(;,Anl1£;;';;n?e”) ‘Atypical 1.4* 11 0.8 0.5 43

NOTA: Negativas (Amostras sem alarmes): n=648; Positivas (Amostras com alarmes): n=1033.
* Diferencga estatisticamente significativa (p<0,05).

A Tabela 13 demonstra os coeficientes de correlagdo do HFLC com a
presenca na extenséo de sanguinea de plasmacitos, linfécitos variantes, de amostras

com alarmes relacionados a anormalidades de linfécitos, amostras com linfocitose

TABELA 13 - CORRELACAO ENTRE HFLC E PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Parametro r
Plasmécitos 0,09
Linfécitos variantes 0,13
Alarme “Atypical Lymph?” 0,57
HFLC versus Alarme "Abn Lympho/L_Blast?" 0.15
Contagem de Linfécitos % 0,21
Linfocitose (>70%) 0,07

NOTA: Negativas (Amostras sem alarmes): n=648; Positivas (Amostras com alarmes): n=1033.
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O parametro FRC foi analisado a partir de amostras classificadas como
“negativas” e “positivas”, nas quais a contagem de FRC foi realizada pelo XE-5000.
Desta forma, o numero amostral para FRC disponivel para esta analise, incluiu 111
amostras no grupo de hemogramas “positivos”, obtidos a partir das 1296 amostras
com alarmes e, 94 amostras no grupo de hemogramas “negativos”, que correspondem
a amostras sem a presencga de alarmes (dados obtidos de 648 amostras analisadas
em um estudo anterior conforme descrito em SPEZIA, 2015). A Tabela 14 demonstra

a estatistica descritiva do parametro FRC e da contagem de esquizécitos manual.

TABELA 14 - ESTATISTICA DESCRITIVA DE HEMOGRAMAS COM FRC

Parametro Amostras | Média | Mediana | DP | Minimo | Maximo
Negativas | 0,02 0,01 0,04 0 0,31
FRC (106/uL) gatv
Positivas | 0,07 0,03 0,09 0 0,53
Negativas | 0,32 0,11 0,81 0 6,49
FRC (%) —
Positivas | 1,88* 0,83 2,33 0 9,36
Esqwzocnqs em’amo‘?tras c/ FRC Manual 0,65 0,40 0,90 0 6.20
disponivel (%)
SIS O (D £ Manual | 045 | 020 |078| o 6,50
amostras (%)
Esqmzocgos em amos’tlra;s c/ Manual 1,11 1,00 0,77 0 3.50
alarme “Fragments?” (%)
Esquizécitos em amostras que
atingiram o critério de positividade Manual 1,79 1,40 1,16 1 6,5
(%)

NOTA: Negativas (Amostras sem alarmes): n=94; Positivas (Amostras com alarmes): n=111; Manual
(amostras com contagem de FRC disponivel): n=111; (todas as laminas analisadas): n=474;
(amostras c/ alarme “Fragments?”). n=34; (em amostras que atingiram o critério de
positividade): n=76. * Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).

A correlagédo entre as 111 amostras que apresentaram o indice FRC e a
presenca de esquizécitos, queratédcitos e esferdcitos observados nessas laminas de
extensdo sanguinea foi de r=0,25, enquanto que para o flag “Fragments?”, o grau de
correlacao foi de r=0,72 nessas amostras.

A correlagdo entre o alarme “Fragments?” e todas as laminas analisadas
(n=474), independentemente se atingiram ou ndo o critério de positividade para

esquizécitos (= 1% esquizocitos em 1000 eritrocitos) na lamina, foi de r=0,28.
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6 DISCUSSAO

Atualmente os laboratérios clinicos enfrentam cenarios desafiadores com o
constante aumento das solicitacbes de exames laboratoriais e a necessidade da
racionalizac&o dos custos para a realizacao destes exames. No setor da hematologia
laboratorial, a revisdo da extensdo sanguinea continua sendo um dos maiores
desafios, pois além de requerer profissionais capacitados e constantemente treinados,
esta metodologia apresenta inumeros problemas na sua execucgdo, tais como a
distribuicdo das células sobre a lamina, a qualidade da coloracdo e a subjetividade
para avaliagcdo morfoldgica das células sanguineas (BRIGGS et al., 2011; CHHUY et
al., 2013).

As taxas de revisao de extensdo sanguinea podem variar entre 10% a 50%
nos laboratorios clinicos, o que depende da populacao atendida e das diretrizes locais
para proceder a revisao (BARNES et al., 2005; BRIGGS et al., 2011). Em um estudo,
cerca de 80% das revisdes de extensdo sanguinea foram desencadeadas por alarmes
gerados pelo equipamento, porém aproximadamente 60% destas revisdes néao
apresentaram novas informacdes das que foram sinalizadas pelo equipamento
(NOVIS et al., 2006; BRIGGS et al., 2011).

Os participantes indicaram que algumas informag¢des novas foram aprendidas
na revisao de 5471 (35,7%), e nenhuma informacao nova foi aprendida com a reviséo
de 9875 (64,3%), esfregacos de sangue.

A eficacia de um equipamento hematolégico pode ser medida pela sua
capacidade em diminuir o numero de alarmes falso-positivos sem perder a sua
sensibilidade, aumentando consequentemente a eficiéncia laboratorial (BRIGGS et
al., 2011; BRIGGS et al., 2012; CHHUY et al., 2013). Analisadores hematoldgicos
com capacidade de realizar contagens rapidas e precisas de células anormais, mesmo
em pequena quantidade, podem significar o fim da necessidade de revisbes de
extensdo sanguinea, modificando substancialmente o dia-a-dia do setor da
hematologia laboratorial (FERNANDES; HAMAGUCHI, 2007).

O analisador hematolégico XE-5000 (Sysmex), incorporou melhorias na
tecnologia para deteccdo de células anormais em relagéo ao modelo XE-2100. Porém
a confiabilidade da eficiéncia dos seus alarmes ainda apresenta resultados

controversos em relagéo ao seu uso na pratica clinica (STAMMINGER et al., 2002).
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A avaliacao dos parametros hematologicos liberados pelo analisador XE-5000
no presente estudo foi realizada através da correlagdo entre as contagens de 200
células pela microscopia 6tica em extensao sanguinea de amostras que apresentaram
alarmes quantitativos ou qualitativos pelo método automatizado. Além disso, os
parametros de sensibilidade, especificidade, VPP e VPN foram determinados para
avaliar o desempenho analitico dos alarmes relacionados aos leucécitos, a contagem

de eritroblastos, agregados plaquetarios e fragmentos eritrocitarios.

6.1 CORRELACAO ENTRE A CONTAGEM DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS
MANUAL E AUTOMATIZADA

No presente estudo, o analisador hematolégico XE-5000 apresentou uma
forte correlacdo para amostras anormais quando comparado com o método de
referéncia (contagem manual microscopica). No entanto, deve-se notar que a
qualidade dos resultados obtidos variou significativamente para as diferentes
subpopulacdes de leucécitos e entre contagens absolutas e relativas. Os resultados
mostraram uma correlagdo muito forte entre a contagem de neutrdéfilos, linfocitos,
monacitos, eosinofilos, granulécitos imaturos e eritroblastos nas contagens absolutas.
A contagem de basdfilos apresentou correlagdo moderada entre as contagens
absolutas e relativas. Na avaliacdo da contagem diferencial relativa, os monécitos e
granulécitos imaturos apresentam pior desempenho em relagao a contagem absoluta.

Em relagéo as subpopulacdes celulares de leuctcitos maduros, os resultados
do presente trabalho sao semelhantes aos obtidos em outros estudos, corroborando
a boa correlagéo que existe entre os resultados das contagens manual e automatizada
para leucécitos maduros, independente do modelo do equipamento (RUZICKA et al.,
2001; STAMMINGER et al., 2002; WEILAND et al., 2002; ARROYO et al., 2005;
BRIGGS et al., 2012; BRUEGEL et al., 2015).

Fujimoto et al. (2000) relatou que a contagem de eosindfilos, apesar de sua
baixa frequéncia, apresenta, em geral, um menor coeficiente de variacdo entre a
contagem manual e a automatizada , provavelmente pela facilidade de sua
identificacéo pelos dois métodos. A contagem de basdfilos realizada pelo método
automatizado, em geral, apresenta imprecisdo quando comparada com a contagem

manual. Esta imprecisdo pode ser devida, em parte, ao baixo numero dessas células
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em amostras normais (RUMKE et al., 1975; RUZICKA et al., 2001; KANG et al.,
2008).

Para a contagem de mondcitos, o baixo grau de correlagcao encontrado entre
as contagens automatizada e manual estd de acordo com outros estudos para a
maioria dos analisadores hematolégicos e nao pode ser explicado devido a sua
frequéncia relativamente baixa nas amostras analisadas. Tecnicamente, os mondcitos
sdo uma subpopulacgao dificil de identificar, tanto pela microscopia 6tica quanto pela
dispersao de luz, principalmente quando outras células anormais, como granuldcitos
imaturos ou linfocitos grandes estédo presentes na amostra (GOOSSENS; VAN HOVE;
VERWILGHEN, 1991; ARROYO et al., 2005).

O comportamento dos resultados das contagens de monocitos, baséfilos e
granulécitos imaturos corroboram para o entendimento das limitagcbes que os
analisadores hematologicos apresentam. Existem varias causas comuns de
imprecisdo da contagem de leucocitos automatizados. A maioria dos equipamentos
sdo sensiveis na detecc&o de grandes populag¢des de células anormais; no entanto,
quando a percentagem de células anormais cai abaixo de 5%, as contagens tornam-
se imprecisas (CHABOT-RICHARDS; GEORGE, 2014; ARNETH; MENSCHIKOWKI,
2015).

Benattar e Flandrin (1999) avaliaram a influéncia da qualidade da extenséo
sanguinea sobre a contagem de mondcitos. Os autores recomendaram a utilizagédo
dos métodos automatizados para confeccédo de laminas, o que poderia diminuir
algumas variaveis associadas ao procedimento manual, que no caso da contagem de
monocitos, influencia sua eficacia.

Em geral, os métodos automatizados sao superiores aos métodos manuais
de contagem de células sanguineas, principalmente pela contagem de um grande
numero de células por amostra, o que reduz significativamente os erros estatisticos
causados por erros na medigdo da amostra, diluicdo, ou enumeragao de células. A
principal vantagem da microscopia 6tica em relacédo a contagem automatizada é a
diferenciacao celular baseada em detalhes citolégicos caracteristicos, especialmente
de células imaturas (FUJIMOTO et al., 2000; RUZICKA et al., 2001; GULATI et al.,
2002; PIERRE, 2002; STAMMINGER et al., 2002; FERNANDES; HAMAGUCHI,
2007; CUl et al., 2010; BRIGGS et al., 2012).
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6.2 DESEMPENHO ANALITICO DOS ALARMES

A avaliagdo do desempenho analitico dos analisadores hematologicos pode
ser obtida através da avaliagdo do numero de revisdes de extensdo sanguinea em
relacdo a presenca ou nao de alarmes qualitativos, determinando a eficiéncia do
equipamento em detectar células patologicas (CLSI, 2007; BUTTARELLO; PLEBANI,
2008; BRIGGS et al., 2011).

No presente trabalho, a avaliagdo do desempenho analitico do analisador XE-
5000 foi realizada através do calculo de parametros de sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN) obtidos apds a
classificacao das amostras em Verdadeiro Positivo (VP), Verdadeiro Negativo (VN),
Falso Positivo (FP) e Falso Negativo (FN) (NCCLS, 1992; ICSH, 1994; CLSI, 2007).

A maioria dos alarmes avaliados neste estudo apresentaram alta
especificidade (acima de 90%), demonstrando a boa capacidade do equipamento XE-
5000 em analisar de maneira correta amostras sem alteragdes hematologicas. Por
outro lado, a sensibilidade em torno de 30% para estes alarmes indica que amostras
com anormalidades celulares, podem n&o ser sinalizadas através de flags.

Seguindo o principio de que a presenca de alarmes obriga a revisdo de
extensdo sanguinea, 40,3% (522/1296) das amostras deveriam ser revisadas
microscopicamente, devido a presenca de alarmes relacionados a alteragbes nos
leucécitos. Outros estudos apontaram que aproximadamente 20 a 25% dos alarmes
gerados pelos analisadores hematologicos nas rotinas laboratoriais estavam
relacionados a anormalidades morfolégica dos leucécitos (BARNES et al., 2005;
NOVIS et al., 2006; BRIGGS et al., 2011; ROUSSEL et al., 2012).

6.2.1 Granulécitos Imaturos

A quantificagdo de granulocitos imaturos € rotineiramente realizada pela
microscopia otica, porém o exame é demorado e trabalhoso. A aplicagdo de novas
tecnologias no desenvolvimento dos analisadores hematoldgicos permitiu aos
laboratorios a substituicdo da sinalizagao de populagdes de células anormais por uma
contagem real de tais células. A contagem automatizada de |G oferece maior precisao,
rapidez e menor coeficiente de variagéo na liberacao dos resultados em comparacgéo

com as contagens diferenciais manuais, mesmo quando estas células estao presentes
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em numeros muito pequenos (BRIGGS et al., 2000; FUJIMOTO et al., 2000; NIGRO
et al., 2005; FERNANDES; HAMAGUCHI, 2007).

A qualidade e confiabilidade da contagem do IG tem sido considerada util,
porém a aplicabilidade da sinalizagcdo do alarme “Immat Gran?” é questionavel
(WEILAND et al., 2002; FERNANDES; HAMAGUCHI, 2007; EILERTSEN; HAGVE,
2014).

Na avaliagdo dos alarmes de granuldcitos imaturos realizada no presente
estudo, foram considerados a soma de metamielédcito, mielécitos e prémielécitos
visualizados na extensdo sanguinea. A presenca de um Uunico mieldcito ou
promielécito (21%) e ou mais de dois metamielécitos (>2%) classificou a extenséo
sanguinea como positiva. Foram avaliados o limite de configuracao de fabrica (“Q-
flag” de 100) para acionar o alarme “Immat Gran?” e o limite de > 0,1 x 103/uL ou 3%
de |G definido pelo usuario para acionar o alarme "IG Present".

A sensibilidade da deteccao de |G encontrada no presente estudo foi baixa
(28,9%), indicando que o equipamento apresentou um fraco desempenho em detectar
amostras que continham granuldcitos imaturos na extensdo sanguinea segundo o
critério adotado. A probabilidade de um resultado com alarme de |G ter realmente a
alteracdo também se mostrou baixa, de acordo com o valor preditivo positivo
encontrado.

Entre os resultados FN, 19 amostras ndo apresentaram nenhum alarme
relacionado aos |IG. A quantidade de |G observada nas laminas de extensao
sanguinea dessas amostras nao sinalizadas foi baixa, (de 0,5 a 3% de metamielocitos
e de 0,5 a 2% miel6citos e promielocitos). O equipamento também realizou uma
contagem de |G baixa nessas amostras (de 0,4 a 2,6% de IG).

A baixa sensibilidade encontrada na presente pesquisa difere dos resultados
encontrados em outros estudos (RUZICKA et al., 2001; STAMMINGER et al., 2002;
BRUEGEL et al., 2015). Stamminger e colaboradores (2002) relataram nao ter
encontrado nenhum resultado falso-negativo para o alarme de granulécitos imaturos
utilizando o XE-2100, obtendo uma sensibilidade de 100% para este alarme. Um
estudo conduzido por Ruzicka e colaboradores (2001), analisando 486 amostras com
o XE-2100, observou em 84 laminas, a presenga de IG = 1%, com uma taxa de FN de
1% (n=7), das quais, 4 amostras eram leucopénicas e 3 amostras apresentaram a
contagem total de leucoécitos normal, com uma sensibilidade de 92%. Os autores

sugerem que o analisador hematologico é altamente sensivel para a presenca de
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baixo numero de células precursoras mieldides. Bruegel e colaboradores (2015)
encontraram uma sensibilidade de 80% para o XE-5000 para este alarme.

Eilertsen, Heide e Hagve (2014), por sua vez, relataram que o desempenho
analitico do Sysmex XE-5000 é insuficiente para sinalizar |G, indicando que o alarme
"Immat Gran?" nao € um critério suficiente para ativar uma revisdo microscopica.
Neste estudo, foi observado que os alarmes de |G obtidos das mesmas amostras em
trés equipamentos XE-5000 resultou em baixa concordancia entre eles.

A especificidade obtida no presente estudo foi alta (91,1%), mostrando que os
resultados sem alarmes para IG liberados pelo modelo XE-5000 sao confiaveis.
Outros autores obtiveram resultados de especificidade semelhantes ao presente
estudo (91%, 92% e 81%, respectivamente) para este flag (RUZICKA et al., 2001;
STAMMINGER et al.,, 2002; BRUEGEL et al., 2015). Portanto, se o resultado do
equipamento nao apresentou alarme para |G, a probabilidade de ndo haver |G nesta
amostra é de 90,5 %, de acordo com o resultado do VPN.

A avaliacdo da presenca de qualquer alarme de I1G (“Immat Gran?” ou “IG
Present”), considerando a contagem de IG = 1% na revisao de extenséo sanguinea,
a taxa de FN do nosso estudo seria de apenas 1 amostra, muito semelhante a estudos
anteriormente citados. As diferencas entre os dados do presente estudo com outros
trabalhos semelhantes podem ser devido ao critério de positividade da lamina de I1G
23% ou o0 modelo do equipamento analisado.

O critério de positividade da lamina utilizado por Stamminger e colaboradores
(2002) foi de pelo menos 2% de promieldcitos, mieldcitos ou metamieldcitos
detectados na lamina, enquanto Ruzicka e colaboradores (2001) consideraram a
presenca de = 1% de mieldcitos e / ou promieldcitos na categoria de precursores
mieldides. Ambos estudos avaliaram o modelo Sysmex XE-2100. Eilertsen, Heide e
Hagve (2014) avaliaram o XE-5000 utilizando como critério de positividade a presenca
de um unico miel6cito e promielécito (0,5%) e ou dois metamielécitos (1%) na
extensdo sanguinea, enquanto que Bruegel e colaboradores (2015) consideraram
22% de metamieldcitos ou 21% de mieldcitos / promieldcitos para caracterizar a
presenca do IG. Pérez e colaboradores (2016), avaliando o modelo XE-5000,
encontraram uma sensibilidade de 66,0% e especificidade de 83,6% considerando a
contagem de 21% de granulécitos imaturos.

A forma de selecdo das laminas e o modo de leitura aplicados no presente

estudo (sem o conhecimento prévio da contagem diferencial e dos alarmes que o
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equipamento liberou), poderiam ter influenciado nossos resultados. Na maioria dos
outros estudos, apenas laminas com flags especificos para cada analise sé&o
selecionadas. Além disso, os autores n&o informam sobre o conhecimento prévio dos
resultados para a avaliagdo microscépica da amostra. Sabe-se que o0 acesso do
observador aos relatorios liberados pelo equipamento antes da analise da extensao
sanguinea, leva a uma leitura tendenciosa para a pesquisa de determinada
anormalidade. Sendo assim, a contagem diferencial realizada com o conhecimento
prévio do tipo do alarme que esta sendo avaliado, pode induzir o observador a gerar
um maior numero de VP, o que pode consequentemente, aumentar a sensibilidade do
método.

Das 108 amostras de FN (8,5%), se retirarmos as amostras que apresentaram
outros alarmes, como “IG Present” (89), “Blast?” (2), “Left Shift?” (1), “Atypical
Lymph?”junto com "Abn Lympho/L._Blast?" (1) e amostras leucopénicas (5), restariam
apenas 10 amostras sem qualquer sinalizagao.

As amostras FP (n=99) foram aquelas que o XE-5000 sinalizou “Immat Gran?”
e a contagem diferencial ndo ultrapassou 3% de IG. Porém, a revisdo microscopica
seria desencadeada nessas amostras devido a outros fatores como: leucopenia
(n=21), leucocitose (n=31) ou pela presenga de outros alarmes suspeitos relacionados
aos leucocitos (n=24), como “Blast?”, “Left Shift?”, “Atypical Lymph?”, "Abn
Lympho/L_Blast?" e “WBC Abn Scattergrams”, restariam 23 amostras
verdadeiramente FP. Nenhuma amostra FP apresentou o alarme “IG Present”.

O desempenho analitico do alarme “lmmat Gran?” para as amostras
verdadeiramente positivas e negativas, apresentou sensibilidade e especificidade do
alarme de 94,8% e 98,0%, respectivamente.

Briggs e colaboradores (2011) relataram que as taxas de resultados falso-
positivos dos alarmes liberados sao altas em todos os analisadores e mostrou que as
melhorias desenvolvidas no modelo XE-5000, com algoritmos aprimorados para
sinalizacdo, em comparagdo com o XE-2100 reduziram o numero de revisdes de
ldmina e aumentaram a produtividade do laboratério. Para pacientes com historico
médico conhecido, a contagem de IG automatizada ja é considerada suficiente,
economizando, assim, tanto o tempo de preparo, quanto o tempo para a revisdo da
ldmina de extensao sanguinea (BRIGGS et al., 2011; SYSMEX, 2011b; GEORGE,
2012; CIMENTI et al., 2013).
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Apesar da boa correlagéo entre os métodos avaliados, a média da contagem
automatizada (1,4%) foi maior que a contagem manual (0,6%) para os granulécitos
imaturos, com uma diferencga significativa entre as mesmas (p<0,05). Em um estudo
realizado por Stamminger e colaboradores (2002), os resultados das contagens de |G
no analisador XE-2100 foram inferiores as contagens manuais. Outros autores
encontraram uma forte correlacdo entre os métodos, porém, com elevado desvio
padrdo nas contagens manuais de IG (FUJIMOTO et al.,, 2000; FERNANDES;
HAMAGUCHI, 2007; HOTTON et al., 2013). A contagem maior de |G pelo método
automatizado em relacdo a contagem manual pode ser devido as diferengas
morfologicas entre bastonetes e metamiel6citos que nem sempre sdo facilmente
distinguiveis. Enquanto que pela microscopia, um numero limitado de células é
identificado como bastonetes, o sistema automatizado ja considera um metamielécito
(FUJIMOTO et al., 2000; WEILAND et al., 2002; EILERTSEN; HAGVE, 2014).

Outra explicagcdo para a diferenca das contagens manual e automatizada
pode ser devido as estatisticas de contagem. Os equipamentos tém uma vantagem
estatistica sobre a contagem manual pelo maior numero de células contadas (RUMKE
etal., 1975; EILERTSEN; HAGVE, 2014). Eilertsen, Heide e Hagve (2014) verificaram
uma maior concordancia entre as contagens de |G automatizadas do que entre
contagens de |G a partir das duas contagens manuais. Além disso, a diferenca nas
contagens manual e automatizada também pode ser resultante de uma distribuigédo
nao-homogénea de leucocitos nas extensdes sanguineas. A técnica de cunha para a
preparagao das extensdes sanguineas pode causar uma distribuicdo ndo homogénea
de leucécitos nas laminas, sendo que células grandes, como o IG, podem ser
empurradas para a borda e para os lados da lamina e, assim, ndo serem visualizados
na area de examinagao para serem incluidos na contagem (FUJIMOTO et al., 2000;
PERKINS, 2003; EILERTSEN; HAGVE, 2014)

Estudos relataram que os bastonetes sdo os tipos celulares que mais
contribuem para a liberacao do alarme de “Immat Gran?”, levando ao questionamento
do alarme "Immat Gran?" também ser uma medida de desvio a esquerda (RUZICKA
et al., 2001; EILERTSEN; HAGVE, 2014). Neste contexto, o pequeno tamanho
amostral com desvio a esquerda (n=9) entre os resultados FP para o alarme de IG,

prejudicou esta avaliagéo.
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Embora os resultados quantitativos discordantes sejam complexos de avaliar,
nossos achados indicam que a contagem de |G pelo XE-5000 pode ser considerada

mesmo quando acompanhada por um alarme de "Immat Gran?".

6.2.2 Desvio a esquerda

Os analisadores hematologicos modernos fornecem uma contagem de
neutréfilos precisa, porém, na maioria dos modelos, ndo existe uma contagem
especifica de bastonetes (SENZEL; SPITZER; DECRISTOFARO, 2010). Os
equipamentos se limitam a gerar um alarme de desvio a esquerda, indicando a
necessidade da revisdo da extensdo sanguinea. O analisador Sysmex XE-5000
dispara o alarme “Left Shift?” (desvio a esquerda) baseado na combinacgéo de padrbes
de anormalidades detectados na area do grafico de dispersédo dos canais DIFF e IMI
(WEILAND et al., 2002; BRIGGS et al., 2011; SYSMEX, 2011b;2018).

O alarme de desvio a esquerda tem sido relatado como a causa mais
frequente para a revisdo morfolégica na rotina laboratorial (CORNBLEET, 2002;
NOVIS et al., 2006; WEERKAMP; TAAL; DE BOER, 2011).

A avaliacao do alarme “Left Shift?” realizada no presente estudo, apresentou
uma taxa de FN de 3,2% (n=41), ou seja, nessas amostras, a contagem manual de
bastonetes foi maior que 6%, porém, o equipamento nao sinalizou o alarme “Left
shift?”. Dessas 41 amostras FN, 28 delas apresentaram uma contagem de leucécitos
normal, sendo que 12 delas, houve a presenca de alarmes de granulocitos imaturos,
blastos e alarmes do diagrama de dispersdo anormal de leucdcitos, totalizando 16
amostras sem nenhuma sinalizagao adicional, correspondendo as laminas que néo
seriam revisadas pela microscopia ética.

A taxa de FP foi de 6,0% (n=76) das amostras, nas quais o equipamento
sinalizou o alarme “Left Shift?” sem uma contagem de 26% de bastonetes na extenséo
sanguinea. Em 47 dessas amostras, foram visualizados pelo menos um granulécito
imaturo em 200 células contadas e das 29 amostras em que n&o foram visualizadas
nenhuma célula imatura, 23 tinham bastonetes em quantidade menor que o critério
estabelecido (média de 2,4%). Nas amostras com o alarme “Left Shift?”, a
porcentagem média de neutrofilos bastonetes encontrada foi de 7,6% enquanto que,

para as amostras que néo apresentaram o alarme, a média foi de 1,3%.
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De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, o Sysmex XE-5000
apresentou uma sensibilidade moderada (66,9%) na detecgdo de amostras com
desvio a esquerda. A probabilidade do resultado sinalizado pelo XE-5000 apresentar
a alteracao foi de apenas 52,2%. A especificidade obtida para o alarme “Left Shift?”
mostrou que o equipamento foi capaz de excluir as amostras que nao apresentam
desvio a esquerda em 93,4% dos testes. A probabilidade das amostras sem o alarme
“Left Shift?”, serem realmente negativas foi de 96,3%.

Stamminger e colaboradores (2002) realizaram um estudo com o modelo XE-
2100 e encontraram uma sensibilidade de 43% e especificidade de 96% para o alarme
de desvio a esquerda, utilizando como critério a contagem de bastonetes de 6%. Neste
estudo, a combinag&o da contagem de bastonetes (>0,9 x 10°/L) e neutrdfilos > 80%,
aumentou a sensibilidade do alarme para 83%. Em um estudo realizado por Briggs e
colaboradores (2011) com o equipamento XE-5000, os autores encontraram valores
de 35,7% de sensibilidade e 98,4% de especificidade, porém, os mesmos nao
descrevem os critérios utilizados para a avaliagdo do desempenho desse alarme.

Em trabalho semelhante ao nosso, Kang e colaboradores (2008) utilizando o
modelo XE-2100 encontraram taxas de 3% e 7% de resultados FN e FP
respectivamente. Ruzicka e colaboradores (2001) encontraram uma taxa de FN de
1% e FP de 16% para o alarme “Left Shift?” utilizando o modelo XE-2100, porém, os
autores avaliaram o alarme de desvio a esquerda associado com o alarme de
granulécitos imaturos.

O presente estudo avaliou 159 amostras sinalizadas com o alarme “Left
Shift?”. A maioria destas amostras (91,8%) apresentaram junto ao alarme “Left Shift?”,
alarmes adicionais relacionados aos leucocitos, como “IG Present”, “Immat Gran?”,
“Blast?”, “Atypical Lymph?”, “Abn Lympho/L_Blast?” e “WBC Abn Scattergrams”.
Weerkamp e colaboradores (2011) observaram em 26,4% das amostras, o alarme

“Left Shift?” associado a outro flag.
6.2.3 Blastos
O alarme de blastos € uma das mensagens de alerta liberada pelos

analisadores hematoloégicos que apresenta importancia clinica das mais relevantes
(BRUEGEL et al., 2015).
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Na avaliacao dos alarmes de blastos realizada no presente estudo, o XE-5000
liberou 6,4% de resultados FP (n=81 de 1275), dos quais 77 deles eram amostras
adicionalmente marcadas pelos alarmes de granulécitos imaturos, desvio a esquerda
ou linfécitos atipicos, com leucocitose e leucopenia. Apenas 4 amostras nao
apresentaram nenhuma sinalizag&o adicional. A microscopia 6tica detectou em 64 das
81 amostras FP, pelo menos uma célula imatura mieléide ou a presenca de desvio a
esquerda. Entre as 10 amostras FN, apenas 2 laminas ndo seriam revisadas pela
microscopia pois nao apresentaram nenhuma sinalizagao ou anormalidade detectada
pelo equipamento, sendo considerada uma amostra verdadeiramente FN.

No presente estudo, foram detectados 21% de blastos em 31 amostras pela
microscopia 6tica, sendo 21 amostras classificadas como VP. A sensibilidade e
especificidade para o alarme de “Blast?” foi de 67,7% e 93,5%, respectivamente. Se
considerarmos a presenca de blasto (a partir de 0,5%) junto a sinalizagéo “Blast?”, 30
amostras foram caracterizadas como VP e 26 amostras FN, ndo alterando a
sensibilidade e especificidade do método avaliado (53,6% e 94,1% respectivamente).

Nossos dados revelam uma sensibilidade limitada do XE-5000 na sinalizagao
de blastos, corroborando com outros estudos que encontraram baixas taxas de
sensibilidade na deteccao de blastos (BRIGGS et al., 2011; EILERTSEN et al., 2013;
BRUEGEL et al.,, 2015; FURUNDARENA et al., 2017). Eilertsen e colaboradores
(2013), investigaram a confiabilidade do alarme de blastos em 3 analisadores
hematoldgicos Sysmex XE-5000. A presenga de uma unica célula blastica (0,5%)
encontrada na extensdo sanguinea foi considerada como resultado verdadeiro-
positivo. Os autores testaram diferentes limites de Q-flag em trés equipamentos, o que
resultou em uma variacao de sensibilidade para o alarme de blastos de 54,0 a 75,0%
entre eles. A sensibilidade mais alta foi obtida com valor de Q-flag de 100, 0 mesmo
utilizado em nosso estudo. O maior valor da especificidade (81,0%) foi obtida com Q-
flag de 300. Com um aumento da especificidade do alarme de blasto, os autores
reduziram a taxa de revisdo de lamina em 12%, com consequente aumento no niumero
de resultados falsos-negativos (de 13% para 19%) (EILERTSEN et al., 2013).

Bruegel e colaboradores (2015) demonstraram bons resultados para a
sensibilidade do alarme “Blast?” no modelo XN-2000. Hotton e colaboradores (2013)
relataram especificidade de 100% para este alarme, porém, os autores alcangaram

este resultado utilizando a associagao dos trés alarmes em conjunto (blastos, I1G e
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linfécitos anormais). Quando os autores consideraram apenas o alarme de blastos, a
sensibilidade foi de 72% para o XN-2000.

Na avaliacdo do alarme de ““Blast?” combinado com o alarme "Abn
Lympho/L_Blast?", Ruzicka e colaboradores (2001) ndo observaram um aumento na
sensibilidade da sinalizagao de blastos, mas sim, um aumento dos resultados de FP.
Os autores relataram que o modelo NE-8000 gerou duas vezes mais resultados FP
quando comparado ao modelo XE-2100 (11% vs 5%, respectivamente).

Apesar de alguns alarmes, como o “Blast?”, terem pouca capacidade de
prever a presenca de alteracbes especificas, a presenga de um alarme especifico
pode estar indicando a existéncia de qualquer outra anormalidade hematoldgica. Por
exemplo, uma contagem diferencial com sinalizagao da presenca de linfécitos atipicos
(“Atypical Lymph?”) pode significar a presenca de blastos na revisdo da extenséo
sanguinea (SIRECI et al., 2010b; CHABOT-RICHARDS; GEORGE, 2014).

De 81 resultados FP, em 64 amostras, ao invés da observagao de blastos,
foram visualizadas células imaturas mieldides e em uma amostra, linfécitos variantes.
Quatro amostras eram leucopénicas e 6 apresentaram contagem de leucécitos acima
de 20,0 x 10%uL. As 5 amostras FP restantes tiveram alarmes adicionais de
granulécitos imaturos. Portanto, somente em uma amostra ndo foi visualizada
nenhuma alteragédo compativel com o alarme de blastos.

Eilertsen, Vollestad e Hagve (2013), relataram que em amostras com blastos
observados na extensdao sanguinea, aproximadamente 5% nao apresentavam o
alarme “Blast?”. Os autores consideraram a presenga de um unico blasto (0,5%) como
uma lamina positiva. Nossos dados diferem dos resultados destes autores, onde
foram observados 21% de blastos na extensdo sanguinea em 0,8% das amostras
(n=10; FN), sem nenhum alarme de blasto acionado pelo XE-5000. Entre as 10
amostras falso-negativas, 7 apresentaram alarmes de “Atypical Lymph?” ou “Abn
Lympho/L_Blast?”, “IG Present”, “Left Shift?”, “Immat Gran?” ou “‘WBC Abn
Scattergrams”. Somente trés amostras FN ndo foram sinalizadas com nenhum outro
alarme relacionado aos leucécitos pelo equipamento. Porém, em duas delas, as
amostras eram leucopénicas e ainda teriam a extensdo sanguinea revisada devido a
amostra apresentar alarme de “PLT Abn Distrib” e “Fragments?”.

Ruzicka e colaboradores (2001) relataram excelente sensibilidade de
sinalizacao para blastos pelo modelo XE-2100 em contagem de leucécitos normais e

elevadas. Neste estudo, todas as 5 amostras FN exibiram contagem de leucdcitos
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abaixo de 2,5 x 10%L. Os autores compararam os modelos NE 8000 e XN 2100 e
obtiveram taxas de FN de 2% e 1 %, respectivamente.

Briggs e colaboradores (2011) encontraram 3 amostras falso-negativas para
o alarme de blastos pelo XE-5000 em pacientes com leucopenia. Estes dados
comprovam a baixa sensibilidade de sinalizacdo deste alarme em contagens de
leucocitos baixas (RUZICKA et al., 2001; BRIGGS et al., 2011).

A auséncia de blastos com a presencga de outras anormalidades encontradas
na extensao sanguinea quando o alarme “Blast?” é disparado, pode ser um indicativo
da necessidade de ajustes nas configuragcbes de fabrica para melhorar a performance
dos alarmes (EILERTSEN et al., 2013).

A aplicagédo de ajustes nos fatores (Q-flag) e algoritmos, deve ser realizada
com cuidado para que ocorra um equilibrio entre o risco de perder células patologicas
ou aumentar o numero de contagens manuais, resultando em uma menor
produtividade laboratorial (SIRECI et al., 2010b; EILERTSEN et al., 2013).

Essa discordancia pode ser devida as limita¢gdes da contagem diferencial pela
microscopia 6tica ou ao fato do observador néo ter visualizado a presenca de blastos
em uma contagem de 100 células. E bem conhecido que a classificagdo manual das
células é subjetiva e tem uma aplicacdo limitada em populagdes celulares de baixa
frequéncia. Desta maneira, torna-se dificil avaliar a relevancia da deteccdo de um
unico blasto (RUMKE et al., 1975; EILERTSEN; HAGVE, 2014).

Outro aspecto importante a ser avaliado nestes estudos, € a metodologia
utilizada na leitura das laminas. A revisao da lamina realizada de modo “cego” pelo
observador, ndo leva em conta uma contagem tendenciosa a procura de determinado
tipo celular, como ocorre em situagcdes onde se tem o resultado do equipamento no
momento da revisdo da lamina (VAN DER MEER; SCOTT; KEIJZER, 2004).

6.2.4 Linfocitos variantes

A citometria fluorescente incorporada nos analisadores hematologicos tem
melhorado a detecc¢éo dos linfécitos variantes e linfoblastos, o que pode ser util em
laboratérios que atendem servigos de oncologia (STAMMINGER et al.,, 2002). A
evolugdo da eficiéncia destes alarmes pode ser comprovada com a reducao do

numero de sinalizagdes falso-positivas para linfocitos variantes de 11,4% para 4,5%
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comparando-se os modelos XE-2100 e XE-5000, respectivamente (BRIGGS et al.,
2011).

Na maioria dos equipamentos, o0 numero de alarmes relacionados a presenca
de linfécitos anormais ou atipicos restringe-se a um tipo de alarme. Nos modelos mais
recentes da Sysmex, sdo incorporados dois tipos destes alarmes: “Atypical Lymph?”
e “Abn Lympho/L_Blast?” (BRIGGS et al., 2011).

No presente estudo, para a avaliacdo de cada um dos alarmes “Atypical
Lymph?” e “Abn Lympho/L_Blast?” considerou-se, de forma separada, uma analise
com a contagem de linfocitos variantes encontrados na extensdo sanguinea e em
outra, a contagem de linfécitos anormais (pré-linfécitos, plasmaocitos e linfoblastos).
Por ultimo, foi analisada a contagem de todos os linfécitos variantes e anormais com
a soma dos dois tipos de alarmes: “Atypical Lymph?” e “Abn Lympho/L_Blast?”.

Em um estudo conduzido por Kang e colaboradores (2008), utilizando o
analisador XE-2100, foi observado que 1,2% das amostras (n=5) apresentaram mais
de 5% de linfécitos variantes encontrados na andlise da extensdo sanguinea,
juntamente com o alarme “Atypical Lymph?”. Ruczika e colaboradores (2001)
encontraram 5% (22/486) das amostras com 25% de linfocitos atipicos. A taxa de
falso-negativo do presente estudo foi semelhante as encontradas no estudo conduzido
por Kang e colaboradores (2008) utilizando outros equipamentos (Cell-Dyn-Safira=
0,7%; ADVIA modelo 120= 0,5%; Beckman-Coulter LH 750= 1,2% e Sysmex XE-
2100= 0,7%).

A sensibilidade para a deteccao de linfocitos variantes foi baixa, tanto para o
alarme de “Atypical Lymph?” quanto para o alarme “Abn Lympho/L_Blast?”. Resultado
semelhante foi obtido por Ruczika e colaboradores (2001), utilizando o analisador
hematolégico modelo XE-2100.

Outra explicagcdo para este comportamento estaria relacionada as
caracteristicas morfolégicas muito heterogéneas que os linfécitos variantes e as
células linféides apresentam. A subjetividade da analise morfoldgica realizada pela
microscopia 6tica € mais complexa quando se trata da identificagdo destas células,
sendo que até analistas experientes, apresentam dificuldades no seu relato correto
(RUZICKA et al., 2001; STAMMINGER et al., 2002; HOFFMANN, 2004; VAN DER
MEER et al., 2004; BRIGGS et al., 2011).

A dificuldade em classificar corretamente linfocitos variantes é tema de

discussdo ha muitos anos. Koepke, em 1977 (citado por SIRECI et al., 2010b) ,
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usando dados de um ensaio de proficiéncia enviado para mais de 4000 laboratérios
nos Estados Unidos, relatou um coeficiente de variagdo de 88% para a contagem de
linfécitos atipicos. Van der Meer (2007), ao enviar imagens (PowerPoint) de leucocitos
para 671 analistas de 157 laboratérios na Holanda, detectou significativa variabilidade
inter-observadores na classificacéo de linfocitos atipicos (34%), inclusive quando a
mesma célula foi mostrada duas vezes.

Briggs e colaboradores (2011) obtiveram sensibilidade maior do que a
observada em nosso estudo quando avaliou os dois alarmes de células linféides em
conjunto (51,2%). Na avaliacdo dos alarmes “Atypical Lymph?” e “Abn
Lympho/L_Blast?” em conjunto, a sensibilidade encontrada no presente estudo foi
maior (61%) para a detecgéo de linfocitos variantes e anormais em comparagao com
a avaliagdo dos alarmes separados. Kang e colaboradores (2008) encontraram uma
boa sensibilidade (89,6%) na avaliagdo conjunta dos dois alarmes.

Chhuy e colaboradores (2013) demostraram que o disparo do alarme de ABN
LIMPH do XE-5000 esta correlacionado com altas contagens de linfécitos
(particularmente acima de 4 x 10°/L).

No presente estudo, também foi observada uma maior frequéncia de alarmes
"Abn Lympho/L_Blast?" em amostras com linfocitose (35,1%) quando comparadas as
amostras com linfopenia (10,5%), correspondendo as contagens de linfécitos >5,0 e
<0,8 x 10%L, respectivamente. Corroborando, a frequéncia do alarme “Atypical
Lymph?” foi de 24,4% em amostras com linfocitose e 2,2% em amostras com
linfopenia.

A especificidade dos alarmes de linfécitos variantes e anormais foi alta em
todas as avaliagdes dos alarmes. Outros autores encontraram resultados semelhantes
nos modelos XE-5000 (95,3%) e XE-2100 (95,0% e 89,6%) (RUZICKA et al., 2001;
KANG et al., 2008; BRIGGS et al., 2011). Estes resultados apontam uma grande
probabilidade de um alarme para linfécitos variantes dar negativo em amostras que
nao contém esta anormalidade (especificidade >90%), reforcando o alto VPN obtido
em nossas analises (99,4 a 100%).

Nossos resultados, vém ao encontro dos achados de outros autores, quanto
a dificuldade na aplicacdo das informacdes fornecidas pelos analisadores
hematolégicos na analise quantitativa e qualitativa das células linfoides. Tal quadro
reforca a necessidade de padronizagdo e intenso treinamento para a equipe de

profissionais que revisam extensdes sanguineas.
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6.2.5 Eritroblastos

Para alguns analisadores hematologicos, a contagem dos eritroblastos tem
efeito direto sobre a contagem de leucocitos, pois podem ser identificados como um
pequeno linfécito maduro, sendo necessaria a contagem dos eritroblastos pela
microscopia Otica e a corregdo da contagem total de leucocitos (BRIGGS, 2009;
HWANG et al., 2016)

O analisador Sysmex XE-5000 quantifica os eritroblastos através da citometria
de fluxo fluorescente, o qual permite a discrimina¢ao dos eritroblastos entre as outras
células nucleadas, fornecendo uma contagem total dos leucécitos e a contagem de
linfécitos corrigida (BRIGGS et al., 2000; RUZICKA et al., 2001; BRIGGS et al., 2011;
PIPITONE et al., 2012; HWANG et al., 2016; FURUNDARENA et al., 2017; SYSMEX,
2018). O alarme “NRBC?” € gerado quando a contagem de eritroblastos néo é
realizada e quando eventos sao detectados na area dos eritroblastos no diagrama de
disperséo do canal DIFF e do canal NRBC.

A avaliagcéo do alarme “NRBC?” realizada no presente estudo, mostrou uma
sensibilidade baixa na detecgdo de eritroblastos, mas uma especificidade alta,
considerando contagens de eritroblastos igual ou acima de 1% na extenséo
sanguinea. Estudos semelhantes consideraram a positividade da extensao
sanguinea, aquelas cuja quantidade de eritroblastos é de no minimo 0,5% (BRIGGS
et al.,, 2000; RUZICKA et al.,, 2001). Na avaliagédo do uso de 0,5% ou de 1% de
eritroblastos na extensao sanguinea realizada no presente estudo, nao foi observada
uma mudanga significativa na sensibilidade e na especificidade do alarme “NRBC?”.

O equipamento XE-5000 realizou a contagem de eritroblastos em 364
amostras entre as 1275 selecionadas apds a triagem, mas somente 37 delas
apresentaram mais de 1% de eritroblastos pela contagem automatizada. O
equipamento realizou a contagem de eritroblastos através do canal RET, somente
para as amostras em que havia um pedido de contagem de reticul6citos programado
pelo operador. Inicialmente, o equipamento sinalizou 126 amostras com NRBC?, mas
apo6s a triagem foram removidas as amostras que ndo apresentaram qualidade da
lamina, restando 122 delas. Em 108 amostras foram encontrados eritroblastos igual
ou acima de 1% no exame microscopico, com 67 amostras falso negativas para o
alarme “NRBC?”. Destas, 30 amostras apresentaram contagens de eritroblastos de

1% e em 13 amostras, foram contadas até 2 eritroblastos em 100 leucécitos no exame
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microscopico. Entre as 67 amostras FN, em 22 amostras o equipamento sinalizou o
alarme quantitativo “NRBC Present”, indicando que a amostra continha mais de 2%
de eritroblastos, nao ultrapassando o limite necessario para o disparo do alarme
“NRBC?”. Na avaliagao conjunta, onde os dois alarmes relacionados a presencga de
eritroblastos foi encontrado (“NRBC?” e “NRBC Present’), a sensibilidade e a
especificidade aumentaram (58,3% e 95,8%, respectivamente), com VPP e VPN de
42,9% e 96,0%, respectivamente.

Houve uma forte correlagéo entre as contagens manual e automatizada de
eritroblastos, similar as encontradas em outros estudos (BRIGGS et al., 2011;
PIPITONE et al., 2012; TANTANATE; KLINBUA, 2015). Os valores de eritroblastos
obtidos pela contagem manual variaram entre 0% a 293%. Em contagens com menos
de 2% de eritroblastos pelo método manual, o modelo XE-5000 apresentou contagens
maiores, provavelmente pelo maior numero de célula analisadas. Por outro lado, as
contagens manuais tendem a superestimar a quantidade de eritroblastos em
situagdes onde estas células estdo em maior numero na circulagéo (BRIGGS et al.,
2000; RUZICKA et al., 2001).

Briggs e colaboradores (2000) comparando a contagem de eritroblastos pelos
métodos manual e automatizado (modelo Sysmex XE-2100), obtiveram uma taxa de
FN acima daquela encontrada no presente estudo (9,5% vs 5,2%). Os autores
observaram que na avaliacdo de 149 amostras patolégicas, ndo foram sinalizados
alarmes relacionados ao eritroblastos em duas amostras, uma proveniente de
paciente com mielodisplasia (1,5%) e a outra de um recém-nascido (1%).

A avaliacdao do alarme “NRBC” é dificil de ser mensurada, pois esta
determinacdo depende de contagem adicional, requerida pelo analisador. Desta
forma, a aplicabilidade da contagem dos eritroblastos no modelo XE-5000 é limitada
quanto ao seu uso na rotina laboratorial. A contagem de eritroblastos propriamente
dita somente foi realizada, de forma adicional, quando na amostra foi solicitada
conjuntamente a contagem de reticul6citos, o que limita uma analise como a realizada
em outros alarmes, como os de granulécitos imaturos e blastos. Além disto, a elevacao
dos custos do exame frequentemente desestimula sua contagem. Com isto, cabe aos
fabricantes concentrarem esforgos técnicos para tornar a contagem de eritroblastos

mais acessivel as rotinas laboratoriais.
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6.2.6 Plaquetas e agregados plaquetarios

Alguns analisadores hematoldgicos sao capazes de gerar alarmes quando ha
suspeita da presenca de agregados plaquetarios na amostra. A sensibilidade e
especificidade destes alarmes é bastante variavel entre os diferentes equipamentos
disponiveis no mercado (BRIGGS et al., 2007; ZANDECKI et al., 2007; GULATI et
al., 2013; BRUEGEL et al., 2015).

Os resultados da presente pesquisa demostraram que os alarmes de
agregados plaquetarios (“Plag Clumps?”) liberados pelo Sysmex XE-5000
apresentaram baixa sensibilidade e boa especificidade em identificar agregados
plaquetarios. Outros estudos que avaliaram o desempenho do analisador Sysmex XE-
5000 na deteccédo de agregados plaquetarios obtiveram indices de sensibilidade e
especificidade de 57% e 99 % (HAWKINS et al., 2016) e de 10% e 98,4% (BRIGGS
et al., 2011) respectivamente, o que ilustra que o alarme de agregados plaquetarios
nao é totalmente confiavel nos analisadores avaliados.

A baixa sensibilidade do método dificulta a identificacdo de situagdes que
levam a formacdo de agregacéo plaquetaria e reforca a necessidade da analise
microscopica para sua detecgdo. Desta forma, a avaliagdo da extensdo sanguinea
pela microscopia 6tica ainda é de extrema importédncia em um hemograma, devido as
limitagdes que o método automatizado apresenta (GULATI et al., 2013; COMAR,;
MALVEZZI; PASQUINI, 2014; BRUEGEL et al., 2015).

Apesar da possivel influéncia de agregados plaquetarios sobre a contagem
de plaquetas, o resultado do presente estudo ndo demostrou diferenca significativa
entre a contagem de plaquetas pelo XE-5000 e a microscopia 6tica. Uma possivel
explicagéo para este resultado pode ser devido ao pequeno numero de alarmes “Plaq
Clumps?” sinalizados pelo equipamento.

Nossos resultados reforcam a necessidade de definir um critério para
caracterizar um agregado plaquetario na extensdo sanguinea. O uso de cinco
plaquetas unidas para afirmar que é um agregado plaquetario necessita maior
divulgacao, para que outros estudos, com outros analisadores hematolégicos sejam
realizados e, desta forma, seja possivel melhorar a discussdo sobre a real
aplicabilidade desta definigcao.

Este quadro dificulta uma conclusdo mais apurada sobre o uso deste alarme.

Fica claro porém, que cada laborat6rio deve ter um protocolo definido sobre a tomada
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de agdo em amostras que apresentem alarmes para agregados plaquetarios liberados
pelo equipamento ou quando a analise microscopica das plaquetas deve ser
realizada, ndo s6 em relagdo a contagem, mas também na pesquisa de agregados
plaquetarios e plaquetas gigantes, fatores esses que geram resultados falsamente
diminuidos (BRIGGS et al., 2007; ZANDECKI et al., 2007; COMAR et al., 2014).

6.2.7 Esquizécitos

A contagem automatizada de esquizocitos € recomendada pelo ICSH
Schistocyte Working Group como complemento util ao exame microscopio para o
monitoramento de pacientes com o diagnostico de TMA. A liberacao dos resultados é
rapida, de baixo custo e com reprodutibilidade excelente (especialmente em altas
contagens) (BANNO et al., 2005; ZINI et al., 2012).

Devido ao maior numero de células contadas pelos métodos automatizados
em comparagdo com a contagem manual, a imprecisao da contagem automatizada
tende a ser menor (SAIGO et al.,, 2002; BANNO et al.,, 2005; BUTTARELLO;
PLEBANI, 2008).

A contagem manual de esquizécitos também apresenta grande variabilidade
na interpretagdo morfolégica entre os laboratorios e entre os observadores. A falta de
padronizacdo de critérios de identificacdo e de metodologias utilizadas para a
contagem de esquizocitos torna a informacéo diagndstica deste achado muitas vezes
inconsistente (BANNO et al., 2005; LESESVE et al., 2005; BUTTARELLO; PLEBANI,
2008; ZINlI et al., 2012).

No presente estudo, a contagem de esquizécitos foi obtida em porcentagem,
apo6s a avaliagao de 474 extensdes sanguineas, onde 1000 eritrocitos foram contados
e classificados usando os critérios morfolégicos descritos anteriormente.

A fraca correlagado (r=0,25) entre a porcentagem de esquizécitos detectada
pelo método manual e a contagem automatizada (indice FRC%) no presente estudo,
nao estdo de acordo com outros estudos, os quais indicam boa correlagéo entre os
dois métodos (JIANG et al., 2001; SAIGO et al., 2002; LESESVE et al., 2004; BANNO
et al.,, 2005; BUTTARELLO; PLEBANI, 2008; CHALVATZI et al., 2013).

Nossos resultados demostraram que a contagem manual de esquizocitos foi
significativamente menor quando comparada ao método automatizado,

independentemente da condicéo clinica do paciente. Esse dado difere de outros
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autores que apontam que a contagem de esquizécitos manual tende a ser maior do
que a automatizada (BANNO et al., 2005; CHALVATZI et al., 2013).

A diferenga obtida ao compararmos com trabalhos semelhantes, pode ser
explicada pelos critérios morfoldgicos utilizados. A contagem de esquizocitos
realizada nesta pesquisa seguiu os critérios definidos pelo ICSH e o método de analise
das laminas foi previamente padronizado. Estudos sugerem que a superestimacéao da
contagem de esquizdcitos pela microscopia, provavelmente se deve a grande
variabilidade inter-observador que ocorre devido a falta de critérios morfologicos
previamente definidos para identificacdo dos esquizécitos (BANNO et al., 2005;
BUTTARELLO; PLEBANI, 2008).

Os valores normais encontrados em diversos estudos variam de menos de
0,1 a 0,6 esquizécitos por 1000 eritrocitos. Resultados semelhantes foram observados
no presente estudo (ARNETH; MENSCHIKOWKI, 2015). No entanto, deve-se estar
atento com a interpretacdo das contagens relatadas de esquizdcitos, uma vez que as
contagens automatizadas podem erroneamente contar micrécitos como esquizécitos
(ARNETH; MENSCHIKOWKI, 2015).

Na avaliagdo do flag de fragmentos eritrocitarios, o equipamento n&o
apresentou boa sensibilidade: das 76 laminas que continham esquizdcitos na
extensdo sanguinea, o analisador XE-5000 sinalizou o alarme Fragments? em apenas
18 amostras. A especificidade encontrada foi excelente (96,0%), com VPP de 52,9 e
VPN de 86,8. A correlacao foi fraca entre as amostras que apresentaram alarmes de
fragmentos eritrocitarios e as que atingiram o critério de positividade para esquizocitos
(= 1% esquizécitos em 1000 eritrécitos) na lamina.

Briggs e colaboradores (2011) apontaram que o alarme “Fragments?” néao
apresentou boa sensibilidade nos equipamentos avaliados: das 33 extensdes
sanguineas com presenca de fragmentos eritrocitarios, o modelo XE-2100 sinalizou
apenas 7 amostras enquanto que o modelo XE-5000 sinalizou apenas 3 amostras.
Por sua vez, outros estudos demostraram que o alarme de fragmentos eritrocitarios
apresenta boa sensibilidade (entre 91,8% e 100%) e baixa especificidade no
diagnéstico de TMA (de 20% para 52,2%) (LESESVE et al., 2004; BUTTARELLO;
PLEBANI, 2008; ZINI et al., 2012). A alta sensibilidade e baixa especificidade pode
ocorrer devido a presencga de aniso-poiquilocitose e fragmentos eritrocitarios que néo

sejam esquizdcitos, causando um maior indice de FP, o qual, na rotina laboratorial
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deve levar a um exame microscopico da extensdo sanguinea para confirmar a
presenca de esquizocitos (LESESVE et al., 2004; BRIGGS, 2009).

Nosso estudo apresentou uma taxa de FP de 3,4% (n=16). Na maioria dos
analisadores hematologicos, os fragmentos eritrocitarios sao identificados com base
no tamanho e teor de hemoglobina, independentemente da sua forma; portanto,
outras particulas, como pequenos eritrocitos ou mesmo fragmentos de membrana
podem ser incluidos na contagem, o que poderia explicar casos de amostras falso-
positivas (BANNO et al., 2005; BUTTARELLO; PLEBANI, 2008; ZINI et al., 2012;
ARNETH; MENSCHIKOWKI, 2015).

Neste contexto, fica claro que os métodos automatizados podem ser uteis
para fins de triagem (quando clinicamente apropriado). Além disso, a presencga de
alarme de fragmentos eritrocitarios € um importante estimulo para um exame
microscopico mais criterioso em relacédo a presenga destas células na extenséo
sanguinea (LESESVE; SALIGNAC; LECOMPTE, 2007; BUTTARELLO; PLEBANI,
2008). Como a sensibilidade e a especificidade do alarme Fragments?” tem se
mostrado bem variavel, é recomendavel que este parametro seja avaliado tanto em
amostras patologicas, quanto em amostras normais, antes de sua introdugcéo na
pratica laboratorial (BUTTARELLO; PLEBANI, 2008; BRIGGS et al., 2014; LESESVE
et al., 2015).

6.3 PARAMETROS DE PESQUISA

O analisador hematolégico Sysmex XE-5000 fornece, além dos parametros
usuais do hemograma, parametros de pesquisa com potencial utilizagdo na pratica
clinica. Entre esses, consideramos relevante avaliar neste estudo, os parametros
estruturais e de maturagéo de neutréfilos (NEUT-X e NEUT-Y), os linfocitos de alta
fluorescéncia, denominado paradmetro HFLC, bem como o indice de fragmentos

eritrocitarios (FRC).
6.3.1 NEUT-X e NEUT-Y
O indice de granularidade NEUT-X representa a granulagdo toxica do

neutréfilo, obtido pela citometria de fluxo fluorescente através da medigcéo da luz de

dispersao lateral. Por sua vez, o que o parametro NEUT-Y, avalia a maturidade
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nuclear dos neutrofilos através do conteudo de acido nucleico celular (DNA e RNA),
medido pela intensidade da fluorescéncia no canal DIFF da linha XE da Sysmex
(FURUNDARENA et al., 2010; ZIMMERMANN et al., 2011; LUO et al., 2013).
Combinado com outros parametros, os indices de granularidade podem ser utilizados
pelos clinicos como uma importante ferramenta na detecgdo de neutrofilos hipo ou
hipergranulados que ocorrem, por exemplo, durante as mielodisplasias ou em
processos inflamatorios, respectivamente (FURUNDARENA et al., 2010; LE ROUX et
al., 2010; LUO et al., 2013; CORNET; BOUBAYA; TROUSSARD, 2015).

A correlagao entre a ativagcédo de neutréfilos e o indice de granularidade tem
sido estudada, porém, dados concretos de sua aplicabilidade clinica no diagnéstico
de doencas infecciosas ou sepse sao escassos (LINSSEN et al., 2008;
FURUNDARENA et al.,, 2010; ZIMMERMANN et al., 2011; LUO et al., 2013;
CORNET et al., 2015). Além disso, a definicao de intervalos de referéncia confiaveis
para estes parametros ainda n&o é bem clara.

No presente estudo, inicialmente foi avaliado um grupo de amostras para a
determinacao dos valores normais desses novos parametros de pesquisa (amostras
negativas obtidas a partir de um estudo anterior descrito por SPEZIA, 2015). Em
seguida, foi analisado o potencial desses parametros na interpretacdo da contagem
de IG em amostras de sangue coletadas de pacientes que apresentaram contagem
de IG aumentada (>3%). Também foram avaliados a relagcdo do indice de
granularidade com outros parametros representativos de processos infecciosos, como
desvio a esquerda e granulagdes toxicas

Os resultados encontrados nas amostras negativas para NEUT-X e NEUT-Y
foram semelhantes ao estudo publicado por Furundarena e colaboradores (2010).

Um valor médio de NEUT-X e NEUT-Y mais elevado que em amostras
normais, foi observado em amostras com presenga de granulagdes toxicas,
reforcando a ideia de que existe uma associagéo entre os indices de granularidade
com processo inflamatérios ou infecciosos (AL-GWAIZ;, BABAY, 2007,
ZIMMERMANN et al., 2011; LUO et al., 2013).

Buscando um entendimento sobre o significado dos valores aumentados de
NEUT-X nas amostras em estudo, explorou-se a relagdo entre este parametro e a
granularidade do citoplasma dos neutrofilos. Os resultados obtidos mostraram uma
correlacao fraca entre o NEUT-X e as granulagbes tdxicas dos neutréfilos em todas

as amostras avaliadas (r=0,34).
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Zimmermann e colaboradores (2011) avaliaram o indice-Gl (G/-Index) como
um parametro para a granularidade dos neutréfilos em doencas inflamatorias. Este
indice é calculado a partir de um desvio-padrao da média de NEUT-X e observaram
uma boa correlagdo da granulagéo toxica dos neutréfilos visualizadas na extensao
sanguinea com o indice-Gl.

Na amostragem estudada, aproximadamente 10% das amostras
apresentaram uma contagem de IG acima de 3%, resultado semelhante ao
encontrado por Cornet e colaboradores (2015). A correlagéo dos parametros NEUT-
X e NEUT-Y com o percentual de granulagdes téxicas encontradas em amostras com
contagem de |G > 3% foi fraca (r=0,50 e r=0,46, respectivamente), porém, superior a
correlagédo encontrada na analise com todas as amostras. Cornet e colaboradores
(2015) nao encontraram correlagao entre a contagem de IG (% e #) com o indice de
granularidade e a intensidade reativa dos neutréfilos do Sysmex XN-1000, que sé&o
parametros equivalentes ao NEUT-X e NEUT-Y.

Resultados semelhantes de coeficiente de correlacédo foram obtidos na
avaliacao da granulacdo téxica dos neutréfilos em amostras que apresentaram
alarmes relacionados aos granulocitos imaturos, desvio a esquerda e blastos e em
amostra com neutrofilia, apesar dos valores médios de NEUT-X e NEUT-Y serem
significativamente maiores nesses grupos estudados.

A utilizagcdo desses parametros contribui tanto para diagnéstico clinico e
laboratorial como para a melhora do fluxo de trabalho e podem ser utilizados como
uma metodologia alternativa no diagnéstico das sindromes mielodisplasicas e nas
sepses. Porém, mais estudos sao necessarios para avaliar a real aplicabilidade

desses parametros de pesquisa.

6.3.2 HFLC

O parametro de pesquisa HFLC indica a presenca de linfocitos altamente
ativados, como células B ativadas ou células plasmaticas (OEHADIAN et al., 2015).
Alguns linfocitos atipicos sdo formados a partir da diferenciagdo de linfécitos B em
células plasmaticas, em resposta a estimulagcao antigénica (XIE et al., 2017). Esta
fungdo efetora das células B torna seu citoplasma rico em RNA, sugerindo a

capacidade de produgao de proteinas (anticorpos) por essas células, que podem ser
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detectadas pela intensidade de fluorescéncia no canal DIFF como linfocitos altamente
fluorescentes (LINSSEN et al., 2007).

Os linfécitos altamente fluorescentes (HFLC) raramente s&o vistos no sangue
periférico de individuos normais; portanto, os valores de HFLC de individuos
saudaveis devem ser zero ou proximos de zero (ARNETH; MENSCHIKOWKI, 2015).
Essas células normalmente residem na medula éssea ou em alguns tecidos linféides
periféricos, mas podem atravessar o sistema linfatico e alcangcar a circulagéo
sanguinea (LINSSEN et al.,, 2007). Os pacientes com sepse mostraram niveis
significativamente elevados de HFLCs, podendo estes ser uteis para monitorar
pacientes com infecgdes e ou sepsis (ARNETH; MENSCHIKOWKI, 2015). Por esta
razao, o aumento do numero de células plasmaticas no sangue pode indicar algumas
patologias, como doengas infecciosas, autoimunes ou malignidade hematoldgica
(LINSSEN et al., 2007; GEORGE, 2012).

Portanto, a capacidade de medir células plasmaticas pelo parametro HFLC
em um analisador hematoldgico de rotina pode ser vantajosa e util para o diagnéstico
clinico e o monitoramento terapéutico em muitas doencas (LINSSEN et al., 2007).

O analisador Sysmex XE-5000, identifica os linfécitos atipicos localizados na
regiao HFLC do diagrama de dispersdo do canal DIFF, pelo aumento no valor de
HFLC%. Embora as células plasmaticas decorrentes de tumores, como linfoma
linfoplasmocitico e linfoma de células B, também estejam localizadas préxima da
regido HFLC do diagrama de dispersao, foi relatado que o HFLC% n&o aumenta em
tais casos (XIE et al., 2017).

No presente estudo, a presenca de linfocitos variantes e anormais observadas
pelo método manual foi comparado com o parametro HFLC obtido no modelo XE-
5000. As populacdes de células analisadas foram descritas no item 4.2.3. Os valores
de HFLC encontrados nas amostras negativas estdo de acordo com os valores
publicados por Pekelharing e colaboradores (2010) e séo estatisticamente diferentes
dos valores médios encontrados nas amostras consideradas positivas. Também
houve diferenca significativa entre os valores de HFLC encontrados nas amostras
negativas e amostras com contagens de linfécitos acima de 70%, amostras
sinalizadas com os alarmes "Abn Lympho/L_Blast?" e principalmente nas amostras
com o alarme “Atypical Lymph?”.

Houve uma correlacdo moderada entre o HFLC e as amostras que

apresentaram o alarme “Atypical Lymph?”. Por outro lado, a correlagdo entre o



102

parametro HFLC e presenca de células plasmaticas, linfécitos variantes, alarme "Abn
Lympho/L_Blast?" e amostras com linfocitose foi fraca.

O valor médio de HFLC encontrado nas amostras que apresentaram o alarme
“Atypical Lymph?” se aproxima dos valores encontrados por XIE e colaboradores
(2017). Neste estudo, o autor relatou que um aumento no numero de HFLC foi
principalmente devido a presencga de linfécitos atipicos detectados pela microscopia
Otica em amostras provenientes de pacientes com infec¢do viral. Fang e
colaboradores (2014) definiram que valores de HFLC acima de 1% s&o considerados
elevados.

No estudo realizado por Linssen e colaboradores (2007), foi demonstrado que
0s monocitos, |G, células “Natural Killer* (NK) e linfécitos atipicos ndo apresentaram
correlagédo com a contagem de HFLC. Por outro lado, os linfécitos B ativados definidos
na extensdo sanguinea como células plasmaticas, resultaram em uma excelente
correlacdo com HFLC.

A utilizacao dos valores encontrados entre o parametro HFLC e a pesquisa
de linfécito variantes na extenséo sanguinea parece ser aplicavel na rotina laboratorial
em algumas situagdes. Algumas limitacdes da aplicagcao deste parametro observadas
no presente trabalho podem estar relacionadas ao pequeno numero de amostras que
apresentaram linfocitos variantes na extensado sanguinea. Porém, valores altos de
HFLC pode ser um elemento adicional para a pesquisa mais cuidadosa de linfocitos

atipicos na extensao sanguinea.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no estudo de 1296 hemogramas provenientes de
pacientes atendidos na Se¢édo de Hematologia da UAD do HC-UFPR, analisadas pelo
analisador hematoldgico Sysmex XE-5000 e pela microscopia o6tica, permitiram as
seguintes conclusdes:

e As contagens diferenciais de leucdcitos (exceto basdfilos), granulocitos
imaturos, eritroblastos e plaquetas realizadas pelo XE-5000 apresentaram
forte correlagdo com a contagem manual, apresentando-se como uma
alternativa na avaliagédo quantitativa dessas células;

e Os alarmes que sinalizaram a suspeita de blastos ("Blast?”), granulocitos
imaturos (“I/mmat Gran?”), desvio a esquerda (“Left Shift?"), linfocitos
variantes (“Atypical Lymph?” e “Abn Lympho/L_Blast?”), eritroblastos
("NRBC?"), fragmentos eritrocitarios ("Fragments?") e agregados plaquetarios
("Plaq Clumps?") apresentaram alta especificidade (superior a 91%), ou seja,
nas amostras analisadas pelo analisador XE-5000, a presenca de
determinada anormalidade se mostrou improvavel quando o respectivo
alarme néo foi disparado;

e Os alarmes suspeitos para a presenca de granulocitos imaturos (“Immat
Gran?’), linfocitos variantes (“Atypical Lymph?”), eritroblastos ("NRBC?"),
agregados plaquetarios ("Plag Clumps?") e fragmentos eritrocitarios
("Fragments?”) apresentaram baixa sensibilidade (de 23,7% a 37,9%), o que
indica um desempenho insuficiente do analisador XE-5000 para sinalizar a
presenca destas anormalidades celulares na amostra;

e A combinagdo dos alarmes “Atypical Lymph?” e “Abn Lympho/L_Blast?”
melhorou a sensibilidade destes alarmes na deteccdo da presenca de
linfécitos variantes pela microscopia 6tica;

e Os parametros de pesquisa NEUT-X e NEUT-Y apresentaram fraca
correlagdo com alteragcbes reacionais dos neutréfilos, como a presenca de
granulagbes toxicas, bem como com a presenca de desvio a esquerda e/ou
contagem de granulécitos imaturos acima de 3%;

e O parametro de pesquisa HFLC e FRC apresentaram valores médios

estatisticamente diferentes no grupo de amostras positivas em comparagao
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com o grupo de amostras negativas, demostrando o potencial destes
parametros em indicar a presencga de alteragdes reacionais dos linfocitos e
fragmentos eritrocitarios, respectivamente;

A contagem de leucécitos e eritroblastos fornecida pelo XE-5000 é confiavel,
porém para alguns grupos celulares, o exame microscépico da extensao
sanguinea continua sendo necessario para a deteccao destas células;

Os resultados obtidos no presente estudo devem ser analisados de forma
individualizada, respeitando a caracteristica amostral e a tecnologia utilizada
no equipamento estudado.

Neste contexto, o trabalho ressalta a importdncia de se conhecer as
caracteristicas técnicas e analiticas de cada equipamento, visando o correto
emprego da tecnologia que o mesmo oferece, pois, apesar das suas
deficiéncias, (principalmente os alarmes que demandam de uma confirmagéo
através da reviséo da lamina), os analisadores hematologicos fornecem dados

muito precisos e de real aplicabilidade para o clinico na rotina laboratorial.
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APENDICE 1 - RESULTADOS DO DESEMPENHO DOS ALARMES

Os resultados do desempenho dos alarmes de granuldcitos imaturos, desvio a esquerda, linfécitos
variantes e linfocitos anormais, blastos, eritroblastos, agregados plaquetarios, fragmentos eritrocitarios,
bem os valores de VP, FP, FN e VN de cada alarme estéo descritos nos quadros abaixo, onde VP =
verdadeiro positivo; FN = falso negativo, VN = verdadeiro negativo e FP = falso positivo, a partir de uma
tabela de contingéncia, conforme QUADRO MODELO.

QUADRO MODELO: MATRIZ PARA ANALISE DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE

Analise Manual (referéncia)
Resultados
Positivo Negativo
Positivo VP FP
Sysmex XE-5000 Verdadell__r;zl Positivo FalsoVPr\?snwo
Negativo Falso Negativo Verdadeiro Negativo

VP, verdadeiro positivo; FN, falso negativo; VN, verdadeiro negativo; FP, falso positivo

Os alarmes liberados pelo Sysmex XE-5000 foram comparados com a analise morfol6gica da extens&o
sanguinea, descritos a seguir como o respectivo alarme versus a categoria celular correspondente.

Analise Manual (referéncia)
Resultados Metamieldcito, Mielocito e/ou promielécito
Positivo Negativo
Sysmex XE-5000 Positivo 44 99
“Immat Gran?” | Negativo 108 1024
Analise Manual (referéncia)
Resultados Bastonetes
Positivo Negativo
Sysmex XE-5000 Positivo 83 76
“Left Shift?” Negativo 41 1076
Analise Manual (referéncia)
Resultados Linfécitos variantes
Positivo Negativo
Sysmex XE-5000 | Ppositivo 3 42
“Atypical -
Lymph?” Negativo 7 1223
Analise Manual (referéncia)
Resultados Pré-linfécitos, Plasmécitos e linfoblastos
Positivo Negativo
Sysmex XE-5000 | positivo 1 44
“Atypical -
Lymph?” Negativo 2 1228
Analise Manual (referéncia)
Resultados Pré-linfécitos, Plasmécitos e linfoblastos
Positivo Negativo
Sysmex XE-5000 | positivo 3 54
"Abn -
Lympho/L_Blast?" Negativo 0 1218




Continuagdo APENDICE 1

Analise Manual (referéncia)

Resultados Linfocitos variantes
Positivo Negativo
Sysmex XE-5000 | positivo 3 54
“Abn -
Lympho/L_Blast?” | Negativo 7 1211
Analise Manual (referéncia)
Linfocitos variantes + Pré-linfocitos,
Resultados Plasmocitos e linfoblastos
Positivo Negativo
Sysmex XE-5000: | positivo 8 84
“Atypical
Lymph?”+ “Abn | Negativo 5 1178
Lympho/L_Blast?”
Analise Manual (referéncia)
Resultados Blastos
Positivo Negativo
Sysmex XE-5000 | Positivo 21 81
“Blast?” Negativo 10 1163
Analise Manual (referéncia)
Resultados Eritroblastos
Positivo Negativo
Sysmex XE-5000 | Positivo 41 81
“NRBC?” Negativo 67 1086
Analise Manual (referéncia)
Resultados Agregados plaquetarios
Positivo Negativo
Sysmex XE-5000 | Positivo 6 71
“Plaq Clumps?” Negativo 15 1184
Analise Manual (referéncia)
Resultados Esquizécitos
Positivo Negativo
Sysmex XE-5000 | Positivo 18 16
“Fragments?” Negativo 58 382
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ANEXO 1 - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DO
PARANA-SETORDE L iBrag e
GIENGIAS DA SAUDE/ SCS -

PARECER CONSUBSTANCIADG DO CEP

ODADOS OO PROJETO DE PESGLUISA

Titulo da Pesquisa: Comparagio dos alertas emilidos pelo analisader hematalégico Sysmex XE-SHI carn
a Micrescopia Otica.

Pesquisador: Juliana Spezia

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 15104112.0.0000.0102

Institui¢io Proponente: Pragrama de Pas Graduagao em Ciéncias Farmacsiuticas

Patrocinador Principal: Financiamenta Prépric

DADOCS DO PARECER

Niomero do Parecer: 208.827
[ata da Relatoria: 124082013

Apresentagao do Projeto:

Comparagia dos alerias emitidos pelo analisader hematolégico Sysmex XE-5000 com a Microscépica Otica
AUTORES: Prof. Dr. Aguinaldo José Nascimenta ¢ arientader}, Professar Railson Henneberg (coorientador
& Juliana Spezia (Mestranda PPG em Ciéncias Farmacgulicas) - Setor de Ciéncdias da Saude, UFPR.

Os autares pretendemn avaliar o desempenho do equipamenta Sysmex X E-500{0 comparandp os resultados
liberados com as laminas de extensip sanguinea a fim de comprovar sua eficiéncia em relacia aas alenas
emitides, agilizando os servigas prestadas pela segia de Hematologia & aumentando a canfiakilidade nos
resultados liberados. Os autares apresentam camo hipdtese a possivel comelagda entre as alarmes emitidos
pelo analisador hematolegica com as anomalidades encantradas apos leitura das 1dminas de extensaoc
sanguinea em microscopia Hica.

Os autores utilizarao amostras de sangue periférica coletadas em EDTA pravenientes de pacientes do
Labaratéris do Hospital de Clinicas da UFPR processadas no analisadar hematalégicn Sysmex XE-
5000.5eraa analisadas os hemagramas da ratina da 53-;50 de Hematolpgia da Unidade de Apaio

Diagndstica do Haspital de Clinicas da UFPR liberados pela analisadar hemaloldgico Sysmex

Enderegs:  Fua Padra Camama, 280

Balro: 2* anplar CEP: BD.DED-2AD
UF: PR NMunkcipla:  CURITIEA
TabTons: |41 3360-T259 E-mall: COmethca s N .or
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XE-8000 = a5 |aminas de extens&o sanguinea dos respectvas hemagramas confeccionadas pela Seco de
Hematolpgia da Unidade de Apois Diagndstica da Haspital de Clinicas da UFPR. As |dminas que
necessitarem de

repelicia au que nioc farem confeccipnadas autamaticamente pala equipamento, serda feitas pala aluna
mestranda Juliana Spezia. Apis a secagem das laminas de exlensap sanguinea as Mesmas serao coradas
com carante May-Grunwald-Giemsa ne Labaratdrio Clinico Escola da UFPR.

A observagio das liminas de extensdo sanguinea sera feita com auxilic de microscopic dplica modelo
Nikon e camara fotografica para registro das obsenvagdes.

Os resullades serio analisadas estatisticamente por andlise de vanincia (ANOVA) inteirarmente causalizada
e fatorial, saguida de tests de Turkay cam g emprego do programa eslatislico Statistica 10.0 [StatSatf). Sera
considerada significdncia eslatistica para p <005,

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO GERAL Comparar ps alarmes emitidos nos resullades dos hemagramas pelo analisador
sulbmatico Sysmex XE-500 da Se¢do de Hemalologia da Unidade de Apoio Diagndstico do Hospilal de
Clinicas da UFPR cam a avaliagic microscdpica das Idminas de extensie sanguinea e determinar a
concardincia entre os deois metados, avalianda assim a desempenho e confiakilidade da equipamento.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Cosmelacionar as alarmes que indicam anomalidades nos hemagramas emitidos pelka analisador
hematalégica com a microscapia dfica;

- Werificar a reprod utibilidade e espadificdade dos alarmes com alteragdes encantradas na microscapia
otica;

- Comparar ps resullados |iberados pelo analisadar hamatoligics Sysmex AE-500 cam os dados
laboratoriais das pacientes.

Objetive da

Avaliagic dos Riscos e Beneficios:

Os autores infarmam gue serio cblidas amastras de sangue perférico, concamilantzrmente com a coleta
narmalmente realizada pelo Hospital de Clinicas da UFPR, naa havenda gualquer desconforto adicional ao
pacients, & que as mesmas serao selecionadas a partir dos resultados likerados pele analisador
hematoligica Sysmex XE-5000 que apresentarem alammes que sugerem conﬁnﬂa.gi-:- posteriar em |amina.

Enderega: Fua Padre Camama, 2840
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Segunda os aunores nao serd ulilizado o falor de exclus3p e serdo analisadas txdas as ampstras liberadas
pels aquipameanio,

O material a ser utilizada pela pesquisa serio as laminas de extensia sanguinea confecsionadas apds
anjlise pelp equipamento Sysmex XE-5000 e os ralalérias liberados pelo aparelho. O material sera utilizads
especificamente para ps propositos dessa pesquisa. As amastras de sangue serda pbtidas por pungao
venpsa, em lbos com anticoagulante EDTA e extensSes sanguineas preparadas a partir destes wbos. Os
dados e as resullados da hemograma dos pacientes serdo retirades da banca de dados da Sec_;:‘an de
Hematolagia da Unidade de Apaio Diagndstice do Haspital de Clinicas da UFFR e serdo utilizados
especificamenta para bs prapisitos da pesquisa. Qualquer sutra estudp que possa surgir sera praviamente
submetidp ab Comité de Etica.

Os autbres informam ainda que serda sequidos rigorasamente as Pracedimentas Operacionais Padrao de
Colela de Material Bialdgico € manuseamenta das amastras sendo abrigatorio durante a realizagip da

pesquisa b uso de equipamento de pm‘te«;éu individual (EPIs).

Comentirios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Trata-se de estudp comparativa entre métodas aulomalizades empregados nos laboratdrias de analises
clinicas, especificamente para perfil hematoldgico.

Consideragdes scbre os Termos de apresentagac obrigatdria:

Os dpoumentos exigidas est3o anexadas; a anuéncia vem assinada pela Gerenle da Unidade de Apoio

Diagndstco, Sra. Mdnica Silveira e a Analise de Marita vem assinada pela Prof. Paulo Henrique Silva.

Recomendagbes:

Salicitamps que sejam apresentados a este CEP, ralatérios semestrais sobre o andamento da pesquisa,
bem cama informagies relativas as madificagies do pratocolp, cancelamento, encerramente e desting dos
conhecimenlos pblidos, através da Plataforma Brasil - no modo: HDTIFICAQ.&O

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:
Todas as pendéndias foram atendidas = o5 esclarecimentos preslados esclareceram as dividas do relator,

Situagac do Parecer:
Aprovadp

Enderega: Rua Padre Camama, 280

Balmo: 2 andar CEP. BOLED-24D
UF: PR NMunicipis:  CURITIES
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Necessita Apreciagac da CONEP:

N3a

Consideragdes Finais a eritéric do CEP:

-E pbrigaténo retirar na secrelaria da CEP/SD uma cidpia do Termo de Consentimenta Livre e Esclarecido
com carimba onde constard dala de aprovagap par este CEP/SD, senda este modelo repraduzido para
aplicar junta aa participante da pesquisa.

O TCLE devera eonler duas vias, uma ficara com a pesquisadar e uma cépia ficars com o participante da
pesquisa [Carta Circular n®. 003201 1CONEP/CNS).

CURITIBA, 18 de Junhp de 2013

Pssinador por:
Claudia Seely Rocco
{Coardenador)
Enderega: Fua Padre Camama, 2840
Balmo: 2* andar CEP. BOLED-24D
UF: PR Muniipic:  CURITIBA
Tabfons: (41)3360-7252 E-mall: cametica sandeulpr.br
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ANEXO 2 - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP - HC-UFPR

1 ) o
HOSPITAL DE CLINICAS DA
UNIVERSIDADE FEDERALDO  § ¢ gracag o e
R PARANA - HCUFPR

PARECER CONSUBSTANCIADG DO CEP

Elaborado pela Instituigac Coparticipante
DADOCS DO PROJETO DE PESQGUISA
Titulo da Pesquisa: Comparagao dos alertas emilidos pelo analisador hematalégico Sysmex XE-5000 com
a Microseopia Otica.
FPesquisador: Juliana Spezia
Area Tematica:
Versio: 2
CAAE: 151047112.0.00:00.0102
Institui¢io Proponente: Programa de Pids Graduagioc em Ciéncias Famnacdmicas
Patrocinador Principal: Financiamana Préprio

DADOS DO PARECER

Niimero do Parecer: 3621044
Data da Relatonia: 2080772012

Apresentagao do Projeto:

Cnmparag:.ﬁc dos alertas emitides pele analisador hemalpligice Sysmex XE-5000 com a Micrascopica Otica
AUTCRES: Praf. Dr. Aguinalda José Nasciments ( ariemader), Professar Railsan Henneberg (coariemadorie
Juliana Spezia (Mestranda PPG em Cigncias Fammacéuticas) - Sator de Cigncias da Salde, UFFPR.

Os autares pretendem avaliar o desempenho do equipamenta Sysmex AE-5000 comparandp os resultados
liperades com as laminas de extensap sanguinea a fim de compovar sua eficiencia em relagda aas alerlas
emitidos, agilizando os servigos prestadas pela segda de Hematologia @ aumentande a confiatilidade nos
resultados liberados. Os autares apresemam como hipdtese a possivel corelagda entre as alarmes emitides
pelo analisador hematolégica com as ansmalidades encantradas apés leitura das |Aminas de extensio
sanpuinea em microscopia dica.

Os autores utilizars amostras de sangue periférica coletadas em EDTA pravenienles de pacientes do
Laboratdric do Hospital de Clinicas da UFFR processadas no analisador hematpolégico Sysmex XE-
5000.5erSa analisadas os hemagramas da ratina da Segio de Hematologia da Unidade de Apaio
Diagndstica do Haspital de Clinicas da UFPR |iberadas pela analisadar hematolégica Sysmex XE-SM0 & as
liminas de extens3a sanguinea dos respectivos hemogramas confeccionadas pela

Encereg. FuaGa. Camelm 151

BaImo: Altp d5 Gioeia CEP: BO.L60-B0D
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Segdp de Hematologia da Unidade de Apaio Diagnéstico da Hospital de Clinicas da UFPR. As Iaminas que
necassitarem de repeticdo ou que nap forem confeccianadas aulomaticamente pelo equipamento, serac
feilas pela aluna mestranda Juliana Spezia. Apds a secagem das ldminas de extensao sanguinea as
mesmas seraa coradas com coranle May-Grunwald-Giemsa na Lakoratdrio Clinico Escala da UFPR.
A observacio das liminas de extens3c sanguinea sera feita com auxilio de microscopio éptica modelo
Nikon e camara fotografica para registro das obsenvagdes.

Os resullados serdp analisadas estatisticamente por andlise de vanancia (ANCGVA) inteirarmente causalizada
€ fatorial, seguida de tesla de Turkey cam a emprege 0o pograma eslatistico Statistica 10.0 (StatSatf). Sera
considerada significincia estatislica para p 0,05 XE-5000 2 as ldminas de sxtensip sanguinea dos
respectivos hemagramas confectionadas pela Secdo de Hematologia da Unidade de Apoic Diagndstico do
Hospital de Clinicas da UFPR. As laminas que necessitarem de repeticda ou que nio forem confeccianadas
autarnaticamentes pelo equipamenta, serao feitas pela aluna mestranda Juliana Spezda. Apos a secagem das
laminas de exlensip sanguinea as mesmas serap coradas com corante May-Grunwald-Giemsa no
Labaratéria Clinico Escola da UFPR.

A observagio das liminas de extensdo sanguinea seri feita com auxilic de microscopic oplica modelo
Nikon e camara fotografica para registro das obsenvagdes.

Os resullados serdp analisadas estatisticamente por analise de varnancia (ANOVA) inteiramente causalizada
€ fatorial, seguida de testa de Turkey cam a emprego do pograma eslatistico Statistica 10.0 (StatSatf). Sera
considerada significincia estatistica para p <0,05.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO GERAL Comparar ps alarmes emitidos nos resullados dos hamagramas pelo analisador
aulbmatico Sysmax XE-500 da Seg¢ao de Hematolpgia da Unidade de Apoio DHagnistico do Hospilal de
Clinicas da UFPR com a avaliagio microscopica das ldminas de exlensdo sanguinea 2 determinar a
concardancia entre os dois métados, avalianda assim a desempenho e confiakilid ade da equipamento.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Cosrelacionar as alarmes que indicam ancomalidades nos hemagramas emitides pel analisador
hematalégica com a microscapia dica;

- Verificar a repredutibilidade e especificidade dos alarmes cam alteragies encantradas na micrescopia
otica;

- Comparar os resullados liberados pelo analisadar hematligico Sysmex XE-5M0 com os dados

Enceregs: fuaGal. Cameie, 151

Balmo: AfD da Giwla CEP: BO.DGD-90D
UF: PR Muniipia:  CURITIBS
Tabfons: 41)3360-1041 Fax: (41)3360-1041 E-mall: cep@hcufpebr
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laboratoriais dos pacientes.

Avaliagic dos Riscos e Beneficios:

Segunda o5 autores n&oc sari ulilizado o falor de exclusio e serap analisadas tdas as ampstras libaradas
pelo aquipamanis,

O material a ser utilizada pela pesquisa serio as laminas de exlensia sanguinea confeccionadas apds
analise pelp equipamento Sysmex XE-5000 e os relatdros liberados pelo aparelhp. O material sera utilizado
especificameante para ps propositos dessa pesquisa. As amastras de sangue serda pbtidas por pungao
venpsa, em Whos com anticoagulante EDTA e extensdes sanguineas preparadas a partir destes bos. Os
dados e as resullados da hemograma dps pacientes serdo retirados da banca de dados da Se¢dp de
Hematalpgia da Unidade de Apaip Diagnastica do Hospilal de Clinicas da UFFR e serio utilizados
especificamente para bs prapdsitas da pesquisa. Qualquer outra estudp que possa suUrgir sera previamente
submetido ap Comité de Etica.

Os aulpres informam ainda que serda seguidos rigarasamente as Procadimentas Operacionais Padraa de
Colela de Material Bialdgico & manuseamenta das amastras sendo abrigatério durante a realiza-;én da

pesquisa b uso de equipamento de protecaa individual (EPIs).

Serip coletadas amostras de sangue concomitantemente cam a colela nomalmente realizada pelo Haspital
de Clinicas da UFPR, n3a havendo qualguer descanforts adicienal aa paciente.

Atraves desla pesquisa espera-se verficar se os resultados liberados pelo analisadar s5o compativeis cam
a avaliag3a microscipica da hemegrama auxilianda na liberaglp de resultados confidveis e em menar

tempo para o pacients,

Comentirios e Consideragbes sobie a Pesquisa:

Trata-se de estudpo comparaliva entre matodas aulomalizados empregados nos laboratdras de anilisas
clinicas, especificamente para perfil hematoldgico.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagac obrigatria:

Todos os termas obrigatérias foram encaminhados (anexo).

Recomendagbes:

Salicitamas que sejam apresaentados an CEP de origem, relatdrias semestrais sabre a andamento da
pesquisa, bem coma infarmages relativas as medificagbes da protacola, cancelamenta, enceramento e
deslino dos conhacimentos abtidos, através da Plataforma Brasil - no mado:

Enceregs: fuaGal. Cameie, 151

Balmo: AfD da Giwla CEP: BO.DGD-90D
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NOTIFICAGAD

A recomendagao deste CEP esli relacionada aos seguintes itens:
1) Instrumenta de pesquisa.

2) CV pu link do latles dp pesquisador principal.

Coneclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:

As pendéncias solicitadas pela ComissSo de Ftica db Sator de Cidncias da Salde foram atendidas.

Quante a viabilidade de execugdp nas dependéncias do Haspital de Clinicas, o prajeta de pesquisa pode ser
aprovado.

Situagio do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagac da CONEP:

MN3a

Consideragdes Finais a critéric do CEP:

Diante da exposta, o Comité de Etica ern Pesquisa ern Seres Humanes do HC-UFPR, de acarde cam as
atribuigdes definidas na Resclugdo CNS 468/2012, manifesta-se pela apravagdo do projets conforme
proposto para inicio da Pesquisa. Solicitamas que sejam apresentados a este CEP, ralatérios semestrais
scbre a andamento da pesquisa, bem came infarmagies relativas 3s madificacdes do pratocolo,
cancelamenta, encemameanta & destine das conhecimentos obtidos.

E dever do CEP acompanhar o desenvolvimenta dos projetos, por meip de relatérios semestrais dos
pesquisadares & de aulras estraldgias de moniloramento, de acondp ¢DM D risco inerente a pesquisa.

Enceregs: fuaGal. Cameie, 151

Balmo: AfD da Giwla CEP: BO.DGD-90D
UF: PR Muniipia:  CURITIBS
Tabtons: J41)3360-1041 Fax: (41)3360-1041 E-mall: cep@hcufpebr
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CURITIBA, 15 de Agosto de 2013

Assinador por:
Renato Tambara Filho
{Coordenador)
Enceregs: fuaGal. Cameie, 151
Balmo: AfD d3 Gioda CEP. BO.LAD-30D
UF: PR Mumkcipie  CURITIBS
Tabfons: 41)3360-1041 Fax: (41)2360-1041 E-mall: cep@heufpebr
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ANEXO 3 — INSTRUGAO DE TRABALHO - ITR - UAD - HEM — N° 004

1# HOSPITAL OE CLINICAS

[LLS i (=L s (T B

INSTRUGAO DE TRABALHO

ITR - UAD - HEM — N° D04 Folha 01/06

UMIDADE FUNCIONALSSERVICO/SECAD

Unidade de Apoio diagnéstico — Senvico de Andlises Clinicas — Se¢do de Hematologia
NOME DA INSTRUGAO DE TRABALHO

CRITERIDS DE REVISAG/AIBERACAC DE HEMOGRAMAS AUTOMATIZADOS

ELABORADD POR DATA
samuel Ricardo Comar 07/10/2009
IAFROVADO POR NATA

RESPONSAVEL PELA EXECUCAQ DA INSTRUGAO
Farmacéuticos bioquimicos da Sec3o de Hematologia.

REVISOES DATA RESPONSAVEL
13 REVISAD 0911072010
7* REVISAO 1111172012
3* REVISAO
4% REVISAD

REGISTRO DE PAGINAS QUE FORAM ALTERADAS E SUBSTITUIDAS

12 REVISAO

2° REVISAO

3 REVISAO

# REVISAO

Elaborado por Samuel Ricardo Comar CRF-FR 12 832
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Vb TS0 PR 50 Pk

Objetivo da Instrugéo de Trabalho

microscopica da lAmina de hemograma.

Indicar os critérios para decidir quando ha ou n3o necessidade de se realizar a revisdo

GLOBAL E DIFERENCIAL:

1. CRITERIOS PARA SE REALIZAR ACAD APOS ANALISE DAS CONTAGENS

SERIE BRANCA
C RIC | P ETRC | OBSERVACAD DBSERVACAD 2 ACAD 1 ACADD
1 {se necessario}
L Hevisar a Tiferencial
1 Léucacitos =33 x 103l =200 x 10Fpl .
[amina manual
z 5 5 Revisar a Diferencial
2 Neutroflles # <10 x 107l =150 x 10l dr.a
lamina manual
. Revicar a Diferencial
1 Neutrafiles % <28 % =80 % N
lamina manual
i 5 Revisar a Diferencial
4 Lnfocits # <0,8 x 1077l =5,0x 107l . .
lamina manual
5 Linféitas % <B% =70% st g Dopenehzial
lamina manual
- Revisar a Diferencial
[ Mondcitas # 1.2 x 1071 L
lamina manual
. Revisar a Diferencial
7 Monboitos %o #20 % o
lamina manual
i Revisar a Diferencial
4 Eosindfiks # =25 % 104l T
[amina manual
L Revisar a Diferencial
8 Epsindfilos % =30 % .
lamina manual
= Revisar a Diferencial
10 Basofilos # =05 x 104l b
lamina manual
: Revisar a Diferencial
11 Basdflos % % o
amina manual
Revisar a Drferencial
12 |G# =0,1 x 1¢%ul .
lamina manuzal
Revisar a Diferencial
13 1G% A% o
lamina manual

Flaberado por Samuel Ricardo Comar CRF-FR 12 832
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SERIE VERMELHA
Cl RIC | P ETRO | OESERVAGRO OBSERVACAD 2 ACAC
1
4 RBC 8,60 % 10041 Rewisar a lamina
15 Hemogobi 2,0 gid Hevisar a lamina e verthecar
na =
integridade da amostra
Revisar a lamina e checar
16 VCM <74 fl 21051 ] : <
MICTaGtose B Macrocitose
Hewsar a Iﬂlfllﬂa. mnsﬁar possve
cantaminagdo da amosira, checar
17 CHCM <305 i =
relagac sangue : anticcagulante,
checar hipaeromia
1B ROAY-CVY »18,5% Revisar a lmina e checar aniso
19 ROAY-S0 =70f Revisar a lamina e checar aniso
L N Revisar a lamina e checar
0 Rebeuldcitos | =0,150x 10l »28 % 3 i
policromatofilia
Revisar a lamina e, se necessarno,
NRBC contar eritroblastos 100 WAC.
b3 i =211 HWBC L.
autematizadae Coerigir WBC guanda NRBC manual
for 210M 00 WAC
PLAQUETAS
CRITERIC | PARAMETRC | CBESERVACAD | CBESERVYACAD ACAC
1 2
Revisar a lamina, fazer
estimativa plaguetaria e
22 Plaquetas # <1000l =1.000.000/u1
comparar com a contagem
automatizada

Flaberado por Samuel Ricardo Comar CRF-FR 12 832
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ALERTAS SUSPEITOS

CRITERIG FLAG ACAD
7 Immature Gran? ou lgBamd? Revisar a lamina e .se necessana, fazer
(Granuldcitos imaturos & bastonetes) diferencial manual
2 Tl shtt? Rewisar a lamina & ,5& NECessana, 1azer
{Desvio nuclear a esquerda) diferancial manual
25 Abypical Lympho? Revisar a lamina e 5e necessana, fazer
(Limfeites atipicos) diferencial manual
Abnommal LymphoBlasts? 4 it
i ) T Revisar a lamina e ,se necessaria, fazer
2% {Blastos, celulas imahmras ou linfoeitos . -
L diferencial manual
atipicos)
27 Easrs? HRewisar a lamina & 5B NEGES5arc, Tazer
(Blastos) diferencial manual
- NREC? Revisar a |amina e caso seja posiivo, contar
[Eritroblastos) eritroblastos 100 leucdeitos
REC Fragmenfs?
5 ? s e Revisar a Lumina e checar esquisticitos
[Fragmentes erftrocitanos)
10 Dimormiic RABG Poputation Checar grafico de distribuigac de volume
{Populag3o eritrocitaria heterogénea) eritrocitaric & verificar anisacitose nalamina
; j Passar novamente a amostra e caso seja positivo,
E | o }'ﬁlﬁ‘ . revicar limina e checar se hi morfologia
{eriracitos resistentas 3 lise} . .
efitrocitaria anarmal
Checar presenga de coapulos na amostra e
Plafetet Clumps? e Plalefet Glumps (57 : e u
= A &) agregados plaquetarsos na ldmina. e ndo for
(agregados plaguetarios) 4 . il ok
FLT . verifi R possivel avaliar na lamina devido 3 presenga de
32 senlicaena iment agregados, liberar em obs.: presenga de
scatergrama.
5 ; agregados plaquetirios na limina, comtagem
FLT Cheangs (S} venficar grafico d
I T (573 e i automatizada de plaquetas prejudicada, sugere se
distribuicac de volume plaquetario. Houve i3 i
. g soliciar nova amostra para confimagdo do
ame na mpedancia Eaal

Flaberado por Samuel Ricardo Comar CRF-FR 12 832
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CQUTRAS GBSERVACOES
RIC PARAMETRO OBSERVACAD 1 ACAO
33 Se for recem-nato Fazer diferencial manual e revisar a lamina
Excederem a lineandade
2 WEBC, RBC, Hb, | do aparelho {ndicado pek Cheear a amastra, revisar a limina e, diluir a
Flag, Retc sinal { do lado do amostra e passada novamente
parametro)
WOL = 0,00 X 1077, checar na lamena e lberar
<0,005 x 1074l
Plag = € x 107, verificar coagulo, passar
35 WBC e I VAP TMIORE AR | o ibta Gt se Plag (= 8x 1875 ocatar
] se =lx L] &m
3 Nk ?Clll ca, s Plag0 i
camara de Neubauer conforme POP-UAD-HEM
N° D2 Contzgem de plaquetas em cimara de
Neubauer
Frocurar coagulos na 2mostra, se negativo,
WEBC, RBC, Hk, = passar novamente, se persistir, contar por
36 Frodiemas na volzgem; . .
Plag L metodao alternativo ou passar a amostra em
Falha mecanica
outre contador
Uuande o contador nao
37 Contag ! 3 coniag . Fazer diferencial manual e revisar a lamina
diferencial diferencial ou 3 mezma e
ncomgleta
T VS i Checar lipemia na amostra $e amostra for
. HIEE: " ’ lipemica, reﬁra_'optasmaesubsﬁtuﬂlupurigual
2 H b H cbina elevada parte de salina ou diluente do analisador &
el g _n? o : Sl passida novamente, considerar apenas a
relagac as demais ) .
hemoglobing e refazer o calkculo das constantes
eonsiantes. A Fries)
erifrocitarias
Indi lad i
k] "} " |c-a qu'e = na:':u . = Fazer diferencial manual e revisar a lamina
nac sda confiaveis

Flaberado por Samuel Ricardo Comar CRF-FR 12 832
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