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em busca de conquistas
grandiosas, mesmo expondo-se
ao fracasso, do que alinhar-se
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ABREVIATURAS

AH - Analisadores hematoldgicos
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PDW - Platelet distribution width
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RBC -Contagem de eritrécitos

RDW — Red cell distribution width

WBC — Contagem de leucécitos
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1. INTRODUCAO

O hemograma € um dos exames mais requisitados em hospitais e nos
laboratérios de médio e grande porte, tornando intensa a rotina diaria de trabalho
dos profissionais da area. Diante dessa crescente demanda de trabalho tornou-
se necessario que os grandes laboratérios investissem cada vez mais na
aguisicao de equipamentos de hematologia mais robustos e com mais inovacdes
tecnologicas para atender o grande volume de amostras e diminuir o tempo de
liberacdo dos resultados (LEHNERA et al., 2007).

Ao longo dos anos, o desempenho e a precisdo dos analisadores
hematolégicos (AH) melhoraram consideravelmente, propiciando maior
confianga na liberacdo direta de amostras com resultados dentro de certos
limites de triagem, e sem a presenca de alertas (flags) emitidos pelos AH. Esses
alertas, sinalizam sobre a possivel ocorréncia de anormalidades quantitativas ou
qualitativas nas amostras que estdo sendo analisadas (DAVIS & BARNES, 2012;
BRIGGS & BAIN, 2012).

Apesar dos grandes avancos observados na automacdo hematoldgica,
ainda existem restricdes associados com a analise de amostras que apresentam
células anormais, como por exemplo, amostras de pacientes portadores de
leucemias. De modo geral, os analisadores sao projetados para reconhecer
células normais, e os alertas suspeitos sdo emitidos na tentativa de suprimir
limitacdes na identificacdo e quantificacdo de células anormais (COMAR &
PASQUINI, 2013).

Qualquer alteracdo detectada por esses equipamentos pode ser crucial
no diagnostico e intervencdo médica para estes pacientes. Assim, quando se
trabalha com uma rotina em que grande parte das amostras provém de pacientes
com patologias que apresentam diversas alteracdes hematolégicas, é importante
avaliar o desempenho dos equipamentos analisados para assegurar a fidelidade
dos resultados reportados, além da devida capacitacdo dos profissionais para
manuseio e interpretacao dos resultados fornecidos (GULATI et al., 2013)



1.1. REFERENCIAL TEORICO

1.1.1. O hemograma e a automacao em hematologia

O hemograma é o exame de rotina laboratorial mais comum da pratica
meédica e possui a finalidade de avaliar quantitativamente e qualitativamente os
elementos figurados do sangue. Seus resultados podem fornecer diversas
informacdes, embora em geral bastante inespecificas. Este exame é
fundamental na triagem clinico-laboratorial do paciente, sendo coadjuvante
indispensavel no diagndstico e controle evolutivo de doencas crénicas em geral,
emergéncias meédicas, cirdrgicas e traumatologicas; assim como no
acompanhamento de paciente submetidos a quimioterapia e radioterapia
(GROTTO 2009; BORGES et al., 2008).

Nos anos de 1850 o hemograma era realizado de forma manual, tornando
as contagens de eritrécitos, leucécitos e plaquetas cada vez mais precisas e
exatas gracgas a utilizagao de camaras de contagem e/ou hemocitdmetros. Nesta
época o hematdcrito era obtido por centrifugacdo especifica (microhematdécrito)
e a hemoglobina por métodos colorimétricos (SILVA et al., 2009).

Nos anos de 1950, os irmdos Coulter desenvolveram o método da
impedancia, amplamente utilizado para contar células sanguineas e possibilitou
gque o hemograma comecasse a ser realizado de forma mais automatizada.
Sendo este método, junto com a citometria de fluxo, os estopins para o
crescimento e desenvolvimentos dos atuais contadores automatizados de
hemograma (FAILACE et al., 2009).

Nos ultimos anos, 0os avancos em automacgao na hematologia laboratorial
vem crescendo e tornando esta metodologia cada vez mais aperfeicoada, de
modo que, os fabricantes destes equipamentos estdo oferecendo mais
inovagbes com o intuito de aumentar o niumero de amostras analisadas em
menor tempo com reducao dos custos e do tempo de liberacéo dos resultados,
aumento da capacidade de identificacdo de anormalidades quantitativas em
populacdes celulares morfologicamente normais, e aumento da sensibilidade
para identificar anormalidades morfolégicas (COMAR & PASQUINI, 2013;
BORGES et al., 2008).
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A maioria dos AH hoje utilizam uma combinagao de tecnologias para o
dimensionamento e para a contagem de células, como o principio de disperséo
Optica e da impedancia elétrica. O principio da dispersdo Optica baseia-se no
processo de citometria de fluxo em que as células sdo aspiradas por uma célula
de fluxo em meio a solugdo salina. Sobre estas células em fluxo incide um feixe
de luz emitido por um canho de laser. A medida que as células passam através
do laser a luz € dispersa e atinge a célula, muda de direcdo e atinge
fotodetectores que convertem os sinais luminosos em sinais elétricos. O numero
de sinais indica o numero de células, e o angulo da luz dispersa quando atinge
uma célula serd capaz de representar o tamanho desta e / ou proporcionar
informacBes sobre caracteristicas celulares, como formato do nucleo e
granulosidade citoplasmatica (BORGES et al., 2008; LEHNERA et al., 2007)

O principio da impedancia elétrica, por sua vez, baseia-se na
quantificacdo dos pulsos elétricos gerados pelas células ao passar por um orificio
onde flui uma corrente continua. Como as células sanguineas ndo conduzem
bem a eletricidade, estas ao passarem pelo orificio, onde flui uma corrente
continua, gera um aumento mensuravel da impedéancia elétrica. Deste modo séo
contadas e medidas as células, uma vez que o pulso € proporcional ao tamanho
da célula analisada (BROWN & WITTWER 2000).

Devido a toda esta tecnologia disponivel hoje nos contadores de
hematologia, o hemograma, no seu formato atual, permite uma avaliacdo
eritrocitaria sob parametros muito mais especificos que incluem a contagem de
eritrocitos (RBC), determinacdo da concentracdo de hemoglobina (Hb),
hematocrito (HCT) e indices eritrocitarios - volume corpuscular médio (MCV),
hemoglobina corpuscular média (MHC), concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (MCHC), e o indice de distribuicdo de amplitude de hemacias
ou “red cell distribution width” (RDW). Permite ainda uma avaliagdo dos
leucdcitos (WBC) que vai muito além da contagem total e diferencial (relativa e
absoluta) destas células, permitindo que o operador seja avisado para possiveis
variagcdes morfologicas das células em suas formar mais imaturas ou atipicas
(flags); e também uma avaliacdo das plaguetas quanto ao seu numero total
(PLT), avaliacdo do plaquetdcrito (PCT) e a determinacdo dos chamados indices

plaguetarios, volume plaquetario médio (MPV) e indice de distribuicdo de
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amplitude de plaquetas “platelet distribution width” (PDW) (FAILACE et al.,
2009).

Na maioria dos equipamentos a contagem de eritrocitos € realizada pelo
principio da impedancia. O registro simultineo da amplitude (volume do
eritrécito) e do numero de eritrocitos contados fornece o volume corpuscular
meédio (VCM) que, multiplicado pelo nimero de eritrocitos, fornece o hematdcrito.
A hemoglobina, por sua vez, é dosada por espectrofotometria e fornece, por
divisdo eletrénica, a hemoglobina corpuscular média (HCM) e a concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) (BACALL 2009).

Um subproduto da medida eletronica do volume dos eritrocitos é
conhecido como o RDW, obtido a partir do histograma de distribuicdo dos
eritrécitos em relacao ao volume destas células, definindo a presenca ou ndo de
anisocitose (VIVAS et al., 2006). Um analogo do RDW é o PDW um parametro
da série plaquetaria que indica a heterogeneidade dos volumes plaquetarios
(VPM), indicando a presenca de anisocitose plaquetéaria (BRIGGS, 2009).

A contagem de leucdcitos e sua diferenciacdo leucocitaria sdo medidos
pelo principio de citometria de fluxo, que se utiliza da disperséo lateral da luz,
para caracterizar a estrutura interna das células (granulosidade), da disperséao
frontal para determinar o tamanho celular (tamanho), e a intensidade de
fluorescéncia celular para indicar o tamanho do nucleo (BACALL, 2009;
BORGES et al.,, 2008). A medicdo dessas caracteristicas permite que esses
equipamentos fornecam diagramas de dispersao leucocitaria (scatter), que séo
representacdes graficas bidimensionais relacionando granulosidade (localizada
no eixo X) versus tamanho (localizada no eixo Y), onde a plotagem dos pontos
representa a concentracdo de cada tipo celular (BORGES et al., 2008; LENERA
et al., 2007; BROWN & WITTWER, 2000).

Apesar dos grandes avancos tecnoldgicos ja obtidos na realizacdo do
hemograma, ainda hoje, os equipamentos nao sédo capazes de identificar com
precisao varias alteracdes hematoldgicas relevantes em patologias graves como
nas leucemias. Embora, muitas destas alteracées morfologicas eritrocitaria e
leucocitéaria, inclusdes, células imaturas, linfécitos atipicos, entre outros, sejam
sinalizados ao operador através de flags que sugerem a necessidade de revisédo
de lamina (BACALL, 2009; FAILACE & PRANKE, 2004).
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Os AH fornecem, simultaneamente com os parametros basicos do
hemograma, os chamados flags, alertas que sinalizam sobre a possivel
ocorréncia de anormalidades quantitativas ou qualitativas nas amostras que
estdo sendo analisadas. Os alertas quantitativos s&o normalmente chamados de
alertas definitivos e sdo acionados quando ultrapassam limites numéricos
preestabelecidos dos parametros hematoldgicos, ou seja, quando ha contagens
aumentadas ou diminuidas de células. Ja os alertas qualitativos sdo usualmente
chamados de alertas suspeitos e sao produzidos quando o software do
analisador detecta a presenca de distribuicbes celulares anormais ou de tipos
celulares que ndo podem ser atribuidos a qualquer categoria especifica de
células. De modo que, as células anormais possuem caracteristicas tais como
tamanho celular, tamanho nuclear e contetdo de granulos, que as diferenciam
das células normais (DAVIS & BARNES, 2012; BRIGGS & BAIN, 2012).

Em hospitais de grande porte, com elevada incidéncia de anemias,
trombocitopenias, neutropenia e neutrofilia decorrentes de doencas néo
hematoldgicas, esses alertas suspeitos podem ser de grande utilidade se eles
identificarem corretamente amostras com células anormais (CORNBLEET et al.,
1992).

1.1.2. Caracterizagdo dos Equipamento de hematologia BC-6800
(Mindray) e URITT 5500

O equipamento URIT-5500 é um auto-analisador de hematologia com
diferencial leucocitaria em cinco partes (Figura 1) que utiliza como métodos de
andlise: (1) os métodos de impedancia elétrica (WIC) e 6tico (WOC) para
detectar a quantidade de glébulos brancos, glébulos vermelhos e plaguetas; (2)
o método colorimétrico para determinacdo do conteudo de hemoglobina da
amostra; e (3) o método de dispersao por laser de 4 angulos para a determinacéo
da diferencial leucocitaria. Seu scatter leucocitario relaciona duas caracteristicas
celulares: tamanho no eixo y e granulosidade no eixo x (Manual de operacao —
MH LAB).

O equipamento BC-6800 é um auto-analisador hematoldgico que também
propicia a contagem completa de globulos brancos, vermelhos e plaquetas;
diferencial leucocitaria em 5 partes (Figura 2). Neste equipamento os principios
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utilizados séo estabelecidos pelos métodos: (1) de impedancia de fluxo de
revestimento, para contagem de plaquetas e heméacias; (2) disseminacao por
laser e tecnologia de andlise celular SF Cube (analise 3D utilizando informacdes
da disseminacgao da luz do laser em dois angulos e sinais fluorescentes) para
diferenciacdo e contagem dos leucdcitos; e (3) método colorimétrico para
quantificacdo da hemoglobina. Seu scatter leucocitario relaciona as seguintes
caracteristicas celulares: intensidade de fluorescéncia no eixo y e granulosidade
no eixo x (Manual de operagao — Mindray).

A posicdo da diferencial leucocitaria no scatter obedece as seguintes
caracteristicas: Os linfocitos tém tamanho menor, com o nucleo ocupando sua
maior parte, possuem alta proporcdo de ndcleo-citoplasma, mas seu contetdo
de acido nucleico € baixo; portanto, estdo em posi¢cao mais baixa no sentido da
fluorescéncia e da disseminacdo lateral. Mondécitos tém tamanho maior, com alta
proporcdo de nucleo-citoplasma, alto conteddo de acido nucleico e estrutura
menos complexa; portanto, estdo em posicdo mais alta no sentido de
fluorescéncia e apresentam disseminacdo lateral mais forte. Os neutrofilos e
basofilos tém tamanho maior e possuem propor¢cdo média de ndcleo-citoplasma
e baixo conteudo de acido nucleico; portanto, estdo em posi¢cdo mais baixa no
sentido de fluorescéncia, mas apresentam disseminacao lateral mais forte. As
caracteristicas dos eosindfilos sdo semelhantes as dos neutréfilos, mas contém
muitas particulas alcalinas, de forma que apresentam disseminacao lateral

bastante forte. (Figura 1 e 2).

Figura 1. Scatter leucocitario do URIT-5500 (Manual de operagéo - MH LAB). 1. Mondécitos; 2. Neutrofilos;
3. Eosindfilos; 4. Linfécitos; 5. Basofilos
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Figura 2. Scatter leucocitario do BC-6800 (Imagem prdépria). (1) Linfécitos, (2) Monécitos, (3) Neutrofilos,
(4) Eosindfilos e (5) Basdfilos.

1.1.3 Leucemias Agudas

As leucemias agudas sdo doencas malignas caracterizadas pela
proliferacdo clonal de células hematopoiéticas jovens sem diferenciacéo
(blastos) na medula 6ssea, podendo acometer tanto células do clone mieldide
como linféide. Os principais sintomas decorrentes de uma leucemia aguda estéo
associados ao acumulo de blastos na medula 6ssea, prejudicando ou impedindo
a producéo dos glébulos vermelhos (causando anemia), dos glébulos brancos
(causando infeccdes) e das plaquetas (causando hemorragias) (SILVEIRA &
ARRAES, 2008).

Atualmente  identificam-se  certos fatores  atribuidos  como
leucemogénicos, envolvidos na ativacado de proto-oncogénes ou na inativacao
de genes supressores tumorais. Assim como em diversas outras formas de
cancer varios agentes ambientais estdo implicados na etiologia das leucemias e

linfomas. Exposicdes a radiacbes ionizantes, produtos quimicos, infeccoes,
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anormalidades genéticas constitucionais e imunoldgicos séo indicados como
etiopatogénicos das leucemias (POMBO-DE- OLIVEIRA et al., 2008;
BACHIREDDY et al., 2012).

As leucemias agudas séo divididas nas seguintes categorias: leucemias
linfoblasticas agudas (LLA) de células B ou de células T; leucemias mieloides
agudas (LMA), leucemias agudas bilinhagem e leucemias agudas de linhagem
indeterminada. Sendo o diagnostico diferencial de cada uma destas categorias
e seus subtipos de extrema importancia na escolha da terapia a ser adotada,
melhor resposta ao tratamento, bem como seu prognostico (Lackritz, 2003).

As leucemias linfoblasticas agudas (LLA) séo derivadas de proliferacéo
de células indiferenciadas da linhagem linfoide e de acordo com a classificacédo
da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) podem ser classificadas em LLA,
segundo a ontogenia de linfécitos B, Pro-B, Pré-Pré-B, Pré-B ou B Maduras, ou
ainda segundo a ontogenia de linfécitos T em T imaturas, T intermediarias ou T
maduras; e segundo o grupo French American British (FAB) subdivididas
morfologicamente em L1, L2 e L3 (FARIAS & CASTRO, 2004; SILVEIRA &
ARRAES, 2008). J4& as leucemias mieloides agudas (LMA) sdo um grupo
heterogéneo de doencas que se caracterizam pela proliferacdo anormal de
células progenitoras da linhagem mieloide, a qual segundo a classificacdo da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e do grupo FAB podem ser classificadas
nos seguintes subtipos: MO/M1 e M2 (mieloblasticas), M3 (promielocitica), M4
(monoblastica), M5 (promonocitica), M6 (eritroblastica) e M7 (megacarioblastica)
(SILVA et al., 2006; SILVEIRA & ARRAES, 2008).

Segundo a classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) as
leucemias agudas podem ser ainda classificadas em bilinhagem pela co-
expressdo de antigenos das linhagens de mieloides e linfoides B, mieloides e
linfoides T, ou das linhagens linfoides B e T consecutivamente; ja as leucemias
agudas de linhagem indeterminada sdo assim classificadas por apresentarem a
co-expressao de antigenos das trés linhagens celulares (DANTAS et al., 2015).
Contudo, independente da classificacao das leucemias agudas, no hemograma
ndo é possivel a identificacdo da linhagem celular envolvida, sendo possivel
apenas a referéncia a presenca de blastos na amostra. Assim, cabe ao meédico

hematologista a solicitacdo de metodologias mais avancadas como
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imunofenotipagem, citogenética e biologia molecular para a definicdo exata do
tipo de leucemia aguda (PUI et al., 2008).

1.1.4 Caracterizagdo morfoldgica e diferencial de Blastos mieloides e

linfoides no Hemograma.

O hemograma nas leucemias agudas se revela pela presenca de anemia
normocitica e normocrémica, trombocitopenia (Figura 4), contagem de leucécitos
ocasionalmente muito alta, podendo ainda apresentar-se normal ou diminuida,
com a contagem diferencial de células brancas associada a neutropenia e
presenca de blastos, raros ou ausentes em pacientes leucopénicos, ou
abundantes em caso de leucocitose. Estas células geralmente sdo plotadas
dentro da populacéo de células de pequeno e/ou médio tamanho e de baixa e/ou
moderada complexidade interna (Figura 3), sendo sinalizados pelos aparelhos
de hematologia como flags indicativos da presenca de blastos, linfocitos atipicos
ou ainda monocitose (BAIN, 2003; DANTAS et al., 2015).

Figura 3. Scatter leucocitario do BC-6800 de um paciente com leucemia aguda (Imagem propria).
Blastos, linfocitos atipicos e granulécitos imaturos possuem alto contetido de acido nucleico, de forma que
ficam em posi¢cdo mais alta no sentido de fluorescéncia no grafico de disperséo.
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Figura 4. Flags do BC-6800 em um paciente com leucemia aguda.

Os blastos da linhagem mieloide normalmente tem tamanho médio,
ndcleos ovais ou elipticos, cromatina delicada e cinco a seis nucléolos evidentes.
O citoplasma pode variar de moderado a abundante, de baséfilo a levemente
eosinofilico, podendo apresentar bastonete de Auer (Figura 6) e granulagbes
evidentes as quais marcam a diferenciacdo morfolégica das células em direcéo
a linhagem granulocitica. J& os blastos da linhagem linfoide apresentam ndcleo
redondo, cromatina frouxa, nucléolos em numero de trés a cinco pouco
evidentes, com citoplasma escasso, levemente basdfilo e granulos ausentes
(Figura 5) (POMBO-DE- OLIVEIRA et al., 2008)



Figura 5. Blastos linféides. com citoplasma escasso e agranular, nucléolos pouco evidentes (Imagem
propria)

\,fi A

Figura 6. Blasto mieldide com mais citoblasma e presenga de granulos, nucléolos mais evidentes e
presenca de bastonetes de Auer (setas) (Imagem prépria).

18
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RESUMO

INTRODUGCAO. Apesar dos avancos na automacdo hematoldgica, utilizam
combinacdo de tecnologias, estes ndo evitam a necessidade de revisédo
morfolégicas para amostras patolégicas, sinalizadas por alarmes (flags).
OBJETIVO. Comparar a performance dois analisadores hematolégicos quanto
ao leucograma e scatter leucocitario, para amostras de portadores de leucemias
agudas. MATERIAL E METODOS. Analisadas 13 amostras, imunofenotipadas
para leucemias agudas mieloides ou linfoides, de pacientes de ambos os
géneros e idade de zero e 17 anos, de um laboratorio vinculado ao hospital
oncoldégico infantil de Belém - Pard, no periodo de agosto a dezembro de 2016,
para determinacdo da performance dos equipamentos BC-6800 (Mindray) e
URIT 5500 quanto ao leucograma, scatter leucocitario e sinalizacao de blastos
(flags). RESULTADOS. A andlise de Correlagdo Intraclasse de Fleiss para
hemécias, hemoglobina, leucécitos e plaquetas demonstrou boa replicabilidade
(p<0,05) entre os equipamentos. Nao foi realizada andlise estatistica de
desempenho entre o0s dois equipamentos para a contagem diferencial
leucocitaria em funcdo de alguns analitos ndo terem sido registrados pelo
equipamento BC 6800. Os dois equipamentos geraram flags quantitativos e
qualitativos. Andlise do scatter leucocitario mostrou que o equipamento BC 6800
foi 0 Unico a sinalizar a presenca de populacdes celulares indefinidas por cores
(cinza), independente do tipo de leucemia. CONCLUSAO. Nossos resultados
sugerem que os dois equipamentos apresentam boa equivaléncia para
parametros quantitativos e flags. Porém, que o BC 6800, na presenca de blastos,
por ndo identificar mondcitos e linfocitos no scatter leucocitario obriga o
observador a analise microscépica da amostra, sendo este mais um importante

recurso de andlise.

Palavras-chave: Flags. Analisadores hematoldgicos. Scatter. Leucemias.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Despite the hematology automation advances, the use of
combination technologies, these do not avoid the need for morphological revision
for pathological samples, signaled by flags. OBJECTIVE: To compare the
performance of two hematology analyzer about the leukogram and leukocyte
scatter for patients samples with acute leukemia. METHODS: We analyzed 13
samples, immunophenotyped for acute myeloid or lymphoid leukemias, of
patients of both genders and age of zero to 17 yearsm, from a laboratory linked
to the childhood oncology hospital of Belém - Para, from August to December
2016, for determination of the performance of the BC-6800 (Mindray) and URIT
5500 for leukogram, leukocyte scatter and flag signals. RESULTS: The intraclass
correlation (Fleiss) for red cells, hemoglobin, leukocytes and platelets showed
good replicability (p &It;0.05) between the devices. No statistical analysis of
performance was realized between the two equipments for differential leukocyte
counting because some analytes were not registered by the BC 6800 equipment.
The two equipments generated quantitative and qualitative flags. Analysis of the
leukocyte scarter showed that the BC 6800 device was the only one to signal the
presence of undefined cell populations by color (gray), regardless of the type of
leukemia. CONCLUSION: Our results suggest that the two devices have good
equivalence for quantitative parameters and flags. However, BC 6800, in the
presence of blasts, does not identify monocytes and lymphocytes in the leukocyte
scatter, and needs the observer to perform a microscopic analysis of the sample,
which is an important feature of the analysis.

Keywords: Flags. Hematology Analyzer. Scatter . Leukemias.
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INTRODUCAO

O hemograma € um dos principais exames na triagem clinico-laboratorial
do paciente e um coadjuvante indispenséavel no diagndstico e controle evolutivo
de doencas crbnicas em geral, emergéncias médicas, cirargicas e
traumatologicas e no acompanhamento de paciente submetidos a quimioterapia
e radioterapial 23456,

Nos Ultimos anos, muitos foram 0s avangcos em automacdo na
hematologia laboratorial o que tornou esta metodologia mais aperfeicoada,
através da combinacdo de varios métodos para a identificacdo celular em um
mesmo equipamento, além de robustez com melhor desempenho no
processamento das amostras e precisdo dos resultados. Diante disso, foi
possivel o0 aumento do nimero de amostras analisadas em menor tempo, com
reducao dos custos e do tempo de liberacdo dos resultados, e ainda aumentando
a capacidade de identificacdo e sinalizacdo (flags) de anormalidades
guantitativas em populagbes celulares morfologicamente normais e a
sensibilidade para identificar anormalidades morfolégicas 234789,

Estes avancos tém garantido aos operadores maior seguranca na
liberacdo direta de resultados de amostras ndo-patolégicas, que se encontram
dentro de certos limites de triagem e sem a presenca de alertas (flags) emitidos
pelos equipamentos*®”8, Contudo, diante do surgimento de marcas de
equipamentos ainda desconhecidas do mercado e de rotinas de trabalhos em
centros de referéncia em oncologia, nos quais a grande maioria das amostras
sdo patoldgicas, torna-se primordial a escolha de equipamentos que apresentem
as melhores estratégias de analise e que facam a selecao de amostras para
confirmacéo dos resultados através de analise microscoépica, e ainda a validacéo
destes equipamentos 10.11,12,13,14,15,16,17,

Os principios utilizados na maioria dos equipamentos de automacgéo em
hematologia €& a impedéancia, Citometria de fluxo, fluorescéncia e
espectrofotometria. Sao utilizados em combinacfes pelas principais empresas
fabricantes destes equipamentos, como a Beckman Coulter, Sysmex
Corporation, Roche Produtcts Ltd, Abbott Diagnostics, Siemens Healthcare

Diagnostics/Bayer, Horiba Diagnostics/Horiba ABX entre outros 811141618,
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Todos estes equipamentos ja foram testados e validados mundialmente
2381114161819 contudo, muitas outras marcas, menos conhecidas, tem sido
lancadas no mercado empresarial e estdo disponiveis para serem adquiridas
pelos laboratérios de analises clinicas oferecendo menores custos operacionais,
maior margem de lucro por exame realizado e as mesmas tecnologias
disponiveis das grandes marcas. Tornando a decisdo sobre a aquisicdo destes
equipamentos uma grande aventura caso nao se tenha base cientifica que
comprove a eficiéncia dos mesmos.

Neste estudo optou-se pela analise de pardmetros de contagem de
hemacias, leucocitos e plaguetas, concentracdo de hemoglobina e diferencial
leucocitaria em cinco partes, obtidas no equipamento URIT-5500 que utiliza
como métodos de andlise: (1) colorimétrico para a determinacdo da
concentracdo da hemoglobina; (2) impedéancia elétrica (WIC) e citometria de
fluxo (WOC), para a contagem global de leucdcitos, hemacias e plaquetas; e (3)
citometria de fluxo com dispersdo oOtico por laser em 4 angulos, para a
determinacdo da diferencial leucocitaria em neutréfilos, linfécitos, mondcitos,
eosinofilos e basofilos de acordo com seus tamanhos e complexidade.
Semelhante ao descrito para os equipamentos Coulter 3814,

E ainda a obtencdo dos mesmos dados no equipamento BC-6800 que
utiliza como métodos: (1) colorimétrico para a determinacdo da concentracéo da
hemoglobina; e (2) impedancia elétrica (WIC) e citometria de fluxo (WOC) para
a contagem global de leucécitos, hemacias e plaquetas; e (3) de deteccdo da
diferencial leucocitaria em cinco partes por citometria de fluxo e tecnologia de
andlise celular SF Cube que, apds reacdo com reagentes patenteados, as
células sanguineas marcadas conforme o seu conteido de DNA/RNA passam
por analise 3D utilizando informacfes de disseminacéo de luz de laser em dois
angulos, complexidade e tamanho, e sinais de fluorescéncia para determinar a
diferencial leucocitaria com elevado grau de exatiddo para células maduras e
imaturas. Semelhante ao descrito para os equipamentos Sysmex 23811,14,16,18,19

A medicdo dessas caracteristicas permite que esses equipamentos
fornecam diagramas de disperséao leucocitaria (scatter), que sdo representacdes
graficas bidimensionais relacionando granulosidade (eixo X) versus tamanho
(eixo Y), onde a plotagem dos pontos representa a concentracédo de cada tipo

celular. Com isso, 0 scatter leucocitario acaba sendo utilizagdo como um dos
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critérios de andlise da populagdo de células presentes em uma determinada
amostra®27.28,

Neste estudo optou-se por analisar o hemograma de portadores de
leucemias agudas que frequentemente se caracterizam pela presenca de
anemia normocitica e normocrdémica, trombocitopenia, com leucdcitos normais,
aumentados ou diminuidos, e contagem diferencial de leucocitos associada a
neutropenia e presenca de blastos. Nos quais os blastos geralmente sdo
plotados dentro da populacéo de células de pequeno e/ou médio tamanho e de
baixa e/ou moderada complexidade interna, sendo sinalizados pelos aparelhos
de hematologia como flags indicativos da presenca de blastos, linfécitos atipicos
ou ainda monocitose 5,7,10,12,13,20,21,22,23,24_

Assim, o0 objetivo deste estudo foi comparar a performance do leucograma
e do scatter leucocitario de dois analisadores hematoldgicos, BC-6800 (Mindray)
e URIT 5500, para amostras de sangue periférico de pacientes portadores de
leucemias mieloides agudas ou leucemias linfoblasticas agudas, previamente
imunofenotipadas por citometria de fluxo, no periodo de agosto a dezembro de
2016.

MATERIAL E METODOS

Casuistica e Amostras.

Foram estudadas 13 amostras de pacientes, ambos 0s géneros, com
idade entre zero e 17 anos, previamente diagnosticados com leucemias agudas
por citometria de fluxo, em um laboratério particular vinculado ao Hospital
Oncologico Infantil Octavio Lobo localizado na cidade de Belém - Para, no
periodo de agosto a dezembro de 2016. S&o0 2 pacientes com leucemia mieloide
e 11 pacientes com leucemia linfoide.

As amostras utilizadas foram de sangue periférico, coletadas ao
diagndstico dos pacientes, e processadas em até duas horas apés a coleta nos
equipamentos BC-6800 e URIT-5500 para comparagdo dos resultados
numéricos e do scatter leucocitario, com confirmacdo das alteracdes
leucocitarias através andalise microscopica. Para a andlise dos scatter’s
leucocitarios foram adotados dois critérios: alteracdo na localizacdo das

populacdes de leucdcitos e sobreposicao de populagdes de leucocitos.
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Critérios de Exclusao

Foram excluidos pacientes com idades superiores a 17 anos, portadores
de outros tipos leucemias que ndo leucemias agudas, doencas nao leucémicas,
ou portadores de leucemias agudas sem a presenca de blastos no sangue

periférico.

Aspectos Eticos.

Por tratar-se de estudo em que nédo envolveu contato direto entre os
pesquisadores e 0s sujeitos da pesquisa, visto que estes Ultimos estavam
realizando exames de rotina para diagndéstico, sem a aplicacdo de nenhuma
metodologia diferente as suas amostras ou mesmo intervengao ao paciente, néo
foi realizada a submissao do referido projeto a um comité de ética em pesquisa
com seres humanos.

Ainda assim, para resguardar a integridade moral e identidade dos
sujeitos desta pesquisa, os pesquisadores assinaram termo de compromisso
junto a direcao do referido laboratério dando fé de que seriam resguardadas as
identidades de todos os sujeitos da pesquisa, assim como resguardando os
diretos dos fabricantes de cada equipamento, sem que os dados obtidos possam
causar qualquer dano a imagem de suas empresas. Ficando entdo os

pesquisadores submetidos as leis vigentes do cédigo civil Brasileiro.
Analise Estatistica.
As analises estatisticas foram realizadas através do Correlagéo
Intraclasse de Fleiss no programa BioEstat 5.0%° para a analisar a diferenca entre
os dados brutos dos equipamentos.

RESULTADOS

Na Tabela 1 estdo representadas as analises de Correlacdo Intraclasse
de Fleiss para o quantitativo de hemacias, plaguetas e a concentracdo de
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hemoglobina, na qual fica demonstrada uma média a boa replicabilidade para
estes analitos, e ainda a excelente replicabilidade entre os dois equipamentos

(BC 6800 x URIT 5500) para quantificacdo de leucadcitos totais.

Tabela 1. Andlise estatistica da avaliagdo comparativa da quantificacdo de
hemacias, plaquetas, leucdcitos, e concentracdo de hemoglobina entre os
equipamentos BC 6800 e URIT 5500.

BC 6800 x URIT 5500
P

HEMACIAS p = 0,0031*
PLAQUETAS p = 0,0063*
HEMOGLOBINA p = 0,0029*
LEUCOCITOS p < 0,0001**

Resultados significativos para uma média a boa*, ou excelente**, correlacéo Intraclasse de
Fleiss, com p<0.05

A mesma analise estatistica de desempenho entre os dois equipamentos
nao foi possivel de ser realizada para a contagem da diferencial leucocitaria visto
que o equipamento BC 6800 n&o realizou a contagem completa para 53,8%
(07/13) dos pacientes (Tabela 2). Em contrapartida, o equipamento URIT 5500
realizou a diferenciacdo leucocitaria em cinco partes para todos os treze
pacientes analisados. Em relacdo aos flags gerados, os dois equipamentos
sinalizaram flags quantitativos para linfocitose, neutropenia, leucocitose,
trombocitopenia, entre outros. Porém, como flag qualitativos o equipamento BC
6800 gerou um flag do tipo “WBC Abnormal scattergram”, e o equipamento URIT
5500 um flag do tipo “WBC?”.
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Tabela 2. Dados brutos da quantificagdo da diferencial leucocitaria pelos
equipamentos BC 6800 e URITT 5500.

LINFOCITO | NEUTROFILO | MONOCITO | EOSINOFILO | BASOFILO
S (%) S (%) S (%) S (%) S (%)

PAC'SENTE BC URIT| BC URIT | BC URIT| BC URIT | BC URIT
1 943 8494| 35 878 | 16 33 | 03 29 |03 008
2 wr 6122 | 139 19,35 | ** 17,04 | 14 225 [ 02 0,114
3 s 1671 | 67,8 7642 | * 527 | 0 036 |07 124
4 22,6 69,18 | 304 2046 | 467 736 | O 294 |03 008
5 942 8294| 24 506 | 28 1164 | 01 032 |05 0,04
6 o+ 6716 | 142 2389 | ** 583 | 55 30 |06 0,12
7 #7026 | 1,8 1811 | * 1068 | 003 077 | 01 0,18
8 w7004 | 39 1678 | ** 1152 | 0 074 |06 0,02
9 #« 8283 | 68 1363 | * 222 | 05 1,08 | 09 0,24
10 92,7 8626 | 47 852 | 14 341 | 07 179 | 07 0,02

11 k68879 | v 319 | v 778 | k024 | v 0

12 976 9166| 1,2 416 | 08 36 | 02 058 |02 O
13 9 8229| 57 617 | 36 1068 | 02 082 | 05 0,04

Quanto a analise visual dos scarter’s leucocitarios o equipamento BC
6800 foi 0 Unico a sinalizar a presenca de populacdes celulares indefinidas
(cinza), ou seja, em sua maioria ndo houve definicbes dos tipos de leucécito por
cores como ocorre nos scatter de pacientes normais (Figuras 5 e 6), tanto para
pacientes portadores leucemia mieloide aguda, como para portadores de
leucemias linfoides agudas de células T ou de leucemias linfoides agudas de
células B. Diferente do observado no equipamento URIT 5500 que teve em todos
0S seus scarter’s as definicdes dos tipos de leucdcito por cores semelhante ao
observado em pacientes normais, independente do tipo de leucemia, mas com

sobreposicao de classes diferentes de leucécitos.
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Figura 1. Scatter leucocitario de pacientes com Leucemia Mieldide Aguda. A e C (BC 6800), B e D (URIT
5500)
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Figura 2. Scatter leucocitario de pacientes com Leucemia Linféide. A, C e E (BC 6800), B, D e F (URIT
5500).

DISCUSSAO

Os contadores hematoldgicos utilizados nesta pesquisa, BC-6800 e URIT-
5500, embora utilizem combina¢gdes de metodologias diferentes para contagem
e identificacdo da diferencial leucocitaria em cinco partes, mostraram boa
reprodutibilidade estatistica para hemacias, plaquetas, leucoécitos e
concentragdo de hemoglobina. Estes dados s&o também semelhantes aos
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descritos na literatura para outros modelos de equipamentos similares de

automacdo em hematologia %3811,14.16,18,19

Diante do fato de que a maioria dos equipamentos de hematologia sao
fabricados para identificar amostras ndo-patolégicas 4°610.121316.17" 5 escolha
destes equipamentos foi estabelecida também para possibilitar a avaliacdo da
capacidade dos mesmos em realizar a diferencial leucocitaria em cinco partes e
de alertar o operador, de forma numérica, gréfica (scatter) ou através de flags
quanto a presenca de alteracdes leucocitarias em amostras de pacientes

portadores de leucemias agudas.

Neste sentido observou-se que apenas o equipamento URIT 5500
realizou a diferenciacdo leucocitaria em cinco partes para todos os pacientes
analisados, enquanto que o equipamento BC 6800 realizou a mesma contagem
para apenas 46,2% dos pacientes. Mostrando que a ndo realizagéo da contagem
diferencial leucocitaria em cinco partes € uma importante ferramenta de bloqueio
de amostra e alerta numérico para a necessidade de revisdo morfolégica das

células em esfregacos sanguineos.

Outro importante alerta emitido por estes equipamentos ao observador
sao os flags, em nossos estudos néo foram observados flags falso-negativos, ou
seja, alteracfes ndo detectadas pelo aparelho no roll amostral, o0 que denota uma
boa especificidade dos equipamentos analisados. Sendo esta mais uma boa
ferramenta para reduzir as chances de erros na liberacao direta de um laudo de
hemograma automatizado. Estes dados sdo corroborados também por outros
autores quando da analise de equipamentos que utilizam as mesmas

metodologlas 2,3,4,5,6,10,11,12,13,16,17,19 .

A falta da contagem da diferencial leucocitaria em cinco partes pelo
equipamento BC-6800 gerou também como consequéncia scatter’s leucocitarios
indefinidos por cores e com sobreposicao de linfocitos e mondcitos, sendo esta
altima também presente nos scatter’'s do URIT5500, independente do tipo de
leucemia (mieloides ou linfoides). Mostrando que estes comportamentos séo
importantes ferramentas de andlise indireta da presenca de células jovens
(blastos) na amostra, e de blogueio da mesma para a revisdao morfologica das

células em esfregacos sanguineos. Esta sobreposicado de populacdes celulares
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de mondcitos e linfocitos no scatter leucocitario, contudo, néo é especifica para
a identificacédo de células jovens (blastos), sendo observada também quando ha
presenca de linfocitos atipicos ou prolinfécitos. Ja tendo sido descritas estas

situacdes desde 19982¢ por varios autores?4:510:11,12,13,16,17,19,21,

As células jovens (blastos) de amostras analisadas em equipamentos que
utilizam as metodologias de citometria de fluxo com sinais fluorescentes se
localizam na regido de mondcitos ou linfécitos, podendo haver sobreposicéo
dessas classes de leucécitos dentro do scatter leucocitario, em funcdo das
caracteristicas de tamanho, granulosidade citoplasmatica e quantidade de
DNA/RNA dos blastos leucémicos ser semelhante a destas populacdes

celulares3814.19,

Este padrdo do scatter leucocitario, de sobreposicdo de células, se
mostrou com extrema importancia na analise inicial do hemograma, pois eles
fornecem a primeira informacé&o de quais tipos de células podem ser encontradas
na visualizacao microscépica do esfregaco sanguineo. De modo que, os blastos
da linhagem mieloide normalmente vao apresentar-se de tamanho médio,
nucleos ovais, cromatina delicada, nucléolos de cinco a seis evidentes e
citoplasma moderado podendo apresentar bastonete de Auer e granulagées 2.
Ja os blastos da linhagem linfoide se apresentardo com nucleo redondo,
cromatina frouxa, nucléolos de trés a cinco pouco evidentes, com citoplasma

escasso e sem granulos 2324,

CONCLUSAO

Para os parametros avaliados quantitativamente os dois equipamentos
apresentaram resultados equivalentes, e os flags igualmente indicadores de
anormalidade. Porém, quando foram analisados os parametros qualitativos, o
BC 6800 apresentou um desempenho melhor que o U RIT 5500, pois por ndo
separar corretamente mondcitos e linfécitos, na presenca de blastos, torna
obrigatoria a revisdo da contagem celular por microscopia. Sendo a analise do

scatter leucocitario uma importante ferramenta como critério de revisdo em
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lamina para o reconhecimento celular, aliado sempre a outros parametros do

hemograma fornecido pelos contadores automaticos.

E importante salientar que o manuseio e interpretacdo dos dados
fornecidos pelos contadores automaticos de hemograma sdo dependentes da
qualificacédo do profissional da area. Entdo o analista precisa estar devidamente
treinado para o manuseio técnico do equipamento, reconhecimento celular na

microscopia e também relacionar seus conhecimentos tedricos em hematologia.
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