T
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ANALISES CLINICAS

Adna dos Santos Caldas

PRODUCAO DE PARACER TECNICO SOBRE A VALIDACAO DA
CONTAGEM AUTOMATIZADA DE ERITROBLASTOS EM
CONTADOR HEMATOLOGICO BC6000 PARA A ROTINA EM
LABORATORIOS DE ANALISES CLINICAS

BELEM-PARA
2021



ADNA DOS SANTOS CALDAS

PRODUCAO DE PARACER TECNICO SOBRE A VALIDACAO DA
CONTAGEM AUTOMATIZADA DE ERITROBLASTOS EM
CONTADOR HEMATOLOGICO BC6000 PARA A ROTINA EM
LABORATORIOS DE ANALISES CLINICAS

Dissertacdo  apresentada  como  critério
obrigatorio ao Programa de P6s-Graduagdo em
Anélises Clinicas Profissional do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do
Pard como requisito final para a obtencdo do
titulo de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Lacy Cardoso de Brito
Junior

BELEM-PARA
2021



Dados Internacionais de Catalogaciio na Publicaciio (CIP) de acordo com ISBD

Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal do Para

Gerada automaticamente pelo médulo Ficat, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

C145p

Caldas, Adna dos Santos.

Producdo de Parecer Técnico sobre a validacao da contagem
automatizada de entroblastos em contador hematologico BC6000
para a rotina em laboratorios de Analises Clinicas : pesquisa
metodologica de desenvolvimento / Adna dos Santos Caldas. —
2021.

40 f. : 1l color.

Onentador(a): Prof. Dr. Lacy Cardoso Brito Jr
Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal do Parg, | |
Belém, 2021.

1. automagdo laboratorial. 2. analisador de hematologia. 3.
eritroblastos. 4. hematologia. 1. Titulo.

CDD 61211




ADNA DOS SANTOS CALDAS

PRODUCAO DE PARACER TECNICO SOBRE A VALIDACAO DA
CONTAGEM AUTOMATIZADA DE ERITROBLASTOS EM
CONTADOR HEMATOLOGICO BC6000 PARA A ROTINA EM
LABORATORIOS DE ANALISES CLINICAS

Local e data da defesa: Belém - PA, 30 de agosto de 2021.

Banca Avaliadora

Prof. Dr. LACY CARDOSO DE BRITO JUNIOR
(Presidente - Orientador)

Prof.2 Dr.2 ANDREA NAZARE MONTEIRO RANGEL DA SILVA
(12 Avaliadora)

Prof.2 Dr.2 MIONI THIELI FIGUEIREDO MAGALHAES DE BRITO
(22 Avaliadora)

Prof.2 Dr.2 CAROLINA HEITMAN MARES AZEVEDO RIBEIRO
(3# Avaliadora)

Prof.2 Dr.2 RITA DE CASSIA MOUSINHO RIBEIRO
(4® Avaliadora)



RESUMO

INTRODUCAO. A contagem diferencial de eritroblastos em amostras de sangue periférico
por auto-analisadores hematoldgicos ainda apresenta limitagdes. Avancos tecnoldgicos nos
equipamentos de hemograma tem proposto a contagem totalmente automatizada dessas
células. Necessitando contudo de validacdo para seu uso clinico. OBJETIVO. Validar a
contagem automatizada de eritroblastos em amostras de sangue periférico no aparelho de
hematologia BC6000 (Mindray®) e verificar se existe correlacdo entre 0s estagios
maturativos de eritroblastos com os graficos do equipamento e elaborar um Parecer Técnico.
MATERIAL E METODOS. Estudo do tipo pesquisa metodolégica de desenvolvimento de
tecnologia em salde a ser realizada em quadro fases: obtencéo e anélise de dados sobre as
contagens de eritroblastos através das metodologias automatizada e manual (Padrdo Ouro) no
Laboratdrio de Patologia Clinica Dr. Paulo C. Azevedo, Belém - Pard, no periodo de junho de
2019 a dezembro de 2020; levantamento bibliografico; e identificacdo dos critérios técnicos
para a construcdo da tecnologia em salde (Parecer Técnico). RESULTADOS. Foram
analisadas 17 amostras de sangue periférico de recém-nascidos (09/17 - 52.9%) e de pacientes
com idade superior a 2 anos (08/17 - 47,1%) que apresentavam mais de 18% de eritroblastos
apos analise morfoldgica da amostra. A analise estatistica das contagens de eritroblastos pelas
duas metodologias mostrou que o contador hematolégico BC6000 (Mindray®) tem uma boa
reprodutibilidade, precisdo e linearidade para a contagem de eritroblastos em sangue
periférico. Nao foi observada correlacdo entre os estdgios maturativos de eritroblastos,
imunofenotipados por citometria de fluxo, com os graficos do equipamento, para isso foram
utilizadas 20 amostras de medula Gssea como controle positivo para a caracterizacdo
imunofenotipica das populacdes de eritroblastos. CONCLUSAO. A validacdo proposta
mostrou que o contador hematolégico BC6000 da Mindray® apresenta bom desempenho
analitico para a contagem de eritroblastos em sangue periférico. Porém, ndo guarda correlacao
entre os estagios maturativos de eritroblastos com os gréaficos gerados pelo equipamento. Este
estudo gerou um Parecer Técnico sobre o uso desse equipamento para a contagem de
eritroblastos para orientacdo dos profissionais de salude que utilizam este contador
hematoldgico na rotina laboratorial.

PALAVRAS-CHAVE: Hematologia; eritroblastos; automacdo laboratorial; analisador de
hematologia.



ABSTRACT

INTRODUCTION. Differential counting of erythroblasts in peripheral blood by
hematological autoanalyzers still has limitations. Technological advances in blood count
equipment have proposed a fully automated counting of these cells. However, it needs
validation for its clinical use. OBJECTIVE. Validate an automated count of erythroblasts in
your peripheral blood using the BC6000 hematology device (Mindray®) and check whether
there is a correlation between the maturation of erythroblasts with the equipment's graphics
and prepare a Technical Opinion. MATERIAL AND METHODS. Study of the
methodological research type of health technology development to be carried out in four
phases: obtaining and analyzing data on erythroblast counts through automated and manual
methodologies (Gold Standard) at the Clinical Pathology Laboratory Dr. Paulo C. Azevedo,
Belém - Para, from June 2019 to December 2020; bibliographic survey; and identification of
technical criteria for the construction of health technology (Technical Advice). RESULTS.
Seventeen peripheral blood from newborns (09/17 - 52.9%) and patients older than 2 years
(08/17 - 47.1%) who had more than 18% of erythroblasts after morphological analysis of the
sample were analyzed. A statistical analysis of erythroblast counts by the two methodologies
revealed that the BC6000 hematology counter (Mindray®) has good reproducibility, precision
and linearity for a peripheral blood erythroblast count. There was no correlation between the
maturation stages of erythroblasts, immunophenotyped by flow cytometry, with the
equipment's graphics, for this, 20 bone marrow samples were used as a positive control for the
immunophenotypic characterization of erythroblast populations. CONCLUSION. A
validation proposal presented that Mindray® BC6000 Hematology Counter has good
analytical performance for a peripheral blood erythroblast count. However, there is no
correlation between the maturation stages of erythroblasts with those generated by the
equipment. This study generated a Technical Advice on the use of this equipment for an
erythroblast count for guidance of health professionals who use this hematological counter in
laboratory routine.

KEYWORDS: Hematology; erythroblasts; laboratory automation; hematology analyzer.
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1 INTRODUCAO

O hemograma € um teste de suporte diagnostico muito Gtil na pratica médica, sendo
um dos exames mais solicitados aos laboratérios clinicos por ndo se restringir unicamente a
investigacdo de doencas hematoldgicas, ou contagem de células do sangue, mas sim como
uma importante ferramenta de estudo sobre as condigdes de homeostase de um paciente,
através de uma andlise quantitativa e qualitativa dos elementos figurados do sangue (QIAN et
al, 2016).

Esta ferramenta, ao longo dos anos, tem passado por constantes avancos tecnoldgicos
que trouxeram modernizacdo a contagem das células do sangue por meio de sofisticados
equipamentos laboratoriais. Atualmente os equipamentos de hematologia dispdem de estacoes
de analises com esteiras e analisadores hematoldgicos que fazem a deteccdo de células
anormais e sinalizam aos operadores através de alertas/alarmes (flags), confeccdo e coloracéo
de laminas, conferindo assim maior seguranca na liberacdo dos resultados (REYES;
SARRAF; RUISECO, 2015).

O processo de automacdo em hematologia porém ndo parou por ai, e hoje muitos
desses equipamentos permitem também outras analises como: a contagem de reticuldcitos,
que é um analito basico na avaliagdo da resposta eritropoiética e complementar ao resultado
do hemograma; a marcacao e contagem diferencial de células miel6ides jévens (mieloblastos)
pela mieloperoxidase; e ainda a contagem diferencial de eritroblastos de forma automatizada
(GODON et al, 2012).

A identificacdo e contagem diferencial de eritroblastos por auto-analisadores
hematol6gicos, embora muito necessaria para amostras de pacientes pediatricos (recém-
nascidos) e portadores de anemias hemoliticas graves, ainda apresenta limitagdes
principalmente pelo conflito que pode existir quando da contagem linfocitos ja que, de modo
geral, os eritroblastos sdo contados junto com a populagdo de linfécitos na maioria dos
equipamentos automatizados de hematologia (LEONART, 2009; BENTO, 2019).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A medula 6ssea, 0 microambiente medular e a hematopoiese
O sistema hematopoiético é responsavel pela produgdo de uma ampla variedade de

tipos de células que compdem o tecido sanguineo, como: eritrocitos, plaquetas, granulocitos
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(neutrofilos, eosinofilos e basofilos) e linfdcitos que, em conjunto, tem importante funcdo na
homeostase do individuo. Contudo, a producdo de céelulas sanguineas no organismo humano
s0 ocorre na medula 6ssea apds o nascimento (AL-DREES et al, 2015).

Durante a embriogénese, por exemplo, a primeira estrutura responsavel pela
hematopoiese é o saco vitelino (figura 1), um tecido extraembrionério transitério, que contém
as células tronco embrionérias em intenso processo de diferenciacdo para formar os diversos
tipos de tecidos do nosso corpo. Nesse sentido as primeiras células sanguineas a serem
produzidas sdo os mondcitos, os precursores de plaquetas (megacariécitos) e plaquetas,
precursores de hemacias (eritroblastos) e hemaécias, e os linfécitos (AL-DREES et al, 2015;
BABOVIC; EAVES, 2014).

Saco
vitelino

umbilical

y vitelina

Fuente: Jests A. Fernandez-Tresguerres: Fisiologia humana, 4e: www.accessmedicina.com
Derechos © McGraw-Hill Education. Derechos Reservados.

Figura 1: Hematopoiese na fase embrionaria.

Em seguida a essa fase inicial que dura apenas 8 semanas, e apés a formacéo do tubo
neural e os diversos 6rgdos do corpo humano, as células tronco hematopoiéticas (CTHS)
migram para o figado e baco fetais onde multiplicam-se e diferenciam-se para a producéo das
células sanguineas fetais. De modo que, somente proximo do nascimento é que essas CTHs
migram para nichos (microambiente da medula 6ssea) em desenvolvimento da medula 0ssea,
onde permanecem ao longo da vida adulta nos o0ssos chatos (BABOVIC; EAVES, 2014).

A diferenciacdo das CTHs residentes no microambiente da medula 6ssea € induzida
atraves da estimulacao dessas por interacéo célula-célula, com as células desse microambiente
(macrofagos, adipocitos, células endoteliais e fibroblastos), e por fatores extrinsecos como
citocinas, ineterleucinas, fatores estimuladores de coldnias e hormo6nios que interagem com 0s
receptores da superficie celular e iniciam as vias de sinalizacdo para diferenciacdo celular
(ASADA; TAKEISHI; FRENETTE, 2017).
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Durante os primeiros dez anos de vida todos 0s 0ssos do corpo humano apresentam
medula déssea ativa (medula vermelha). Porém, com o desenvolvimento humano, e por acdo
dos hormonios sexuais e do crescimento durante toda a segunda década de vida, essa medula
vermelha dos 0ssos longos vai sendo gradual e progressivamente substituida por uma medula
inativa (medula amarela ou gordurosa), que é necessaria para nutrir as celulas dsseas
envolvidas no crescimento endocondral (REINA; LARA; CLAVIJO, 2007).

No adulto, apés a segunda década de vida, a producao de células sanguineas pelas
CTHs da medula ossea vermelha fica restrita aos 0ssos chatos como cristas iliacas, esterno,
corpos Vvértebrais e costelas; e ainda as epifises distais e proximais dos 0ssos longos (REINA,;
LARA; CLAVHO, 2007; DZIERZAK; PHILIPSEN, 2013; ASADA; TAKEISHI,
FRENETTE, 2017).

2.2  AEritropoiese

Como vimos, a producdo de precursores eritréides (eritroblastos) e hemacias maduras
comecam desde muito cedo no desenvolvimento humano. Essas células que tém uma vida util
média de 120 dias e representam o tipo celular mais abundante no sangue humano com
aproximadamente 5x10° eritrcitos por microlitro, com intervalos de normalidade entre 4,7 x
10° a 6,1 x 10° para homens e 4,2 x 10° a 5,4 x 10° para mulheres (DZIERZAK; PHILIPSEN,
2013).

A eritropoiese, contudo, é um processo de multiplas fases complexas que envolvem a
diferenciacdo e maturacdo das células tronco hematopoiéticas em eritrocitos maduros. Este
processo € mediado por varios fatores de crescimento e inibidores celulares, onde dentre esses
o0 principal é o hormdnio chamado eritropoietina (Epo) que € produzido em cerca de 85-90%
nos rins e apenas 10-15% no figado, sendo esse Ultimo o responsavel pela producdo de Epo
durante o desenvolvimento fetal (VITTORI; CHAMORRO; NESSE, 2016; OSTA, 2014).

A estimulacdo da eritropoiese pela acdo da Epo acontece atraves da ligacdo desse
horménio com os receptores de Epo presentes nos proeritroblatos na medula éssea, de modo a
desencadear as vias de sinalizagdo intracelular que favorecem a proliferacdo desses clones
celulares. E que em fase tardia da diferenciacdo tém os eritroblastos ortocromaticos
expulsando o nuacleo de seu citoplasma, juntamente com as demais organelas
intracitoplasmaticas, para gerar a ultima fase antes da formacao das hemacias maduras que € a
forma dos reticulécitos, que podem permanecer na medula éssea por cerca de 24 horas antes

de serem liberados na corrente sanguinea onde irdo concluir o seu amadurecimento celular e
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completam a producéo de hemoglobina (Hb) apds mais um periodo igual de 24 a 48 horas (LI
etal., 2018).

Essa producdo de hemoglobina contudo comeca ja nos eritrocitos primitivos e
emergentes do saco vitelino embrionario. Nessa fase a hemoglobina se caracteriza pela
expressdo de cadeias globinas embrionérias que formam uma variedade de tetrdmeros de
hemoglobina (Gower 1, Gower 2 e Portland) presentes apenas na fase embrionaria do
desenvolvimento humano, e que é seguida pela expressdo de outro tipo de hemoglobina,
hemoglobina fetal (HbF), que vai persistir no desenvolvimento humano até o sexto més apos
0 nascimento, sendo em seguida silenciada até que prevaleca a hemoglobina adulta Al
(DZIERZAK; PHILIPSEN, 2013).

Resumidamente podemos dizer que a producdo de hemacias e de hemoglobina é
dependente de trés fatores: da Epo como fator de diferenciacéo celular; da vitamina B12 e do
acido Folico para a sintese de DNA,; e do ferro para a hemoglobinizacdo em todas as fases do
desenvolvimentos dos eritocitos. Um individuo adulto tem no seu organismo de 4 a 5g de
ferro, sendo cerca de 2,5¢g desse total sdo utilizados para a formacdo da Hb. E diferentemente
do que acontece com as reservas de vitamina B12 e de acido Folico as quais sdo dependentes
diretamente da alimentacdo, as reservas de ferro no organismo humano sdo vastas e
diretamente relacionadas ao seu armazenamento no figado, baco e medula 6ssea onde ocorre
o fenbmeno de recirculacdo do ferro, e também pela absorcdo é armazenado o ferro

proveniente da alimentacdo nos enterécitos (GROTTO, 2008).

2.3  Caracterizacdo morfoldgica e imunofenotipica dos precursores eritréides

Como ja& comentado anteriormente 0s precursores eritroides nucleados
(proeritroblastos e eritroblastos) passam por seu amadurecimento todo dentro da medula
Ossea, ficando apenas os reticulécitos com o seu amadurecimento em parte ocorrendo na
medula 6ssea e em parte na corrente sanguinea (LI et al., 2018).

O processo de diferenciacéo eritréide medular envolve cinco fases de amadurecimento
celular que estdo associadas a alteracBes nucleares e citoplasmaticas, ligadas ao aumento
progressivo da producgdo de hemoglobina, e que vao desde os proeritroblastos, eritroblastos
basofilos, eritroblasto policromatico, eritroblastos ortocromatico, e por fim o reticulécito
(SANTOS, 2014).

Essa maturagdo, como comentado, é seguida por maturagdo nuclear com condensagao

da cromatina e nucléolos, e diminui¢do dos nucleos em aproximadamente 20% do tamanho
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original, seguido de diminuicdo do tamanho celular até a enucleacdo para formacdo dos
reticuldcitos; além de maturacdo citoplasmatica com aumento da hemoglobinizacdo. Essas
modificagdes morfologicas sdo seguidas de alteracdes na expressdo de diversos antigenos
celulares, como exemplo, podemos citar a expressdo do antigeno conhecido como CD71. Esse
antigeno CD71 representa os receptores da transferrina que sdo expressos em altos niveis na
membrana dos proeritroblastos e eritroblastos, e que tem a sua expressdo diminuida em
funcdo do amadurecimento celular e final do processo de hemoglobinizacdo até que esteja
ausente nas células eritréides maduras anucleadas (figura 3) (BARON, 2013; FIGUEIRA;
SOUZA, 2018).

. —
| :
——

CD235a

CD36
CD36
CD235a
.\' :
- -~

PROERITROBLASTO  ERITROBLASTO ERITROBLASTO ERITROBLASTO RETICULOCITO HEMACIA
BASOFILO POLICROMATICO  ORTOCROMATICO

CD105

CD71
HLA-DR

CD33

CD4s

Figura 2: Maturacao eritréide.

Outros antigenos porém também podem ser observados ao longo dos varios estagios
de maturacdo dos precursores eritroides como os antigenos: CD34 (antigeno geral de
imaturidade celular); CD117 (antigeno de imaturidade mieldide); HLA-DR (antigenos de
histocompatibilidade presente em proeritroblastos); CD33 (antigeno de imaturidade
mieldide); CD105 (antigeno de imaturidade eritréide, fortemente expresso em
proeritroblastos); CD45 (antigeno pan-mieldide, fortemente expresso em proeritroblastos) e
CD36 (antigeno de maturidade eritroide, fortemente expresso em eritroblastos basofilos e
policromaticos) (FIGUEIRA; SOUZA, 2018).

Ja nos estégios finais de maturacéo eritroide (eritroblastos ortocromaticos, reticulocitos
e eritrocitos maduros) a maioria dos antigenos de superficie celular supracitados deixam de
ser expressos e entdo aumenta a expressdo do antigeno CD235a também conhecido como
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Glicoforina A que é especifico das células eritroides conforme a figura 1 (WANGEN et al,
2013).

2.4 O Hemograma: Principios e objetivos

O hemograma completo é o exame laboratorial mais solicitado da rotina médica e se
destina a andlise quali quantitativa das células do sangue periférico de um individuo, através
da andlise de parametros, fisiologicos ou patolégicos, associados a contagem de hemacias,
concentracdo de hemoglobina e hematocrito, aléem dos indices hematimétricos; leucdcitos e a
diferencial leucocitaria através da morfologia das células; e a contagem de plaquetas e dos
indices plaquetarios (QIAN et al, 2016; BAKRIM et al, 2018).

Ao longo dos anos muitos foram os avangos tecnoldgicos na area da hematologia do
laboratdrio, e em especial em relacdo ao hemograma e a analise automatizada da morfologia
das células do sangue durante a realizagdo desse exame. Hoje os contadores hematoldgicos
automatizados mais modernos utilizam véarias metodologias de anélise (impedancia,
citometria de fluxo, fluorescéncia e espectrofotometria). Contudo, de modo geral, a
determinacédo da concentracdo da hemoglobina é feita por método colorimétrico e a contagem
global de leucdcitos, hemacias e plaquetas, por impedéancia elétrica (WIC) e ética (WOC). Por
sua vez, a contagem diferencial em cinco partes (neutrofilos, linfécitos, mondcitos,
eosinofilos e basofilos) da diferencial leucocitéria pode seguir principios de analise quanto: a
complexidade e o tamanho celular ou de complexidade celular e sinais de fluorescéncia do
conteddo de DNA/RNA do nucleo celular (FAILACE, PRANKE, 2004; BUTTARELLO,
PLEBANI, 2008; BRIGGS et al.2011; FORD, 2013; CHABOT-RICHARDS, GEORGE,
2015; SUAREZ, 2015).

Especificamente em relacdo ao analisador hematologico BC6000 da empresa
Mindray® esse é um aparelho muito robusto que fornece resultados de hemograma completo
com a contagem diferencial de leucocitos em cinco parametros (linfocitos, mondcitos,
neutrdfilos e eosinofilos), além de fornecer outros analitos com contagem de leucdcitos
(WBC), concentragdo de hemoglobina (HGB), concentragdo de hemoglobina corpuscular
média (MCHC), hemoglobina corpuscular média (MCH), volume corpuscular médio (MCV),
hematdcrito (Hto), RDW (Red Cell Distribution Width), plaquetas e eritrocitos (RBC). E
como diferencial esse equipamento oferece a contagem diferencial de eritroblastos (NRBC) e
capacidade de analise de outros fluidos corporais como liquidos pleural e sinovial
(MINDRAY®, 2019).
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Para a contagem da diferencial leucocitaria em 5 pardmetros e a contagem diferencial
de eritroblastos esse equipamento utiliza como principios os métodos de impedancia elétrica
(WIC) e dispersdo otica (WOC), além da tecnologia de analise de células SF Cube que
permite a analise 3D das células usando informac6es de dispersdo de luz a laser em dois
angulos e sinais de fluorescéncia de DNA/RNA do nucleo das células (MINDRAY®, 2019).

2.5 O Hemograma e a presenca de eritroblastos

Estes contadores, porém, sdo projetados para a identificacdo de células maduras do
sangue e, conforme as caracteristicas de granulosidade/complexidade interna e tamanho ou
sinais de fluorescéncia do conteido de DNA/RNA das células, sdo representadas em graficos
bidimensionais de dispersdo leucocitaria em 5 partes (scatter/citograma); onde cada
populacdo de leucdocitos, de acordo com suas caracteristicas, possui uma area especifica de
plotagem dentro do scatter. Assim, qualquer alteracdo na plotagem celular no scatter
leucocitério pode gerar a emissao de flags (alertas) por estes analisadores e, dependendo do
tipo de alarme emitido (presenca de células grandes imaturas como blastos e granuldcitos
imaturos, linfocitos atipicos, blastos, ou eritroblastos), determina critério para a conferéncia
morfoldgica do esfregaco sanguineo (BRIGGS et al. 2011; BRIGGS, 2009; BUTTARELLO;
PLEBANI, 2008; CHABOT-RICHARDS; GEORGE, 2015; SMITH; NOWAK; FOWLER,
2018).

Em especial em relagdo a presenca de eritroblastos em uma amostra de sangue
periférico o que se observa € que a maioria dos equipamentos de automagcdo em hematologia
costumam plotar essas células no scatter leucocitario junto com os linfécitos e, portanto,
incluidas na contagem total dos leucdcitos. Contudo, nem sempre esses equipamentos
conseguem sinalizar ao operador do equipamento a presenca de eritroblastos na amostra
sanguinea, e por vezes a observacdo dessas células acaba por ser um achado eventual ap6s a
revisao morfoldgica da amostra (SHELAT; CANFIELD; SHIBUTANI, 2010).

O analisador hematologico BC6000 da empresa Mindray®, além de outros
analisadores que utilizam a mesma metodologia, prometem a contagem diferencial de
eritroblastos (NRBC) em amostras de sangue periférico através da tecnologia de andlise de
células SF Cube que permite a analise 3D das células usando informacdes de disperséo de luz
a laser em dois angulos e sinais de fluorescéncia de DNA/RNA do nucleo das células.
Permitindo assim a contagem diferencial de eritroblastos na amostra em niveis se seguranga
de NRBC > 1% e de NRBC > 0.01 células /mm® (MINDRAY®, 2019).
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3 PROBLEMATIZACAO

Mesmo com o0s avangos tecnoldgicos na &rea de automacdo em hematologia, em
especial em relacdo ao hemograma, ainda hoje os contadores hematoldgicos automatizados
apresentam certas limitacGes na contagem diferencial quando o assunto é caracterizacdo e
contagem de células imaturas da medula dssea presentes no sangue periférico. De nodo que,
muitos fabricantes introduziram nos sistemas de andlise diferencial de células alertas/alarmes
(flags) sobre a presenca dessas células que ndo podem ser diferenciadas pelos equipamentos.
Obrigando assim o operador a realizar a confecgéo e coloracdo de laminas para confirmar os
achados sugeridos pelos contadores hematolégicos (REYES; SARRAF; RUISECO, 2015).

A presenca de eritroblastos em amostras de sangue periférico gera na grande maioria
dos equipamentos de automacdo em hematologia confusdo na contagem de linfdcitos e de
leucdcitos totais. E mesmo quando algum desses equipamentos consegue sinalizar e mesmo
contar de forma diferencial esses eritroblastos, ainda assim isto exige que 0s responsaveis
pelo uso desses equipamentos promovam a validagdo dos mesmos (SHELAT; CANFIELD;
SHIBUTANI, 2010; SHEN, 2019).

O processo de validacdo de um novo equipamento a ser implantado na rotina
laboratorial deve permitir a analise de amostras com precisdo, exatiddao, comparabilidade,
transicdo, historico e linearidade do resultado esperado. Ainda assim o estabelecimento de
intervalos de referéncia pelo fabricante ou pelo laboratério que hospeda um destes
equipamentos por vezes pode ser também desafiador até que seja possivel determinar os
limites de melhor resolucdo de reconhecimento dos diversos tipos celulares da amostra até a
sua utilizagdo na rotina laboratorial (VIS; HUISMAN, 2016).

Assim, neste estudo buscou-se estabelecer a validacdo da contagem automatizada de
eritroblastos feita pelo equipamento BC6000 da Mindray® de modo a torna-la de uso na
rotina do Laboratério de Patologia Clinicas Dr. Paulo C. Azevedo que é referéncia em
hematologia e recebe amostras ricas em eritroblastos provenientes de maternidades e de

pacientes portadores de diversas patologias.

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Produzir um Parecer Técnico informativo sobre a validagdo dos dados obtidos da
contagem automatizada de eritroblastos em contador hematolégico BC6000, da marca

Mindray®, através de meétodo comparativo com a técnica manual (Padrdo Ouro).
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4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar a contagem automatizada de eritroblastos no contador hematolégico BC6000 por

método comparativo com a técnica manual;

- Verificar a existéncia de correlagéo entre os achados de imunofenotipagem dos diferentes
estagios maturativos de eritroblastos, por citometria de fluxo, com os resultados gréficos do
equipamento de automacéo de hematologia BC6000;

- Produzir um Parecer Técnico sobre a validagdo da contagem automatizada de eritroblastos
no contador hematoldgico BC6000 da marca Mindray®.

5 METODOLOGIA
5.1 CONFECCAO DE PARECER TECNICO

5.1.2 TIPO DE ESTUDO

Estudo do tipo pesquisa metodoldgica de desenvolvimento que, segundo Polit, Beck
e Hungler (2011), é aquela que investiga, organiza e analisa dados para construir, validar e
avaliar instrumentos e técnicas de pesquisa centrada no desenvolvimento de ferramentas
especificas de coleta de dados com vistas a melhorar a confiabilidade e validade desses

instrumentos.

Para tanto esta pesquisa foi desenvolvida em trés fases: levantamento bibliogréfico;
obtencdo e analise de dados sobre as contagens de eritroblastos através de metodologias
automatizadas e manuais; e identificacdo dos critérios técnicos para a construcdo da

tecnologia em salde (Parecer Técnico).

5.1.3 FASES DO ESTUDO

Primeira Fase: Levantamento Bibliogréafico

U

Segunda Fase: Obtencdo e analise de dados

U

Terceira Fase: Construcdo da Tecnologia em saude
(Parecer Técnico)
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5.1.4 Primeira fase — Levantamento bibliografico
Foi baseado no levantamento da literatura de artigos originais e de revisdo, notas
técnicas e manuais existentes sobre estudos relacionados a contagem automatizada de
eritroblastos por equipamentos hematoldgicos que dispGe de diferentes metodologias ou
mesmo semelhantes a metodologia do equipamento que esta sendo validado. Para tanto foi
realizada busca ativa desses dados nas bases de dados SciELO, Medline/PubMed e Portal de
Periodicos da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES); e
ainda nos sites oficiais do Ministério da Salde do Brasil e de nosocomios de reconhecida
competéncia cientifica, utilizando-se os descritores presentes no Descritores em Ciéncia da
Saude/Medical Subject Headings (DeCS/MeSH): “Automacéo laboratorial” (“Laboratory
automation”), “Hematologia” (“Hematology”), “Células do sangue nucleadas” (“Nuclear
Red Blood Cell”), “Eritroblastos” (“Erythroblasts”), e “Analisador de Hematologia”
(“Analyser Hematology”) associado por meio do operador booleano AND aos descritores
supracitados.
Para a selecdo das publicacdes incluidas na revisdo, foram adotados como critérios
de inclusdo: artigos originais e de revisao, diretrizes, portarias, protocolos, notas técnicas e
manuais que tenham ligacdo direta com o tema; que estiverem disponiveis na integra. Foram
excluidos: capitulos de livros, teses, dissertacbes, monografias, relatorios técnicos e artigos
que, apos leitura do resumo, ndo convergiam com o objeto deste estudo, além das publicacBes

que se repetiam nas bases de dados e bibliotecas virtuais.

5.1.5 Segunda fase — obtencao e analise de dados

Estudo prospectivo foi realizado com amostras de sangue periférico da rotina do
Laboratorio de Patologia Clinicas Dr Paulo C. Azevedo, situado na cidade de Belém, Para, ou
de medula 6ssea do mesmo laboratorio, oriundas de um hospital oncoldgico, independente da
faixa etaria e género, para caracterizacdo do perfil imunofenotipico dos eritroblastos presentes
nessas amostras e validacdo da contagem automatizada de eritroblastos no contador
hematolégico BC6000, da marca Mindray®, no periodo de junho de 2019 até dezembro de
2020.

5.1.6 Terceira fase — identificacao dos critérios técnicos e construcdo da tecnologia
Seguido da revisao bibliografica e da obtencéo dos dados laboratoriais foi realizada a

andlise estatistica dos dados e em seguida a identificagdo dos principais critérios técnicos
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(clinicos e laboratoriais) que deveriam compor a confeccdo da tecnologia em saude (Parecer
Técnico) a ser criada.

Para a construcdo da tecnologia em saude, primeiro foram definidos de forma clara
0s objetivos a que se destinam o Parecer Técnico de tal modo a ndo correr o risco deste se
transformar em um artefato meramente informativo. Posteriormente foi realizado um
brainstorming para a constru¢cdo do corpo do Parecer Técnico quanto aos itens: (1) assunto
(orientagcdes preliminares sobre a andlise dos resultados laboratoriais); (2) analise das
informacBes em consonancia com a literatura; (3) objetivos do Parecer Técnico; (4)
conclusdo; e (5) referéncias bibliogréficas. Sempre com linguagem simples e acessivel,
estrutura de diagramacgdo que permita o facil acesso as informacGes, e ainda a definicdo de

situacOes-chave.

5.2 Casuistica

Estudo prospectivo com amostras de sangue periférico e medula déssea da rotina do
Laboratorio de Patologia Clinicas Dr. Paulo C. Azevedo, situado na cidade de Belém, Par3,
ou de medula d6ssea do mesmo laboratdrio, oriundas de um hospital oncoldgico,
independente da faixa etaria e género, para caracterizacdo do perfil imunofenotipico dos
eritroblastos presentes nessas amostras e validagdo da contagem automatizada de
eritroblastos no contador hematoldgico BC6000, da marca Mindray®, no periodo de junho
de 2019 até dezembro de 2020.

Para tanto foram analisas 20 amostras de medula 6ssea de pacientes portadores de
leucemias agudas, livres da doenca, em acompanhamento terapéutico, isto €, em recuperacdo
medular pos-tratamento especifico com 15 ou 30 dias pds-quimioterapia, como controle
positivo para a definicdo das populacGes de eritroblastos em diferentes estagios de
maturidade. E ainda 17 amostras de sangue periférico de pacientes que realizarem
hemograma de rotina, oriundos de demanda espontanea ou hospitalar, no referido laboratorio
de patologia clinicas particular para a verificacao se seria possivel caracterizar na plotagem
grafica do equipamento BC6000 (Mindray®) o estagio de maturacdo dos eritroblastos do

sangue periférico.

5.2.1 Critérios de incluséo e exclusao
Foram incluidas amostras de sangue periférico ou medula 0ssea de pacientes de
ambos o0s géneros, de qualquer faixa etaria, anticoaguladas, com volume igual ou superior a

2ml, e com mais de 18% de eritroblastos ap6s analise morfoldgica da amostra.
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E foram excluidas do estudo amostras de sangue periférico ou medula dssea
coaguladas, com volume inferior a 2ml, com menos de 18% de eritroblastos apds analise

morfoldgica, ou ainda for de pacientes portadores de leucemia aguda em atividade.

5.2.2 Critérios Eticos

Por se tratar de um estudo prospectivo, porém, sem envolvimento dos pesquisadores
com os sujeitos da pesquisa ou ainda envolver a utilizacdo de quaisquer dados pessoais dos
mesmos sujeitos, 0s responsaveis pela pesquisa assinaram um Termo de Compromisso de
Utilizacdo de Dados (TCUD), e de solicitacdo de Dispensa de Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) em conformidade com o que prevéem as diretrizes e normas
regulamentadoras descritas na Resolugdo n° 466 de 12 de dezembro de 2012,

complementada pelo artigo 17, inciso VI da Resolucao 510/2010.

5.2.3 Riscos e beneficios do estudo

Esta pesquisa ndo acarretou qualquer tipo de risco ou prejuizo aos sujeitos da pesquisa
ou ainda de perda de quebra de sigilo de dados, pois se baseia apenas na analise de células
presentes em amostras bioldgicas. Sem qualquer uso de dados pessoais, resultados completos
de exames, identificacdo individual ou identificacdo de intervenges clinicas em curso.

Como beneficios deste estudo foi possivel mostrar o impacto da implantacdo da
contagem automatizada de eritroblastos, presentes nas amostras bioldgicas de sangue
periférico, na rotina laboratorial. E as vantagens dessa contagem celular no tempo de

liberacdo dos resultados e na seguranca e garantia da qualidade dos hemogramas gerados.

5.2.4 Caracterizacdo das amostras

Todas as amostras analisadas, de medula 6ssea ou sangue periférico, foram coletadas
em tubos conicos e anticoaguladas com EDTA (Acido Etilenodiamino Tetra-acético), com
2ml a 5ml de volume, posteriormente foi realizada a coloragdo das l&minas com corante de
May Grunwald e anéalise morfolégica em lamina para confirmacéo da presenca de mais de
18% eritroblastos por profissional especializado do referido laboratdrio através de andlise

por microscopia de luz comum com objetiva de imerséo.

5.2.5 Caracterizacao da presenca de eritroblastos pelo equipamento BC6000 (Mindray®)
Com as amostras ja selecionadas pelo quantitativo de eritroblastos, apds analise

morfolégica por hematoscopia, as mesmas foram submetidas a aquisicdo no equipamento de
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automacdo em hematologia BC6000 da marca Mindray® que tem em seus dispositivos,
segundo o fabricante, a capacidade de identificar e quantificar a presenca de eritroblastos em

amostras de sangue periférico.

5.2.6 Caracterizacdo imunofenotipica dos eritroblastos

Para a caracterizacdo imunofenotipica das varias fases de desenvolvimento dos
eritroblastos nas amostras de sangue periférico, inicialmente foi realizada a identificacdo das
fases dos eritroblastos nas amostras de medula 6ssea. Para tanto, primeiro foi realizada a
separacdo das células mononucleares das amostras de sangue periférico ou de medula dssea
por gradiente de concentracdo Histopaque-1077®.

Em um tubo cénico de centrifugacdo foi adicionado 2ml (2.000ul) de Histopaque-
1077® e posteriormente com o tubo inclinado a 45° foi adicionado suavemente 2ml
(2.000ul) da amostra de sangue periférico ou medula 6ssea, utilizando-se de uma pipeta
Pasteur. Em seguida, foi feita a centrifugacdo da amostra em 1.500 rpm por 30 minutos.
Posteriormente com 0 uso de outra pipeta Pasteur estéril foi feita a retirada cuidadosa da
camada de células mononucleares de interface que ficou entre o gradiente de Histopaque e as
hemacias, as quais foram transferidas para outro tubo cénico de centrifugacdo estéril
contendo 10ml de PBS (Perbarato de S6dio Euroimun a 0,10%).

Em seguida, esse tubo foi submetido a nova centrifugacdo em 1.500 rpm por 10
minutos com posterior desprezo do sobrenadante por inversdo e ressuspensao do sedimento
celular em 5ml de PBS, nova homogeneizacao para que agora fosse transferido 100uL dessa
solucdo para cada tubo cénico de citometria de fluxo previamente identificados.
Posteriormente foram acrescidos de 5uL de diferentes combinagbes de anticorpos
monoclonais comerciais, pan-hematopoiético, CD34 e CD45, ou miel6ides, CD33, CD117 e
CD235a (Glicoforina A), marcados com os fluorocromos FITC, PE, Percyp e APC,. Seguido
de adigdo de 200puL solugdo de lise de hemécias (Facslysing BD 1:10), incubagdo no escuro
por 10 minutos, e posterior adi¢cdo de 1ml (1.000uL) de agua em cada tubo. Para posterior
analise apds aquisicdo de 10.000 eventos em citdmetro de fluxo da BC Coulter DxFlex®,
com CytExpert for DxFlex® software (BC, Indianapolis, Indiana, EUA), para treze cores.
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5.2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos para a validacdo da metodologia de contagem de eritroblastos feita
pelo equipamento de hematologia BC6000 da marca Mindray® e da contagem manual feita
em lamina foram incluidos em um banco de dados para posterior estudo estatistico através do
software Statistical Package for Social Sciences (SPSS), versdo 26 (SPSS Inc., Chicago,
USA).

Dentre os testes propostos primeiro foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-
Wilk para verificar se os dados tinha distribuicdo normal; em seguida foram realizados os
testes de estatistica descritiva de média, desvio padrdo, mediana referentes as contagens de
eritroblastos pelos métodos automatizado e manual; e por fim foi realizado o teste de Mann-
Whitney para comparar as medianas da quantidade de eritroblastos contados entre os métodos
automatizado e manual. Para todos os testes foram adotados como nivel de significancia p <
0,05.

6 RESULTADOS

Para o processo de validacdo da contagem automatizada de eritroblastos pelo
equipamento BC6000 foi realizada a anlise de 17 amostras de sangue periférico de 09/17
(52,9%) pacientes recém-nascidos e de 08/17 (47,1%) pacientes com idade superior a 2 anos
de idade que apresentavam na contagem manual das laminas selecionadas mais de 18% de
eritroblastos a cada 100 leucdcitos contados, conforme preconizado pelo Conselho

Internacional para Padronizagdo em Hematologia (ICSH) (Quadro 1).



Quadro 1. Resultados da analise das amostras de sangue periférico selecionadas.
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Contagem de Caracterizagdo Imunofenotipica dos Eritoblastos por Citometria de
|dentificagdo Idade ErohiEios Flué?it(:g’g)lastos
das Sexo (anos) Material Automatizada | Manual Eritroblastos Basofilos Policromaticos CD34- Eritrobla§t95
amostras (%) (%) CD34+Cchlg;r5::iC:CD117+ CD45fracCD117+ CO Dr;cgg::r&aéfg_
CD235a+

RN SLA F 0 SP 22 26 0 2,36 18,93
RN VN F 0 SP 15 18 0 3,63 63,91
RN GD F 0 SP 93 93 0,7 1,62 68,7

RN VN F 0 SP 119 120 2,71 3,05 8

RN FBF M 0 SP 79 75 1,5 3,24 26,37
RN JV M 0 SP 474 546 0 3,2 64,29
RN ACL M 0 SP 363 363 1,46 3,45 68,52
RN TK F 0 SP 283 284 0 3,11 59,7

RN CG F 0 SP 19 19 3,71 2,39 50,11
MFL F 75 SP 27 26 1,71 1,77 9,23
FBA M 63 SP 18 20 9,73 4,71 53,36
SPK M 3 SP 17 17 0 21,81 85,26
BNCS M 11 SP 26 25 4,75 8,66 36,28
MCL F 63 SP 25 27 0 36,47 11,71
LSGM F SP 21 20 0 0,92 88,94
PGCG SP 23 23 0 3,31 35,85
KVSR F 2 SP 516 516 1,14 1,39 77,89

Legenda: SP: sangue periférico; RN: recém-nascido; CD: cluster de diferenciacéo; F: feminino; M: masculino.

Como observado 09/17 (52,9%) dos pacientes eram recém-nascidos, 05/17 (29,4%)
pacientes tinham idades entre 2 e 11 anos e 03/17 (17,7%) eram adultos com idades entre 63 e
75 anos. Desses 10/17 (58,8%) pacientes eram do sexo feminino e 07/17 (41,2%) do sexo
masculino. Das amostras de pacientes recém-nascidos 08/09 eram formadas por populagdes
de eritroblastos ortocrométicos (entre 18,92% e 68,7%), conforme caracterizacdo
imunofenotipica por citometria de fluxo.

Como era esperado, também nessas amostras de recem-nascidos, foram observadas as
maiores medias (X) e desvios padrdes (S) em relacdo as contagens automatizada (X=163,0;
S$=159,0) e manual (X=171,5; S=175,0) de eritroblastos. Enquanto que para as demais
amostras de pacientes com idades superior a 2 anos (8/17) as médias e desvios padrbes em
relacdo as contagens automatizada foi de X=84,1; S=163,2 e manual foi de X=84,2; S=163,2.

Em seguida foram realizadas as caracterizagbes imunofenotipicas dos diferentes
estagios de diferenciacdo dos eritroblastos obtidos de amostras controle de medula dssea
(Figuras 1A, 1B, 1C) e do sangue periférico (Figuras 1E, 1F, 1G, 1l, 1J, 1K, 1M, 1N e 10).
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Para posterior andlise a distribuicdo gréfica de eritroblastos de sangue periférico obtida a
partir do equipamento de automacdo em hematologia BC6000 - Mindray® (Figuras 1D, 1H,
1L e 1P) em comparacdo com a respectiva caracterizacdo imunofenotipica dos eritroblastos da

mesma amostra de sangue periférico.
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Figura 3. Representacdo grafica de dispersdo celular do tipo Dot plots para a caracterizacao
das populagdes de eritroblastos na medula dssea (A, B e C) por citometria de fluxo, onde: em
roxo sao eritroblastos ortocromaticos e reticuldcitos (Fig de 1A até 1N); em verde sdo
eritroblastos policromaticos (Fig 1A e 1B); em vermelho os eritroblastos basofilos (Fig 1A e
1B); em laranja os proeritroblastos (Fig 1C); e em azul os linfdcitos (Fig 1A, 1B e 1C) em
amostras de medula Ossea. E nas figuras 1E, 1F, 1G, 1l, 1J, 1K, 1M, 1IN e 10 estdo
representadas as populacGes de eritroblastos em sangue periférico por citometria de fluxo,
onde: em roxo séo eritroblastos ortocromaticos e reticulécitos; em vermelho séo eritroblastos
policromaticos; e em preto sdo provaveis restos celulares. Ja os graficos de complexidade
(FS) X fluorescéncia nuclear (FL) sdo relativos as amostras de sangue periférico obtidos no
equipamento BC6000 (D, H, L e P), onde: na Fig 1D sdo representados em verde 0S
eritroblastos e em vermelho os linfdcitos; e nas fig 1H, 1L e 1P estdo representados em verde
apenas os eritroblastos.
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Neste sentido foi observado que ndo hé relacdo entre o estagio de diferenciacdo dos
eritroblastos, observados no sangue periférico de uma amostra, com a respectiva dispersao
dessas células nos graficos obtidos a partir do equipamento de automacdo em hematologia
BC6000 - Mindray®. Como podemos observar, por exemplo, nas figuras E, F e G, onde
observa-se a presenca de 78,11% de eritroblastos ortocrométicos (rosa) e 21,89% de
eritroblastos policromaticos (vermelho), essas até podem sugerir a existéncia de correlacao
com a respectiva dispersao grafica pelo equipamento BC6000 - Mindray®. Contudo, quando
a andlise é feita em relacdo as figuras M, N e O onde tem-se 0 predominio de eritroblastos
policrométicos (36,47%) observa-se que, mesmo assim, a dispersdo grafica do equipamento
BC6000 - Mindray® ndo se altera em relacdo a sua distribuicdo especial.

No que tange a analise de existéncia de correlacdo entre as contagens de eritroblastos
pelos métodos manual e automatizado, através do equipamento de automacdo em hematologia
BC6000 - Mindray®, ap0s a realizacdo do teste de normalidade de distribuicdo de dados esse
mostrou que ndo existia distribuicdo normal entre as duas metodologias. Diante desse
resultado foi realizado o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney o qual revelou um valor de
p= 0,78, isto &, superior ao valor de nivel de significancia esperado (p < 0,05), demonstrando
assim que os valores da contagem automatizada de eritroblastos quando comparados com a
contagem manual sdo iguais. Sendo entdo validada estatisticamente a metodologia
automatizada da contagem de eritroblastos no equipamento em hematologia BC6000 -

Mindray® e confeccionado o parecer técnico deste projeto conforme descrito no Anexo 1.

7  DISCUSSAO

O Conselho Internacional para Padronizacdo em Hematologia (ICSH) define como
precisdo a medida de concordancia entre a estimativa do valor de um determinado analito e o
seu valor verdadeiro obtidos usando-se técnicas independentes (MORITZ, 2000). Assim, a
garantia da qualidade analitica atraves da precisdao dos resultados é critica em laboratdrios de
analises clinicas que operam com analisadores hematoldgicos automatizados, por isso
estabelecer métodos de comparagdo e validagdo para esses equipamentos sdo fundamentais
para manter qualidade dos resultados emitidos (PARK et al., 2014).

Neste sentido esta pesquisa se consistiu na avaliacdo do desempenho do analisador
hematoldgico BC6000 (Mindray®) para a contagem automatizada de eritroblastos quando

comparada com a contagem manual em lamina (padrdo ouro). E como resultado observou-se
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qgue a metodologia automatizada analisada mostrou-se capaz de realizar a contagem de
eritroblastos com preciséo, e foi por isso validada para uso na rotina do laboratorio de anélises
clinicas que apoiou a pesquisa. Garantindo assim precisdo, seguranca e rapidez na liberacédo
dos resultados.

Ressalta-se que em virtude da pandemia provocada pelo novo Coronavirus (COVID-
19), este estudo se ancorou em um N amostral reduzido, devido as mudangas ocorridas no
curso da pesquisa.

Os dados gerados por esta pesquisa corroboram com outros estudos da literatura que
comparam a contagem de eritroblastos no sangue periférico através de metodologias néao
automatizadas e automatizadas e que também ndo demonstraram diferencga estatistica entre
essas metodologias (BORGES; SIQUEIRA, 2009; FAILACE; PRANKE, 2004; MORESCO
etal., 2003, NAOUM, 2008).

Sabe-se, porém, que existe hoje no mercado um grande nimero de analisadores
hematol6gicos automaticos disponiveis para uso na rotina dos laboratério de andlises clinicas,
contudo, cada um utilizando uma variedade de tecnologias para as analises de amostra de
sangue periférico. Esse fato porém obriga que cada laboratdrio, antes de colocar um desses
aparelhos na sua rotina diagnostica, possa promover a validacao previa dos mesmos. Contudo,
certamente ap6s a validacdo desses a tendéncia é que ocorram a reducdo da contagem manual
de eritroblastos através de revisdes em lamina, e diminua o tempo de liberacdo dos resultados
(WOODEL-MAY et al., 2005; BACALL, 2009; PARK et al., 2014).

TAN, NAVA e GEORGE (2011) em seus estudos sobre a capacidade dos
equipamentos de hematologicos Cell-Dyn Sapphire (Abbott®) e UniCel DxH 800 (Beckman
Coulter) em contar e diferenciar eritroblastos de outros tipos celulares, mostraram que o
equipamento Cell-Dyn Sapphire (Abbott®) apresentou 93,5% de sensibilidade para a
contagem de eritroblastos, enquanto que o equipamento UniCel DxH 800 (Beckman Coulter)
teve 73,0% de especificidade para a mesma contagem, quando comparados a metodologia
padrdo ouro (manual). Sugerindo assim que a contagem de eritroblastos através de
equipamentos que utilizam metodologias semelhantes a do Cell-Dyn Sapphire (Abbott®),
como o BC6000 (Mindray®), tém maior sensibilidade para a contagem dessas células.

SHEN et al. (2019) em seus estudos, por sua vez, comparou as contagens
automatizada e manual de eritroblastos em amostras de sangue periférico de diversos
pacientes. Nessa validacdo o equipamento utilizado para essa contagem foi o BC6000
(Mindray®) e, semelhante ao que foi observado em nosso estudo, ndo houve diferenca

significativa nos resultados obtidos quando comparados com a contagem manual (p>0,05).
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Esses autores sugerem entdo que esse equipamento apresenta 80.0% de sensibilidade e 96.9%
de especificidade para a contagem de eritroblastos.

Ainda em nossos estudos porém buscamos identificar se a plotagem grafica da
contagem de eritroblastos gerada pelo equipamento seria capaz de diferenciar estagios
maturativos dos eritroblastos presentes na amostra de sangue periférico. Para tanto, como ja
apresentado, realizou-se a imunofenotipagem dos eritroblastos das amostras de sangue
periférico, por citometria de fluxo, e posterior analise dos graficos de plotagem do
equipamento BC6000 (Mindray®) onde observou-se que, embora 0 equipamento reproduza a
contagem de eritroblastos com precisédo, a projecao grafica gerada ndo permite diferenciar em
qual estadgio de maturacdo encontram-se os eritroblastos. Esse resultado porém ndo tras
consequéncias ao paciente visto que o estdgio maturativo dos eritroblastos em sangue
periférico, até 0 momento, ndo parece ter implicacdo no tratamento ou prognostico do mesmo.

Um estudo semelhante realizado por GRIMALD e SCOPACASA (2000) com
amostras de pacientes que possuiam alguma doenca hematoldgica com a presenca de células
imaturas da linhagem mielGide e eritroblastos adquiridas no analisador de hematoldgico
CELL-DYN 4000 (Abbott®), que utiliza a tecnologia semelhante a do equipamento BC6000
(Mindray®), mostrou resultados também semelhantes quanto a precisdo para a contagem de
eritroblastos e a mesma dificuldade na identificacdo grafica dos estagios de maturacdo dessas

células.

8 CONCLUSAO

A validacdo proposta mostrou que o contador hematolégico BC6000 da Mindray®
apresenta bom desempenho analitico para a contagem de eritroblastos em sangue periférico.
Porém, ndo guarda correlacdo entre os estagios maturativos de eritroblastos com os graficos
gerados pelo equipamento. Este estudo gerou um Parecer Técnico sobre o uso desse
equipamento para a contagem de eritroblastos e o uso imediato do mesmo na rotina do

laboratorio de analises clinicas que hospedou a pesquisa.
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1. ASSUNTO

1.1. Validacdo da contagem automatizada de eritroblastos através do uso do equipamento
hematologia BC6000 da marca Mindray® para a pratica de rotina em laboratérios de analises clinicas.

2. ANALISE

2.1. O hemograma completo é o exame laboratorial mais solicitado da pratica médica e se destina a
analisar e contar as células do sangue periférico de um individuo. Nesse sentido as anadlises envolvem a
visualizacdo de parametros como: a contagem de hemacias, concentracdao de hemoglobina e hematdcrito, e
dos indices hematimétricos; contagem de leucdcitos totais e da diferencial leucocitaria, através da
caracterizacdo morfoldgica das células; e contagem de plaquetas e determinacdo dos indices plaquetarios
(QIAN et al, 2016; BAKRIM et al, 2018).

2.2. Determinantes esses que, ao longo dos anos, ganharam maior precisdo com o0s avancos
tecnolégicos na construcdo de analisadores hematoldgicos que fazem a deteccao de células anormais e
sinalizam ao operador, através de alertas/alarmes (flags), a necessidade de confirmacdo dos achados
morfoldégicos em lamina. E ainda outros equipamentos que ja permitem a contagem com precisdao de
reticuldcitos, eritroblastos e ainda de células mieldides jovens (mieloblastos) (REYES; SARRAF; RUISECO, 2015;
BRIGGS et al. 2011; BRIGGS, 2009; BUTTARELLO; PLEBANI, 2008; CHABOT-RICHARDS; GEORGE, 2015; SMITH;
NOWAK; FOWLER, 2018).

2.3. A identificacdo e contagem diferencial de eritroblastos por analisadores hematoldgicos
automatizados, embora muito necessdria em amostras de pacientes pediatricos (recém-nascidos) e
portadores de anemias hemoliticas graves, ainda apresenta limitacdes em alguns equipamentos de menor
precisdo que acabam por contar essas células como sendo linfdcitos. Sendo assim necessaria a validacdo de
gualquer equipamento de hematologia quanto a utilizacdo e confiabilidade do mesmo no ambiente
laboratorial (LEONART, 2009; BENTO, 2019).

24, O analisador hematolégico automatizado BC6000 da Mindray® é assim um desses
equipamentos robustos que além dos parametros habituais propostos para o hemograma completo dispdem-
se como tendo a capacidade de analisar outros fluidos corporais como liquidos sinovial e pleural; e ainda de
contar eritroblastos com precisdo (TAN, NAVA e GEORGE, 2011; SHEN et al, 2019) .

2.5. No que tange entdo a contagem automatizada de eritroblastos pelo analisador hematolégico
BC6000 da Mindray® foi realizada a validagdo do referido equipamento hematolégico no Laboratdrio de
Patologia Clinica Dr. Paulo C. Azevedo, situado na cidade de Belém-Pa.
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2.6. Para tanto primeiro foi feita a contagem manual de eritroblastos presente em uma amostra de
sangue periférico em lamina (Padrdo Ouro), em seguida a mesma amostra foi submetida a contagem
automatizada pelo equipamento BC6000 da Mindray® para que fosse verificada a correlacdo entre as duas
metodologias, além disso, foi feita a fenotipagem dos eritroblastos dessas amostras e também de amostras da
medula dssea de pacientes em recuperagdo medular pds-quimioterapia, por citometria de fluxo, para
avaliagdo dos graficos gerados pelo referido analisador hematolégico para a definigdo precisa dos estagios de
maturacao dos eritroblastos.

2.7. De acordo com os resultados estatisticos gerados pelas duas metodologias verificou-se que o
BC6000, em comparacdo com o método de contagem manual de eritroblastos em |lamina (Padrdo Ouro),
apresenta boa reprodutibilidade, linearidade e precisdao, ndo havendo diferencas estatistica entre as duas
contagens.

2.8. No que tange aos graficos gerados pelo equipamento para a dispersdo e plotagem das
populacdes de eritroblastos observou-se que nado é possivel identificar o estagio de maturacdo dessas células
apenas pela projecdo grafica, e ainda, que este equipamento ndo é capaz de analisar amostras de medula
dssea mesmo apos lavagem e diluicdo.

2.9. Tendo entdo a contagem automatizada de eritroblastos, presentes em amostras de sangue
periférico de pacientes em diferentes faixas etdrias, sido validada para o contador hematolégico BC6000
(Mindray®). Demonstrando assim que esse equipamento é confidvel e seguro para a determinacdo da
quantidade dessas células.

2.10. Objetivo:

2.10.1. Orientar outros operadores e laboratérios quanto a validacdo do contador hematoldgico
BC6000 da marca Mindray® para a contagem automatizada de eritroblastos em amostras de sangue periférico
em laboratdrios de andlises clinicas.

2.11. Definicao de amostra com quantidade elevada de eritroblastos:

2111 Para esta validacdo foram utilizadas 20 amostras de medula 6ssea como controle
imunofenotipico dos estagios de maturacdo dos eritroblastos, e 17 amostras de sangue periférico para a
validacdo da contagem dessas células no equipamento BC6000 da marca Mindray® e analise grafica dos
estadgios de maturacao das mesmas. Todas as amostras foram coletadas em tubos conicos e anticoaguladas
com EDTA (Acido Etilenodiamino Tetra-acético), com 2ml a 5ml de volume. Foi realizada a coloracdo das
[aminas de todas as amostras com corante de May Grunwald e analise morfoldgica dessas células em lamina
para a confirmagao da presenga de mais de 18% de eritroblastos por amostra a ser analisada.

2112, Seguindo a recomendacdo do Conselho Internacional para Padronizacdo em Hematologia
(ICSH) os resultados obtidos da contagem de eritroblastos, apés validacdo do equipamento BC6000 da marca
Mindray®, foram reportados no laudo do hemograma quanto ao seu valor relativo presente em 100 leucdcitos
contados durante a contagem da diferencial leucocitaria.

3. CONCLUSAO

3.1. A validacdo realizada mostrou que o contador hematolégico BC6000 da marca Mindray®
apresenta bom desempenho analitico para a contagem de eritroblastos em amostras de sangue periférico,
embora ndo guarde correlacdo entre os estagios maturativos de eritroblastos com os graficos gerados pelo
equipamento e ndo seja capaz de realizar em nenhuma hipétese andlise em amostras de medula dssea.
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