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CRUZ, C.G.N.DA Analise da concordancia entre o percentual de granulécitos
imaturos (IG%) automatizado com os achados de promielocitos, mielécitos e
metamielocitos no analisador de morfologia celular MC-80 e na microscopia
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Realengo, Rio de Janeiro, RJ, 2025.
RESUMO

A hematopoiese é o processo de formacdo, diferenciacdo e maturagdo das células
sanguineas. Estas, originam-se do precursor comum, as células tronco
hematopoiéticas, que se diferenciam em progenitor mieloide e linfoide. O progenitor
mieloide da origem aos eritrocitos, megacariocitos, monadcitos e granulécitos, os quais
séo subdivididos em neutrdfilos, basofilos e eosindfilos, enquanto a linhagem linfoide
forma linfocitos T, B e células natural killer. Os granuldcitos, apesar de fazerem parte
da mesma linhagem de amadurecimento, mostram diferencgas na frequéncia com que
suas formas imaturas aparecem no sangue periférico. Enquanto os basofilos e
eosinofilos raramente tém suas formas imaturas circulantes, os precursores
neutrofilicos sdo mais frequentemente encontrados. O aparecimento desses
granuldcitos imaturos, € muito importante clinicamente pois pode indicar indicio de
presenca de sepse, doenca considerada um grande desafio para a saude publica. A
contagem automatizada dos granulécitos imaturos em analisadores hematoldgicos €
possivel gracas a fluorescéncia e, ela é reportada por meio do parametro IG, em
nameros absolutos e em percentual (IG%). Este indice automatizado engloba os
mieldcitos, metamielécitos e promieldcitos. Como a maioria dos equipamentos néo
sdo capazes de diferenciar os trés tipos celulares, eles identificam através da emisséo
de alarme(flag) para que o analista realize a revisdo microscopica da lamina. A vista
disso, para a presente pesquisa foram selecionados e lidos pela microscopia manual
e digital 201 hemogramas automatizados com indice de IG variando de 0% a 20%,
que continham flag de “granuldcitos imaturos?”. Esta teve como objetivo geral
analisar, por meio de métodos estatisticos, a correlagdo e a concordancia da
contagem entre o parametro de IG% emitido pelo analisador hematolégico BC-
6200(Mindray) com os granulécitos imaturos identificados na leitura microscopica
convencional e na digital, utiizando o MC-80. Concomitantemente 0s objetivos
especificos consistiram, primeiramente, na mesma avaliagdo estatistica, porém,
desta vez, entre a contagem de granuldcitos imaturos encontrados nas leituras
microscopicas e, posteriormente, na avaliacdo da ocorréncia de falsos positivos do
flag de “granulécito imaturo”, em comparagao com os granuldcitos imaturos contados
pela microscopia convencional e digital. Os resultados mostraram que as correlacoes
observadas néo sao estatisticamente significativas, visto que, p-valor foram > 0,001
para cada uma das analises. Também n&do houve concordancia substancial em
nenhuma das avaliagbes. Em relagédo ao flag emitido pelo equipamento, foi possivel
observar que nem sempre ele foi confirmado na contagem diferencial pela
microscopia convencional e no scanner digital. Concluiu-se que, embora o sofisticado
equipamento BC-6200 contribuia para a rotina laboratorial, ndo € recomendavel sua
substituicdo total da contagem microscopica em amostra com alarme de granulécitos
imaturos. Da mesma forma, notou-se que o MC-80 deve ser utilizado de forma
complementar e ndo substitutiva a avaligdo microscopica manual, considerada
padrao ouro.

Palavras-chave: Granuldcitos imaturos. Hemograma. Contagem de leucdcitos.
Células sanguineas. Sepse. Automacéao laboratorial.
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ABSTRACT

Hematopoiesis is the process of formation, differentiation and maturation of blood
cells. These originate from the common precursor, hematopoietic stem cells, which
differentiate into myeloid and lymphoid progenitors. The myeloid progenitor gives rise
to erythrocytes, megakaryocytes, monocytes and granulocytes, which are subdivided
into neutrophils, basophils and eosinophils, while the lymphoid lineage forms T and B
lymphocytes and natural killer cells. Granulocytes, despite being part of the same
maturing lineage, show differences in the frequency with which their immature forms
appear in peripheral blood. While basophils and eosinophils rarely have their immature
forms circulating, neutrophilic precursors are more frequently found. The appearance
of these immature granulocytes is very important clinically as it may indicate signs of
the presence of sepsis, a disease considered a major challenge for public health. The
automated counting of immature granulocytes in hematological analyzers is possible
thanks to fluorescence and is reported using the IG parameter, in absolute numbers
and in percentage (IG%). This automated index encompasses myelocytes,
metamyelocytes and promyelocytes. As most equipment is not capable of
differentiating the three cell types, they identify them by issuing an alarm (flag) so that
the analyst can perform a microscopic review of the slide. In view of this, for the
present research, 201 automated blood counts with Gl index varying from 0% to 20%
were selected and read by manual and digital microscopy, which contained the
‘immature granulocytes?” flag. The general objective of this study was to analyze,
through statistical methods, the correlation and agreement of the count between the
IG% parameter issued by the BC-6200 hematological analyzer (Mindray) with the
immature granulocytes identified in conventional and digital microscopic reading,
using the MC-80. At the same time, the specific objectives consisted, firstly, of the
same statistical evaluation, however, this time, between the count of immature
granulocytes found in microscopic readings and, subsequently, in the evaluation of
the occurrence of false positives of the “immature granulocyte” flag, in comparison
with the immature granulocytes counted by conventional and digital microscopy. The
results showed that the observed correlations are not statistically significant, since p-
values were > 0.001 for each of the analyses. There was also no substantial
agreement in any of the assessments. Regarding the flag emitted by the equipment,
it was possible to observe that it was not always confirmed in the differential count
using conventional microscopy and the digital scanner. It was concluded that, although
the sophisticated BC-6200 equipment contributed to the laboratory routine, it is not
recommended to completely replace the microscopic count in a sample with an alarm
of immature granulocytes. Likewise, it was noted that the MC-80 should be used as a
complement and not as a substitute for manual microscopic evaluation, considered
the gold standard.

Key words: Immature granulocytes. Blood count. Leukocyte count. Blood cells.
Sepsis. Laboratory automation.
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1 INTRODUCAO
1.1 HEMATOPOIESE

A hematopoiese define-se como o processo de formacao, diferenciacdo e
maturacdo das células sanguineas. S&o elas: eritrécitos, plaguetas e leucdcitos. Nos
seres humanos, esse processo inicia trinta dias apds a formacdo do embrido e
estende-se de forma ininterrupta durante toda a vida do individuo, tendo como célula
base as células-tronco hematopoiéticas (CTHs), também conhecidas como stem cells
que estdo presentes na medula 6ssea (MO) (LORENZI, 2006; MOLINARO; CAPUTO;
AMENDOEIRA, 2013).

Durante a vida intrauterina, as CTHSs inicialmente situam-se no saco vitelinico,
onde sdo produzidas as primeiras células sanguineas, os eritrécitos. Ja4 na fase
definitiva ou adulta, que acontece a partir da quarta semana de gestacao, as CTHs
encontram-se em uma regido do mesoderma chamada Aorta-Gonadas-Mesonefros
(AGM), onde as CTHs adquirem também a capacidade de originar outras linhagens
hematopoiéticas (MOLINARO; CAPUTO; AMENDOEIRA, 2013).

Por volta da sexta semana de gestacdo, a hematopoiese passa a ser
responsabilidade do figado, funcdo esta compartilhada com o baco até que o feto
complete entre seis e sete meses. Posteriormente a este periodo de vida fetal, a
medula se torna o principal érgdo hematopoiético e, a partir dai, se mantém durante
toda a vida extrauterina. Entretanto, € valido destacar que, em alguns casos
patolégicos, o figado e baco podem retomar a funcdo hematopoiética fetal, mesmo
que esses individuos acometidos estejam na fase adulta. Este mecanismo
compensatoério do organismo é denominado de hematopoiese extramedular (PAIVA,;
REGO, 2013).

Nos primeiros dois anos de vida, a medula 6ssea de quase todos 0S 0Ss0S
participa ativamente da hematopoiese. No entanto, com o crescimento do individuo, a
hematopoiese vai perdendo a sua capacidade de producao celular. Isto se da pelo
tecido hematopoiético ser gradualmente substituido por tecido adiposo, limitando-se,
na fase adulta, ao esqueleto central e as extremidades proximais do fémur e imero
(HOFFBRAND; MOSS, 2018; PAIVA; REGO, 2013).
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Para que na hematopoiese ocorra uma constante proliferacdo celular
(turnover), desde a vida uterina até fase adulta, sera necessaria a existéncia de
microambiente medular propicio ou estroma composto da presenca de células ndo
hematopoiéticas, representadas pelos fibroblastos, osteoblastos, osteoclastos,
células-tronco mesenquimais, adipdcitos, macrofagos e células endoteliais dos
sinusoides medulares, além de fatores de crescimento e citocinas especificas para
cada linhagem celular (PAIVA; REGO, 2013).

As CTHs sao células multipotentes que tém tanto a capacidade de auto-
renovacao, isto €, elas, por si s6, sdo capazes de gerar copias idénticas de si mesmas,
mantendo sua populacdo em niveis regulares ao longo da vida, quanto de se
diferenciar, dando origem as duas células progenitoras: mieloide e linfoide, a depender
da resposta aos estimulos que recebem dos fatores de crescimento e citocinas.
Consequentemente, estas, por sua vez, vao produzir todas as células do sangue e do
sistema imunolégico (MOLINARO; CAPUTO; AMENDOEIRA, 2013; CRISMA,;
NAKAJIMA; FOCK, 2017).

A linhagem mieloide vai gerar as chamadas Unidades Formadoras de Colbnias
(CFUs), entre elas a CFU-GEMM (Unidades Formadoras de Colbnias granulocitica,
eritroide, monocitica e megacariocitica), que é capaz de se diferenciar dando origem
aos eritrécitos, megacariocitos, monadcitos e granulécitos, os quais sao subdivididos
em neutroéfilos, baséfilos e eosindfilos, enquanto a linhagem linfoide forma linfocitos T,
B e células natural killer. Os processos de diferenciacdo e maturacdo dessas células
produzidas, antes de serem liberadas no sangue, sdo denominados eritropoese,
trombocitopoese, monopoese e granulopoese e linfopoese, respectivamente, os quais
serdo detalhados a seguir (DA SILVA et al.; 2015).

O desenvolvimento dos eritrocitos inicia-se na célula progenitora CFU-GEMM,
gue origina a Unidade Formadora de Col6nias Eritroides (BFU-E), no inglés (burst-
forming unit-erythroid), onde burst significa exploséo. Esta, por sua vez, da origem as
Unidades Formadoras de Colonias Eritroides (CFU-E) até chegar o pro-eritroblasto,
que é o primeiro precursor eritroide que é identificavel na medula 6ssea. A partir desse
estagio, ocorre a proliferacéo e maturacao dos eritroblastos, fenébmeno este conhecido
como eritropoese, que é regulado pela eritropoetina. E importante ressaltar que, para

uma eritropoese eficaz, também seréo necessarios acido folico e vitamina B12, para
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gue haja a proliferacédo celular, e ferro, que tem como funcéo sintetizar a hemoglobina,
que é a proteina presente no interior dos eritrocitos (CALADO; FALCAO, 2013;
HOFFBRAND; MOSS, 2018; DA SILVA et al.,2015).

Na eritropoese, conforme cada divisdo celular ocorre, conta-se com uma
reducdo no tamanho celular, na relacdo nucleo/citoplasma, condensacdo da
cromatina, diminuicdo progressiva de RNA no citoplasma e aumento do contetdo de
hemoglobina, resultando-se, entdo, na formacdo dos eritroblastos basdfilos,
policromaticos e ortocromaticos, seguidos pelos reticuldcitos, etapa em que ocorre a
expulséo do nadcleo, até culminar nos eritrocitos maduros. Em condi¢cdes normais, 0s
eritrécitos tém uma sobrevida no sangue periférico de aproximadamente 120 dias,
enguanto os reticuldcitos circulam entre 1 ou 2 dias antes de se tornar um eritrocito
maduro. Um adulto saudavel é capaz de produzir cerca de 200 bilhdes de eritrcitos
por dia (CALADO; FALCAO, 2013; HOFFBRAND; MOSS, 2018).

O processo de formacao das plaquetas é conhecido por trombocitopoese. Elas
sdo fragmentos dos megacariocitos. Nesse processo, a célula progenitora CFU-
GEMM forma a Unidade Formadora de Col6nias de Megacariocitos (CFU-Meg), que
se diferencia em megacarioblastos. Estes, ao serem estimulados pela trombopoetina
e pelas interleucinas, IL-3, IL-6 e IL-11, formam e amadurecem os megacariécitos que
irdo sofrer varias endomitoses para a formacéo das plaquetas (HOFFBRAND; MOSS,
2018)

Cada megacariécito tem a capacidade de formar milhares de plaquetas.
Quando formadas, cerca de 70%, se encontram na corrente sanguinea no decorrer
de 7 a 10 dias. Passado esse intervalo, as plaquetas sdo removidas do sangue
periférico por células do sistema reticuloendotelial, macréfagos ou mondcitos e sao
conduzidas ao baco, onde sdo destruidas. Os 30% restantes dessa populagcéao
permanece no bacgo sendo liberadas conforme a necessidade (HOFFBRAND; MOSS,
2018, GONCALVES, 2019)

Da mesma forma, a monopoese e granulopoese também tém origem na CFU-
GEMM, que se diferencia em Unidade Formadora de Colbnias de Granulocitos e
Mondcitos (CFU-GM), responsavel pela producdo de mondcitos e granulécitos. Os

monaocitos sao derivados dos monoblastos e pr6-mondcitos. Para que haja a sua
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producdo e maturacdo € necessaria a acdo de algumas citocinas e fatores de
crescimento, como IL-3, IL-6, GM-CSF, bem como do fator estimulador de col6nia
monocitica (M-CSF). A partir do momento em que 0os mondcitos sao liberados da
medula 6ssea para o sangue periférico, estes permanecem circulantes entre oito a
nove horas antes de migrarem para os tecidos por diapedese. Ao chegarem nos
tecidos, eles se diferenciam em macréfagos e, assim, desempenham sua atividade
fagocitaria (CRISMA; NAKAJIMA; FOCK, 2017; ZAGO, 2013).

Os granuldcitos se desenvolvem a partir dos mieloblastos, que, por divisdo
celular, geram os promielocitos. Estes, por sua vez, dividem-se para formar os
mielécitos, compondo o compartimento mitético ou proliferativo. Esses tipos celulares
sdo pouco encontrados em circulacdo de individuos em condi¢cbes normais. Na
sequéncia, os mieldcitos diferenciam-se em metamielécitos, células que nédo se
dividem mais, ou seja, células que perdem a capacidade proliferativa e, portanto,
representam o inicio do compartimento de maturacdo ou de armazenamento. Em
seguida, os metamielécitos amadurecem em bastonete ou bastéo e este, por fim, em
células maduras segmentadas. Toda essa cinética dos granulécitos é acompanhada
por mudancas na morfologia celular, que sera detalhada mais adiante neste trabalho.
Todo esse desenvolvimento acontece entre 10 a 14 dias e h& a participac¢éo do fator
estimulador de colbnias de granulécitos (G-CSF), interleucinas e fatores de
crescimento, como IL-3, IL-6, GM-CSF (CRISMA; NAKAJIMA; FOCK, 2017; DA SILVA
et al.,2015)

Os granuldcitos, embora facam parte da mesma linhagem de amadurecimento,
apresentam diferencas na frequéncia com que suas formas imaturas aparecem no
sangue periférico. Enquanto os basofilos e eosindéfilos raramente tém suas formas
imaturas circulantes, os precursores neutrofilicos sdo mais frequentemente
encontrados. Este surgimento é muito importante clinicamente, pois ocorre em
resposta a determinadas condic¢des fisiolégicas como gravidez e periodo neonatal, ou,
ainda, estar associadas a algumas condicdes patolégicas do organismo, como
sepses, infec¢cdo bacteriana, uso de esterdides, patologias inflamatorias agudas,
neoplasias mieloproliferativas e traumas cirirgicos (HOFFBRAND; MOSS, 2018;
BAIN, 2016; DA SILVA; PIMENTEL; NASCIMENTO, 2022; PEREIRA, 2017).
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A linfopoese € o processo que resulta na formacgéao dos linfocitos B, T e células
NK, a partir dos linfoblastos e pré-linfécitos, estes precursores ndo sao encontrados
no sangue periférico em condi¢des normais. Tal processo é regulado por interleucinas,
tais como IL-7, IL-6, IL-2, IL-3, sendo as duas primeiras essenciais na proliferacdo dos
precursores de linfécitos B e as duas ultimas, dos precursores de células T (PAIVA;
REGO, 2013; LORENZI, 2006).

Os linfocitos tém origem na medula 6ssea, onde ocorre a maturagao das células
B. No entanto, a diferenciacéo dos linfocitos T acontece no timo. Na vida pds-natal, a
medula e o timo séo os 6rgaos linfoides primérios, onde a maturacao € continua. No
entanto, os tecidos linfoides também podem ser classificados em 6rgéos linfoides
secundarios ou periféricos, que sdo compostos pelo baco, pelos linfonodos e pelo
tecido linfoide associado aos tratos digestivo e respiratério (FALCAO; VOLTARELLI;
MALMEGRIM,2013).

Depois de concluida sua maturagéo nos 6rgéos linfoides primarios, os linfocitos
B e T vao para a corrente sanguinea, mesmo sem ainda terem sofrido estimulacao
antigénica. Em seguida, estes, migram para 6rgaos linfoides secundarios, fixando-se
em sitios especificos onde se da a estimulacdo antigénica e, assim, atuarem na
resposta imune (CALADO; FALCAO, 2013).

Figura 1- Hematopoiese
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Fonte: HOFFBRAND; MOSS, 2018.
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1.2 HEMOGRAMA

O hemograma € um exame laboratorial que objetiva avaliar de forma
guantitativa e morfologica os elementos figurados presentes no sangue periférico.
Tem sido o exame mais utilizado por médicos de todas as especialidades na avaliacao
clinica dos pacientes e na obtencéo de diagnéstico, que pode ou ndo estar relacionado
a doencas hematoldgicas (DA SILVA; PIMENTEL; NASCIMENTO, 2022; FAILACE;
FERNANDES, 2015).

A analise desse material sanguineo € feita a partir da coleta de uma amostra
de sangue periférico em um tubo com EDTA (&cido etilenodiaminotetracético), que é
0 anticoagulante de escolha. Esse quelante polidentado atua sequestrando o calcio
plasmatico disponivel, inibindo a cascata de coagulacdo. Ele é o mais usado, pois
conserva as caracteristicas morfoldégicas das células presentes nas amostras
coletadas, conferindo maior precisdo na avaliacdo desses elementos. (MUNHOZ; et
al.,2017 e COMAR; PASQUINI, 2013).

Esse exame é realizado através de duas técnicas distintas: manual ou
automatizada. No processo, avaliam-se os trés principais grupos celulares: eritrocitos
(também conhecidos como heméacias), leucdcitos e plaquetas, que correspondem ao
eritrograma, leucograma e plaquetograma, respectivamente (COMAR; PASQUINI,
2013; LEITE; SPEZIA; DIENSTMANN, 2024; FAILACE; FERNANDES, 2015).

Neste trabalho, foram considerados somente os resultados dos leucogramas,

visto que os granulécitos imaturos sdo avaliados na andlise da seérie leucocitéria.

1.2.1 Leucograma

Leucograma € uma parte do hemograma que fornece a contagem global e
diferencial de leucdcitos. Estes, também chamados de glébulos brancos, representam
um grupo diversificado de células sanguineas que exercem fun¢des variadas que, em
conjunto, compfem o sistema imunologico, atuando na defesa do organismo
(CALADO; FALCAO, 2013; LEITE; SPEZIA; DIENSTMANN, 2024).

Na maioria dos analisadores hematoldgicos, os leucoécitos séo diferenciados
em cinco subpopulagfes: basdfilos, eosinodfilos, neutréfilos (incluindo os bastdes),

linfécitos e mondcitos. JA as células da linhagem granulociticas anteriores aos
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bastonetes, que incluem os mielécitos, metamielocitos e promieldcitos sao
consideradas como células anormais sendo sinalizadas por meio de alertas, os
denominados flags (RAO; MICHAEL SNYDER, 2022; BAIN, 2016; PEREIRA, 2017).

Em condi¢des normais, o intervalo de referéncia nos adultos para a contagem
global de leucdcitos é de 4.000 a 10.000 por milimetros cubicos. Valores superiores a
11.000/mm? s@o denominados leucocitose, e inferiores a 4.000/mm3 sdo denominados
leucopenia. Para criancas de diferentes faixas etarias e lactentes esses valores sao
diferentes. Na leucocitose pode haver um aumento na contagem absoluta de
neutrofilos, linfécitos, mondcitos, basdfilos, eosindfilos ou na combinagédo de dois ou
mais deles, porém cabe destacar que a principal causa de leucocitose € a neutrofilia,
isto é, 0 aumento do nimero de neutrdfilos circulantes acima de 7.000/mm3, que pode
ocorrer em decorréncia de doencas hematoldgicas ou ndo hematoldgicas, (RAO,;
MICHAEL SNYDER, 2022; HOFFBRAND; MOSS, 2018; MELO; RESENDE;
GAIOLLA, 2013)

1.3 AUTOMACAO DO HEMOGRAMA

Nas Ultimas décadas, foram comercialmente disponibilizados diversos
analisadores hematoldgicos. Estes equipamentos vém substituindo, na rotina dos
laboratorios, os métodos manuais, apresentando diversas vantagens, como uma
maior eficiéncia nas analises das amostras, proporcionada pelo uso de esteiras e
processadores de esfregacos e coloracdo de laminas, e maior precisao e exatidao
além da sua capacidade de mensurar parametros que antes ndo eram possiveis de
serem expressos (OLIVEIRA, 2018; COMAR; PASQUINI, 2013).

Os analisadores modernos sao totalmente automatizados. Eles aspiram e
diluem um volume reduzido de amostra sanguinea por analise. Para isso, utilizam-se
de diferentes metodologias ou de uma combinagao delas, cujas formas de expressao
dos resultados séo através de histogramas, citogramas e contagens numéricas em
porcentagem ou como valores absolutos. (FAILACE; FERNANDES, 2015; COMAR;
PASQUINI, 2013).

Figura 2- Exemplos de resultados através de citogramas, histogramas e contagens numeéricas

fornecidos pelos analisadores hematoldgicos.
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Resultados Numéricos

weBc 6.90 [10°/L]
RBC 4.64 [109%L]
HGB 154 [g/L]
i ; HCT 44.0 [%]
H:’St(:rggama_ de Citograma da MCV 94.8 [fL]
g opiem S contagem diferencial MCH 33.1 [pgl
dos volumes dos P MCcHC 350 [o/t]
i de leucocitos PLT 353 [10°/L]
eritrocitos RDW-SD 46.0 [fL]
RDW-CV 13.4 [%]
PDW 11.6 [fL]
MPVv 10.6 [fL]
P-LCR 30.0 [%]
PCT 0.37 [%]
NEUT 4.19 [10°/L] 60.7 [%]
Mono LYMPH 1.54 [10°/L] 22.3 [%]
MONO 0.51 [10%L] 7.4 [%]
EO 0.60 [10°/L] 8.7 [%]
Neut BASO 0.06 [10°/L] 0.9 [%]
Lymph NRBC 0.00 [10°/L] 0.0 [/100WBC]
’ RET 1.70 [%] 78.9 [10°/L]
Ghost y w—Eo0 IRF 6.7 [%]
> LFR 93.3 [%]
" MFR 6.1 [%]
HFR 0.6 [%]

Fonte: ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2013

Quando se trata de contar leucdcitos, eritrocitos, plaquetas, assim como para
realizar contagem diferencial de leucdcitos, com a presenca apenas de células tipicas,
ou seja, células maduras, os analisadores hematologicos tém se mostrado mais
precisos do que a contagem manual por microscopia, visto que esses avaliam e
contam, por diversas tecnologias, milhares de células, ao invés de 100, e, as vezes,
200, como tipicamente se realiza por amostra. No entanto, avaliacdo microscopica
continua, a ter a sua importancia quando ha presenca de células imaturas na amostra
como os granulécitos imaturos (COMAR; PASQUINI, 2013; MUNHOZ; et al., 2017).

No que diz respeito a utilizagdo, os analisadores hematoldgicos tém contribuido
para a diminuicdo da quantidade de laminas lidas manualmente, visto que auxiliam na
separacdo das amostras de acordo com critérios previamente estabelecidos pelo
laborat6rio no banco de dados do sistema computacional do equipamento. Esses
critérios sdo definidos de acordo com o perfil da populagdo atendida no local
(FAILACE; PRANKE, 2004; ESCOUTO, 2020).

Dessa forma, as amostras que apresentam contagens de células sanguineas
alteradas ou alarmes gerados pelo equipamento necessitardo de revisdo de lamina.
O proprio sistema direciona tais amostras para a confecgcao e coloracao de laminas,
que serdo liberadas somente apOs analisadas sob microscopia, para a confirmacao
do resultado ou para fornecer informagfes adicionais aquelas geradas pelos
analisadores, o que assegura a confianga dos resultados do hemograma. Para um
hemograma de qualidade, as laminas, sejam elas preparadas manualmente ou em

processadores automaticos, precisam estar bem confeccionadas, coradas e serem
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lidas numa regido adequada de avaliacdo para que seja possivel a correta
identificacdo celular durante a analise microscopica (FAILACE; FERNANDES, 2015;
PNCQ, 2021; COMAR; PASQUINI, 2013; CRISMA; NAKAJIMA; FOCK, 2017).

Por outro lado, as amostras que ndao apontam alteragdes quantitativas nem a
presenca de flags séo liberadas diretamente por meio de interfaceamento automatico
do laboratdrio sem a necessidade adicional da verificacdo microscopica da extensao
sanguinea (FAILACE; PRANKE, 2004; FAILACE; FERNANDES, 2015; PNCQ, 2021).

Para este trabalho foi utilizado o aparelho BC-6200 da Mindray, que analisa até
110 amostras por hora e oferece 37 parametros para apoio ao diagndéstico. Neste, a
evolucdo das combinacdes de tecnologias como a impedancia, citometria de fluxo e
os sinais de fluorescéncia do conteltdo de DNA/RNA do nucleo celular permitiu a
realizacdo da contagem e analise da diferencial leucocitaria, que inclui o parametro
de granulécitos imaturos (IG) (MINDRAY, 2018).

Tabela 1- Série leucocitaria, que corresponde ao Grupo de GB — Glébulos Brancos

Nome Abreviacao

Contagem de glébulos brancos WBC
Numero de basdfilos Bas#
Porcentagem de basdfilos Bas%
Numero de neutréfilos Neu#
Porcentagem de neutréfilos Neu%
Numero de eosinofilos Eos#
Porcentagem de eosindfilos Eos%
Numero de linfocitos Linf#
Porcentagem de linfécitos Linf%
Numero de mondcitos Mon#
Porcentagem de mondcitos Mon%
Numero de granuldcitos imaturos IMG#
Porcentagem de granuldcitos IMG%
imaturos

Fonte: Tabela adaptada do manual do operador, 2018.
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O equipamento pode ser integrado a sistemas automatizados de distensao e
coloracdo de laminas como o SC-120 e de analise de células como o MC-80, que é
uma alternativa no mercado em termos de identificacdo morfolégica das células. Essa
integracao possibilita a automacao completa do hemograma
(KHONGJAROENSAKUN et al., 2023; MINDRAY, 2018).

1.4 AUTOMACAO DO HEMOGRAMA NA AVALIACAO DOS GRANULOCITOS
IMATUROS

O indice de granulécitos imaturos automatizado € um parametro que avalia, por
meio da automacédo, as células precursoras da linhagem granulocitica vista com
regularidade nas situacbes em que a medula esta sendo ativamente solicitada,
tornando com isso a sua deteccdo de suma importancia nos casos suspeitos ou
comprovados de sepse, doenca considerada um grande desafio para a saude publica.
Essas células englobam os mielécitos, metamieldcitos e promieldcitos da linhagem
neutofilica. Tal parametro é reportado em porcentagem e em numeros absolutos,
como parte do resultado da contagem diferencial automatica (OLIVEIRA, 2018; DA
SILVA; PIMENTEL; NASCIMENTO, 2022; LIMA; et al.,2019)

Os sistemas automatizados séo bastante sensiveis quando ha o aparecimento
dessas células da medula 6ssea nas amostras de sangue periférico. No entanto, em
geral, os equipamentos ndo sdo capazes de diferenciar os trés tipos celulares. Por
isso, além da porcentagem de IG, eles emitem o flag que indicara a possivel
ocorréncia. Como esses flags normalmente ndo variam entre 0s equipamentos, 0s
alarmes emitidos usualmente para essas células imaturas sao “presenca 1G”
“granuldcitos imaturos?” ou “neutréfilos bandas?”. (GROTTO, 2009; OLIVEIRA, 2018;
DA SILVA; PIMENTEL; NASCIMENTO, 2022; FAILACE; FERNANDES, 2015).

1.5 AVALIACAO DO HEMOGRAMA NA SEPSE

Segundo o ILAS (Instituto Latino-Americano de Sepse), a sepse é definida
como “uma resposta sistémica a uma doenca infecciosa, seja ela causada por
bactérias, virus, fungos ou protozoarios”. Apesar de a doenga colocar em risco a vida
do individuo e causar uma alta taxa de mortalidade, ainda ndo existe um teste
diagnostico padrdo dessa condicdo. Na ultima década, inimeros marcadores

inflamatorios comecaram a ser empregados nas rotinas hospitalares buscando a
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deteccao precoce da doenca, o que pode ser determinante na evolucao e prognostico
do paciente (PEREIRA, 2017; SILVA; CESAR, 2019, LIMA; et al., 2019).

Dentre os marcadores inflamatérios, existem a contagem global e a contagem
diferencial de leucécitos. Esses parametros clinicos sdo comumente utilizados porque
pacientes com sepse apresentam, na maior parte dos casos, leucocitose, com
neutrofilia e aumento de formas imaturas (superiores a 10%). Apesar de este ser 0
quadro mais comum, pacientes sépticos também podem apresentar leucopenia
(SILVA; CESAR, 2019).

Considerando a importancia clinica de que o surgimento dos granuldcitos
imaturos no sangue periférico pode contribuir para o auxilio no diagnéstico de doencas
como a sepse, foi realizada uma pesquisa utilizando hemogramas automatizado do
dispositivo BC-6200 contendo o parametro de IG em diferentes faixas de valores
relativos e com seu respectivo flag emitido. Também, foram usados os resultados
obtidos na contagem diferencial de leucdcitos pelo analisador digital automatizado de
morfologia celular, MC-80. Além disso, foi feita uma analise microscopica manual da
série leucocitaria de todas as laminas selecionadas a fim de avaliar se ha
concordancia da contagem automatizada de |G com os achados de granulécitos

imaturos na leitura microscépica manual e digital.

1.6 OBJETIVO GERAL

Realizar uma anélise comparativa avaliando a correlagéo e a concordancia da
contagem entre o parametro IG% liberado pelo BC-6200 com os granuldcitos
imaturos encontrados na leitura de lamina realizada através do scanner digital MC -

80 e da microscopia convencional.

1.7 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Correlacionar e verificar se ha concordancia da contagem entre os granuldcitos
imaturos encontrados na analise microscopica convencional e na digital realizada pelo
Mc-80.

Avaliar a ocorréncia de falsos positivos dos flags “granulécitos imaturos”

liberados pelo BC-6200 em comparagdo com a presenca de mielocitos,
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metamielOcitos ou promieldcitos nas amostras de sangue periférico analisadas por

microscopia convencional e pelo analisador de morfologia celular MC-80.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DOS LEUCOCITOS
POLIMORFONUCLEARES

Os trés subtipos leucocitdrio que pertencem a categoria dos
polimorfonucleares, incluem neutrofilos, eosindfilos e basofilos. Estes, caracterizam-
se por seus nucleos lobulados, que variam em numero e aspecto, e pela presenca de
granulos citoplasmaticos onde o aspecto e as caracteristicas tintoriais diferem de
acordo com cada linhagem (LEITE; SPEZIA; DIENSTMANN, 2024)

2.1 .1. Neutréfilos

O neutrofilo segmentado € a forma mais madura do neutréfilo. Em condigbes
normais, eles constituem a populacdo mais abundante do sangue periférico, com valor
relativo de 60 a 65% do total de leucdcitos circulantes e representam a principal linha
de defesa do corpo, sendo de suma importancia no combate de infeccdo. No sangue,
essas células tém uma sobrevida de cerca de seis a dez horas antes de migrarem
para os tecidos por diapedese, onde morrerdao por apoptose, caso nao sejam
“utilizadas” (ZAGO, 2013; LORENZI, 2006; VERRASTRO; LORENZI,2005;
HOFFBRAND; MOSS, 2018; MELO; RESENDE; GAIOLLA, 2013)

Morfologicamente, esse subtipo celular caracteriza-se por apresentar 12 a 15
pm de diametro, granulagdes citoplasmaticas numerosas e delicadas que ocupam
todo o citoplasma dessas células e se coram de rosa pela afinidade tanto do corante
basico quanto do &acido, além da presenca de nucleos com dois a cinco Iébulos, com
pelo menos um deles conectado ao proximo por um filamento de cromatina (BAIN,
2016; DA SILVA et al.,2015; LORENZI, 2006).

2. 1. 2 Bastonetes

Medindo em torno de 12 ym de diametro e também denominados bastbes, sdo
as formas de neutrofilos entre os metamielécitos e os neutrofilos maduros. Assim
como os neutroéfilos segmentados, estes apresentam no sangue periférico um tempo
de meia-vida entre seis a dez horas (HOFFBRAND; MOSS, 2018).
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No que se refere ao ndcleo, ndo apresenta divisao lobular da forma como é
vista nos neutréfilos segmentados e pode ter contornos em forma de “U”, “C” ou “S”.
No citoplasma dessas células, as granulacdes primarias sdo pouco evidentes e ha
predominancia da granulacdo secundaria (HOFFBRAND; MOSS, 2018; CRISMA;
NAKAJIMA; FOCK, 2017; LEITE; SPEZIA; DIENSTMANN, 2024).

Em pessoas saudaveis, a quantidade de bastonetes no sangue periférico &
reduzida, variando entre 0% a 5%. O aumento desse numero quando comparado ao
de neutrdfilos segmentados indica desvio a esquerda, podendo ocorrer,
concomitantemente, a liberacdo de células imaturas como metamielécitos, mielécitos,
promieldcitos, e até blastos (CALADO; FALCAO, 2013; BAIN, 2016; VERRASTRO;
LORENZI,2005).

Dentre todas as células, o bastonete € a que pode gerar mais divergéncia de
opinibes no momento da contagem diferencial de leucdcitos. Isso porque sua
identificagdo pode ser comprometida caso o nucleo esteja dobrado sobre si mesmo,
ja que a sobreposicdo de partes do ndcleo pode esconder uma possivel area
filamentosa de constricdo, 0 que leva a dificuldade de distinguir essas células dos
neutréfilos segmentados. Outra dificuldade encontrada esta na distincdo entre o
bastonete e os metamielécitos, pois estes sdo identificados somente quando mais da
metade do didmetro do nucleo ja apresenta a indentacao (DA SILVA et al.,2015;
RAVEL,2009)

2. 1. 3 Eosinoéfilos

Séo células sanguineas que compdem cerca de 3 a 5% do total de leucdcitos
presentes no sangue periférico e exercem papel fundamental na regulacdo de
processos inflamatérios, como alergia, além de atuarem na defesa contra parasitas
metazoarios helminticos e em alguns distlrbios cutdneos alérgicos e neoplasicos
(ZAGO, 2013; CALADO; FALCAO, 2013)

Os eosinofilos sobrevivem na circulagéo por cerca de dezoito horas antes de
migrarem para os tecidos, onde permanecem por um periodo adicional de até doze
semanas (CRISMA; NAKAJIMA; FOCK, 2017).

No que se refere a morfologia, os eosindfilos tém tamanho ligeiramente maior

do que os neutrdfilos, variando entre 12 e 17 um de didmetro, e apresentam nucleo
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segmentado e normalmente bilobulado. O citoplasma dessas células é repleto de
granulos esféricos, que sdo menos numerosos, mas significativamente maiores do
que os encontrados nos neutrofilos. Esses granulos ndo se sobrepdem ao ndcleo e se
destacam pela intensa coloragdo alaranjada quando submetidos a corantes &cidos,
como a eosina, dai o nome que recebem estas células. As granulacbes coram-se
muito bem por esses corantes acidos devido ao alto teor de proteinas basicas
presentes nelas. (BAIN, 2016; LEITE; SPEZIA; DIENSTMANN, 2024; DA SILVA et
al.,2015; LORENZI, 2006).

Na leitura de lamina, sempre que a granulacdo eosinofilica for encontrada numa
célula, seja nas suas formas imaturas ou como célula madura, esta deve ser
classificada como eosindfilo (DA SILVA et al.,2015).

2. 1. 4 Basofilos

Os basdfilos séo as células mais escassas do sangue periférico, representando
de 0 a 1% da populacdo total de leucécitos. Esse subtipo celular é relativamente
grande, apresentando um didametro que varia entre 10 e 14 ym, e possui nucleo
normalmente segmentado, que, no entanto, é de dificil visualiza¢do devido a presenca
dos numerosos granulos citoplasmaticos escuros que o recobrem (CRISMA,;
NAKAJIMA; FOCK, 2017; BAIN, 2016; LORENZI, 2006; HOFFBRAND; MOSS, 2018).

As granulacBes basofilicas sdo caracterizadas por serem grandes, planas,
grosseiras e por terem afinidade por corantes basicos, como o azul de metileno,
devido a presenca dos mucopolissacarideos acidos no seu interior. Esses granulos
coram-se em preto (DA SILVA et al.,2015; LORENZI, 2006).

Da mesma forma que acontece na granulacao eosinofilica, quando granulacdes
basdfilas sdo encontradas em uma célula na leitura microscépica, estas devem ser
classificadas como basofilas (DA SILVA et al.,2015).

2.2 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DOS LEUCOCITOS
MONONUCLEARES

Os leucocitos mononucleares, que englobam os mondcitos e linfocitos, sao
caracterizados por apresentarem seus nucleos esféricos, ovais ou endentados, sem
segmentacdo. Embora também sejam classificados como agranulécitos, esses

leucécitos podem conter granulos. Nos mondcitos, a granulagéo citoplasmatica € na
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maioria das vezes € discreta enquanto nos grandes linfécitos granulares((GLG), séao
evidentes (LEITE; SPEZIA; DIENSTMANN, 2024).

2. 2.1 Mondcitos

No sangue periférico, de modo geral, os mondcitos sédo os leucoécitos de maior
tamanho, com um diametro variando entre 12 e 15 um e representam de 3% a 8% da
populacdo leucocitaria (HOFFBRAND; MOSS, 2018; MOLINARO; CAPUTO;
AMENDOEIRA, 2013).

Quanto a sua morfologia, 0s mondcitos possuem um nucleo grande, localizado
no centro da célula, que pode ser oval ou endentado, com cromatina fina e frouxa e
sem a presenca de nucléolos. O seu contorno celular é irregular, e o citoplasma é
abundante, com coloragéo cinza ou azul claro acinzentado, por vezes contendo
granulacdes finas réseas e frequentemente, vacuolos, uma caracteristica bem
encontrada nessas células (HOFFBRAND; MOSS, 2018; DA SILVA et al.,2015; BAIN,
2016; ZAGO, 2013; VERRASTRO; LORENZI,2005; LEITE; SPEZIA; DIENSTMANN,
2024).

2.2.2 Linfécitos

Os linfocitos fazem parte do sistema imune, correspondendo em torno 30% do
total de leucdcitos circulantes no sangue periférico em pacientes adultos normais. Em
criancas, este percentual varia de acordo com a faixa etéria. Vale destacar que, apesar
de os linfécitos terem como funcédo a defesa do organismo contra infeccdes, estes, em
determinados quadros patolégicos podem agredir o préprio organismo,
desencadeando doencas autoimunes (BAIN, 2016; FALCAO; VOLTARELLI;
MALMEGRIM,2013).

Essas células apresentam diferentes tamanhos e variagdes em sua morfologia
provocadas pelos diversos estimulos existentes nas doencas inflamatorias,
infecciosas e neoplasias (BAIN, 2016; LEITE; SPEZIA; DIENSTMANN, 2024; PNCQ,
2021).

Os pequenos linfocitos possuem tamanho similar ao dos eritrocitos. Seu nicleo
e regular e de formato esférico, ocupando quase toda a célula e resultando uma alta

relacdo nucleo/citoplasma. A tonalidade do nucleo é azul-arroxeada e a cromatina
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nuclear se apresenta condensada. Além disso, eles também exibem citoplasma
escasso e basofilico, que cora em azul palido (ZAGO, 2013; LEITE; SPEZIA;
DIENSTMANN, 2024; BAIN, 2016).

Por outro lado, os linfocitos grandes, com 12 a 16 um de didmetro, apresentam
nacleos menos densamente corados, cromatina nuclear menos condensada e
citoplasma mais abundante. Em geral, essas células tém contorno irregular e sao
comumente encontradas no sangue periférico, sobretudo em criancas. Outros
linfécitos semelhantes a estes podem também exibir granulos de coloracdo vermelho-
arroxeada, sendo classificados como grandes linfocitos granulares (BAIN, 2016;
HENRY, 2008; PNCQ, 2021).

Na leitura microscoépica convencional ndo é possivel fazer a distingdo entre os
dois tipos de linfocitos, B e T. Para essa diferenciagcdo é necessario realizar a
imunofenotipagem. Além disso, em virtude das semelhancas existentes entre as
caracteristicas morfologicas dos linfécitos grandes e dos mondcitos, pode ser dificil
diferencia-los (HENRY,2008; VERRASTRO; LORENZI, 2005).

2.3 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DOS GRANULOCITOS IMATUROS
2. 3.1 Promiel6citos

Constituindo de 2 a 4% das células da medula 6ssea, sédo originados dos
mieloblastos, apresentando a mesma caracteristica morfolégica, porém
diferenciando-se destes em dois aspectos: em geral o promielécito € uma célula de
maior tamanho que possui alta capacidade mitotica e nela ha desenvolvimento de
granulacdes primarias. Esses granulos primarios se desenvolvem no citoplasma a
partir desse estagio. O numero de granulagdes primarias encontradas pode sofrer
variacdo, podendo ser em maior ou menor quantidade. Muitas vezes essas
granulacdes estdo sobre o nucleo (CALADO; FALCAOQ, 2013; HOFFBRAND; MOSS,
2018; DA SILVA et al.,2015).

O ndcleo do promielécito se caracteriza por ter o formato arredondado ou
ovalado, com cromatina nuclear delicada ou menos condensada e pela presenca de
nucléolos. O citoplasma dessa célula é basofilico e, conforme mencionado

anteriormente, também apresentam granulacdes. Estas, circundam o complexo de
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golgi, que é representado por uma area perinuclear mais clara e estdo espalhadas
pelo restante do citoplasma (BAIN, 2016; PNCQ, 2021).

2.3 .2 Miel6citos

Os mielécitos derivam-se do promielécito, o que acontece através de sua
diviséo e diferenciacdo. Sao células tipicas da medula éssea, representando de 8 a
16% do total de sua populacéo, e ddo origem aos metamieldcitos (CALADO; FALCAO,
2013).

Possuem diametro inferior ao do promieldcito, medindo cerca de 10 a 20 um.
Seu citoplasma € caracterizado pela presenca sutil de granulagdes primarias e pela
prevaléncia das granulacdes secundéarias de peroxidase, denominadas especificas,
que diferenciam os mielécitos das séries neutrifilica, eosinofilica e basofilica. Nos
mieldcitos neutrofilos, as granulacdes sao réseas, finas e sutis; nos eosindfilos, tém
cor laranja e sdo maiores; nos basofilos tem cor preta, sdo numerosas e grosseiras
(BAIN, 2016; HOFFBRAND; MOSS, 2018; LEITE; SPEZIA; DIENSTMANN, 2024;
CRISMA; NAKAJIMA; FOCK, 2017).

O nucleo do mieldcitos tem formato arredondado ou ovalado, em geral com
ligeiro achatamento em um dos lados; a cromatina nuclear apresenta grau moderado
de condensacdo e os nucléolos ndo sao visiveis. (RAVEL,2009; HOFFBRAND;
MOSS, 2018)

2. 3. 3 Metamiel6citos

Compondo de 10 a 25% das células da medula e medindo de 10-12 ym de
didametro, o metamielécito, ja sem capacidade mitética, apresenta nucleo excéntrico
redondo ou ovalado, porém com uma chanfradura; apresenta cromatina nuclear
condensada e auséncia de nucléolo. No citoplasma dessas células ha granulos
primarios, porém em menor quantidade quando comparadas aos mielécitos e
secundarios, que sdo predominantes (CALADO; FALCAO, 2013; DA SILVA et
al.,2015; HENRY;2008; HOFFBRAND; MOSS, 2018; LEITE; SPEZIA; DIENSTMANN,
2024).



29

2. 4 ANALISADOR MORFOLOGICO DIGITAL MC-80

O MC-80, desenvolvido pela Mindray (Shenzhen, China), € um analisador
digital automatizado de morfologia celular que localiza, fotografa e pré-classifica
automaticamente as células sanguineas presentes nos esfregacos de sangue
periférico (ZINI et al.,2023).

Segundo o manual do fabricante, este analisador foi projetado para operadores
experientes que foram treinados no uso do equipamento e na identificacao de células
sanguineas (MINDRAY, 2021).

O equipamento é composto por um microscopio automatizado, uma camera
alta definicdo e um sistema computacional com um software. Ele possui um sistema
de gotejamento automatico de 6leo de imerséo que € aplicado para umedecer a lente
do microscépio e adquirir o melhor efeito optico, assegurando a qualidade da imagem
para as analises. Além disso, o analisador conta com acessérios como berco para

laminas, caixa de laminas e cabo de alimentacdo (MINDRAY, 2021).

2.4 .1 Microscopio

O microscopio automatizado percorre toda a lamina em busca da melhor regido
para andlise, chamada camada monolayer e amplia as imagens mostrando detalhes

nao perceptiveis ao olho humano (MINDRAY, 2021).

2.4 .2 Camera digital de alta qualidade

A camera tem a funcdo de localizar e capturar as imagens das células
sanguineas ja analisadas pelo analisador hematoldgico. Primeiramente, examina,
localiza e determina o campo ideal no esfregaco, utilizando, para isso, lentes objetivas
de baixa ampliacéo. Depois, fotografa o campo sob esta para localizar e identificar as
células-alvo. Entéo, usa a lente objetiva de ampliacdo elevada e fotografa as células-
alvo a partir dos dados da area selecionada obtidas por meio da lente objetiva de
ampliagédo baixa (MINDRAY, 2021).

2. 4 .3 Software especializado

Quando uma imagem de leucdcitos é registrada, o software LabXpert (o
sistema utilizado por ocasido da escrita deste trabalho) realiza uma busca interna para

verificar se ja existe uma imagem associada em um banco de dados para realizar a
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pré-classificacdo, que se da por meio de algoritmos que utilizam caracteristicas
morfolégicas geométricas, além de cor e textura. As células pré-classificadas
individualmente pelo software, sdo exibidas em uma tela de computador e
organizadas conforme as respectivas populacdes celulares (KHONGJAROENSAKUN
et al., 2023; ZINI et al.,2023).

Além das recomendacdes automaticas de pré-classificacdo dos leucdcitos, o
software também realiza a descricdo morfolégica dos eritrocitos. Nesse caso, 0
algoritmo se baseia nas caracteristicas de cor e nos aspectos geometricos como
tamanho e forma. O sistema também identifica e exibe a contagem e a estimativa de
plaguetas (MINDRAY, 2021).

Embora o software faca uma pré-classificacdo das células, a validacao dos
resultados requer a intervencdo humana, em que os profissionais especializados
ficam responsaveis por revisar e validar os resultados. Eles irdo reclassificar as células
que porventura tenham sido identificadas incorretamente pelo sistema e classificar
aguelas que o software ndo conseguiu classificar (MERINO et al.,2024; ZINI et
al.,2023).

O software do MC-80 tem a produtividade de 60 slides/ hora e suporta o
armazenamento de até 80.000 registros de amostras, abrangendo os resultados das
analises e as imagens digitalizadas associadas. Quando o teto de armazenamento é
alcancado, o proprio software se encarrega de substituir os registros mais antigos
pelos mais recentes (KHONGJAROENSAKUN et al., 2023; MINDRAY, 2021).

2.5 AS VANTAGENS DO MC-80 EM RELACAO A CONTAGEM MANUAL DE
CELULAS SANGUINEAS.

A contagem manual, embora seja considerada padréo ouro, apresenta algumas
limitacbes como a grande variabilidade entre os observadores, a exigéncia de
profissionais bem treinados e uma analise demorada. Em resposta as essas
limitacdes, foram desenvolvidos novos sistemas automatizados de morfologia de
células digitais, como o Mc-80, com a finalidade de atenuar essas desvantagens
(MERINO et al.,2024).

O equipamento oferece diversas vantagens. Em primeiro lugar, garante a

padronizacado na classificacéo celular, oferecendo maior consisténcia na identificagdo
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e categorizacdo das células, diminuindo, assim, a variabilidade associada a
interpretacdo humana. Além disso, reduz a fadiga visual dos operadores, uma vez que
a morfologia celular € exibida em uma tela grande, e reduz o tempo de analise, que
pode ser de 10 a 25% mais rapido em comparacdo com a contagem diferencial de
leucocitos (MERINO et al.,2024; ZINI et al.,2023; KHONGJAROENSAKUN et al.,
2023).

Outro ponto é a possibilidade de os especialistas revisarem os resultados dos
slides de forma remota (ZINI et al.,2023).

Também, apresenta eficiéncia no arquivamento das imagens, removendo a
necessidade de armazenar um grande volume de laminas de vidro convencionais, ja
que as imagens sao digitalizadas e arquivadas eletronicamente (ZINI et al.,2023;
MINDRAY, 2021).

3 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi realizada em um hospital da rede publica localizado no estado
do Rio de Janeiro, especificamente no laboratorio de hematologia da instituicéo, entre
janeiro e junho de 2024. O estudo contou com a selecao e a leitura microscépica da
série leucocitaria de 201 laminas de hemogramas automatizados, com énfase na

identificacdo e avaliacdo dos granulécitos imaturos.

3.1 A COLETA DAS AMOSTRAS DE SANGUE E A SELECAO DAS
LAMINAS

Os hemogramas automatizados foram obtidos a partir de amostras de sangue
periférico coletadas em tubos contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA), com
volumes que variam entre de 2 ml a 5 ml. As coletas foram por profissionais
capacitados em diferentes pontos de coleta dentro da unidade hospitalar, conforme a
rotina padréao do servico, eliminando, assim, a necessidade de coletas adicionais para

este estudo.

Para a selecdo das laminas, foram estabelecidos os seguintes critérios de
inclusdo: hemogramas automatizados com indice de IG variando de 2% a 20%, bem
como aqueles com IG inferior a 2% que apresentaram o flag de “granulécitos
imaturos?”. De acordo com o manual do equipamento, o indice de IG é calculado pela

formula mateméatica apresentada a seguir, e o flag emitido indica a possivel presenca
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de granuldcitos imaturos, 0 que sinaliza ao analista a necessidade de avaliacao
microscopica. A inclusdo das laminas seguiu o critério de revisado estabelecido pelo
laboratério de hematologia do hospital, que permite liberar amostras com IG inferior a

2% sem revisdo microscopica.

IMG% = Particulas na regidao IMG no canal DIFF x 100%
Soma de todas as particulas no canal DIFF, exceto aquelas na
regido fantasma

IMG# = WBC x IMG%

Fonte: MINDRAY. BC-6200 Analisador Automatico de Hematologia: Manual do operador, 2018.

Em contrapartida, os critérios de exclusdo das laminas incluiram a qualidade
inadequada de confeccdo e coloracdo, bem como aquelas que apresentaram flags
distintos de “granuldcitos imaturos?”. Outros flags do equipamento, embora possam

ser relevantes em diferentes contextos, ndo foram considerados neste estudo.

3.2 -ANALISE MICROSCOPICA PARA A IDENTIFICACAO DE
GRANULOCITOS IMATUROS.

As laminas dos hemogramas automatizados confeccionadas e coradas no Sc-
120, fabricado pela Mindray (Shenzhen, China), foram analisadas paralelamente em
bancada com o auxilio microscépio Eclipse E200, cujo fabricante é a Nikon
Corporation (Toquio, Japéo) para a contagem diferencial de leucdcitos utilizando éleo

de imersao e a objetiva de 100x e ocular 10x, resultando um aumento de 1000x.

Um Unico observador contou, através de um contador manual, 100 células em
cada lamina. Essa analise iniciou-se pela observacdo de uma lamina com a lente
objetiva de menor ampliacdo, 10x ou 40x. Essa primeira observacao é essencial para
avaliar a coloracéo e a disposicao celular, contribuindo para a selecédo da area mais
adequada para a contagem, que deve ser aquela em que os eritrécitos estdo
proximos, porém nao sobrepostos, e que as células ndo apresentem distorcdes
morfologicas. Apoés a selecéo da regido ideal, a contagem foi feita por meio da objetiva
de 100x, utilizando 6leo de imerséo e percorrendo a lamina em movimentos de zigue-

zague. Considerando que os diferentes tipos de leucécitos ndo se distribuem
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uniformemente sobre a lamina, a metade das células foi contada na borda e a outra
metade foi contada no centro, uma vez que as células maiores, como eosindfilos,
mondcitos e basofilos, tendem a se concentrar nas periferias enquanto neutrofilos e
linfécitos geralmente ficam no centro da lamina. Quando ha a presenca de células
imaturas, estas se acumulam mais nos bordos do que na parte central (BAIN, 2016;
ANDRADE, 2020; CRISMA; NAKAJIMA; FOCK, 2017)

Para a identificacdo celular e posteriormente sua classificacdo em uma
determinada categoria foi avaliado, em cada célula, o conjunto de todas as
caracteristicas estabelecidas como recomendacado do ICSH (International Society for
Laboratory Hematology), a saber: tamanho e forma do nucleo, padrao de cromatina e

tamanho e aspecto do citoplasma.

Os resultados obtidos pela microscopia foram inseridos em uma planilha criada

no Software Microsoft Excel 365 e serdo apresentados mais adiante neste trabalho.

3.3 - CONTAGEM AUTOMATIZADA DE GRANULOCITOS IMATUROS COM
O ANALISADOR BC-6200

Todos os hemogramas selecionados foram realizados pelo analisador
hematol6gico automatizado, comercializado pela Mindray, BC-6200 (Shenzhen,
China). Este equipamento possui a tecnologia de andlise celular SF Cube ou
metodologia Optica fluorescente para realizar a diferenciacdo e a contagem dos
leucdcitos, além de identificar e indicar os granulécitos imaturos. Esta metodologia é
baseada na interacdo do DNA/RNA presente nas células sanguineas com um corante
fluorescente, permitindo que através da dispersao de luz em diferentes angulos haja
a classificacao celular. Sdo elas: a luz de baixo angulo corresponde o tamanho
celular, a luz de alto &ngulo indica o contetdo de granulacao da célula, e a intensidade
do sinal fluorescente revela a quantidade de acido nucleico presente na célula, ou
seja, 0 grau em que a célula foi colorida. (MINDRAY, 2018; KULIK et al.,2020)

Figura 3 — Tecnologia de andlise celular SF-Cube.
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Fonte: site da Mindray (https://www.mindray.com/en/media-center/blogs/small-cube-big-difference-
mindray-new-sf-cube-technology-i)

A diferenca dos sinais de dispersdo do laser com a combinacdo da
fluorescéncia possibilita que o analisador hematolégico forneca o grafico de dispersao
DIFF. Este é uma representacao gréafica bidimensional que relaciona a complexidade
celular, situada no eixo horizontal (X), com a intensidade de fluorescéncia,
estabelecida no eixo vertical (Y). Ali, cada populacdo celular ocupa uma area
especifica de plotagem, que é definida conforme as suas caracteristicas morfologicas,
e sdo representadas por uma cor distinta (MINDRAY, 2018).

No grafico de dispersdo DIFF, a nuvem dos granulécitos imaturos aparecem
sobrepostas a nuvem dos neutréfilos segmentados. Eles se apresentam dispostos da
seguinte maneira: localizados em uma posi¢do mais alta no sentido da fluorescéncia,
devido ao alto conteudo de &cido nucleico, e mais a direita, gracas a maior
complexidade conferida ao citoplasma rico em granulos. Nos hemogramas em que
h&a um aumento na quantidade dessas células mais jovens da linhagem granulocitica

€ possivel observar que a nuvem fica mais pontuda (MINDRAY, 2018).

Figura 4 — Grafico de dispersao do DIFF do analisador hematolégico BC-6200.
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Fonte: site da Mindray (https://www.promovendobrasil.com.br/wp-content/uploads/2023/08/bc-6200-
traduzido-v1.pdf)

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, os resultados dos 201 hemogramas selecionados foram
analisados estatisticamente pelo teste de correlacao de Pearson, através do software
R (versao 4.40), em que cada unidade amostral foi avaliada por duas variaveis X e Y

para verificar se havia relacao entre elas.

As analises foram avaliadas de duas formas: por meio do p-valor, que revela
se a correlagcdo observada é estatisticamente significativa, e pelos gréaficos de
dispersédo, conforme demostrados abaixo nas figuras 4, 5 e 6, a fim de alcancar uma
melhor visualizagdo e compreensao dos dados obtidos na pesquisa. De acordo com
o p-valor calculado, € possivel ver que as correlacbes observadas ndo séo
estatisticamente significativas, visto que, p-valor foram > 0,001 para cada uma das

analises.

A Figura 4 mostra a correlacdo da contagem entre o parametro de 1G% liberado
pelo equipamento BC-6200 e os granuldcitos imaturos encontrados na analise

microscépica convencional, e a figura 5, tem-se a analise da correlagdo entre a
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contagem do parametro de 1G% desse mesmo analisador hematolégico com a
contagem de granulécitos imaturos fornecidas pelo analisador digital automatizado de
morfologia celular, MC-80, apés estas ja terem sido revisadas e validadas por um
profissional qualificado. Vale ressaltar que o observador que realizou a contagem
diferencial dos leucadcitos por leitura microscopica convencional foi diferente daquele

que fez a analise pela leitura microscoépica digital.

Figura 5 —Grafico de dispersdo da contagem entre o parametro IG% obtido através do analisador
hematolégico BC-6200 (Y) e os granulécitos imaturos contabilizados pela microscopia convencional
(X). N= 201 amostras.

Ganulocitos imaturos da microscopia convencional
versus IG do analisador
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Fonte: Grafico de dispersao obtido com o auxilio do software R, verséo 4.40.

Figura 6 — Grafico de dispersdo da contagem entre o parametro 1G% obtido através do analisador

hematolégico BC-6200(Y) e os granuldcitos imaturos no MC-80 (X). N= 201 amostras
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Granulocitos imaturos do Mc-80 versus IG do analisador
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Fonte: Grafico de disperséo obtido com o auxilio do software R, versdo 4.40.

Em seguida, a figura 6, consistiu na mesma avaliacdo da correlacdo de
Pearson, porém, desta vez, entre a contagem de granuldcitos imaturos da microscopia
convencional e os encontrados dessa mesma populacao celular no scanner digital
MC-80. Este analisador automatizado é programado para fotografar e pré-classificar

100 células para a contagem da série leucocitaria.

Figura 7 — Gréfico de dispersdo entre a contagem de granulécitos imaturos obtidos através da

microscopia convencional(Y) e pelo scanner digital MC-80 (X). N= 201 amostras.
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Granuldcitos imaturos da microscopia versus scanner
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Fonte: Grafico de disperséo obtido com o auxilio do software R, versdo 4.40.

Além disso, foi exemplificado na tabela 2, os resultados da andlise do
coeficiente de correlacao intraclasse (ICC), que € uma das ferramentas estatisticas
que tém como funcao avaliar a concordancia entre examinadores ou métodos quando
a variavel investigada é quantitativa ou numérica, sendo os valores do teste de ICC e
suas interpretacdes os seguintes: 0 (sem concordancia); 0,10 a 0,40 (concordancia
fraca); 0,41 a 0,60 (concordancia discreta); 0,61 a 0,80 (concordancia moderada) e
acima desse valor até 1,0 (concordancia substancial).

Tabela 2- Resultados do teste de ICC (N=201 amostras).

Métodos comparados ICC Interpretacéo
Analisador versus microscopia 0,37 Concordancia fraca
Analisador versus scanner digital MC-80 0,50 Concordancia discreta
Scanner digital MC-80 versus microscopia 0,74 Concordancia moderada

Legenda: ICC (Coeficiente de Correlacéo Interclasse).

Fonte: Valores obtidos com o auxilio do software R, versédo 4.40.

Partindo deste principio, foi possivel perceber que na tabela 2 ndo houve
concordancia substancial em nenhuma das andlises realizadas através do teste de
ICC.
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Ao analisarmos a correlagdo e a concordancia do parametro de IG %
automatizado com os granuldcitos imaturos encontrados na leitura microscopica
convencional e digital, estas ndo se apresentam significante. Ao se tratar de
correlagdo, isso pode ser confirmado pelo p-valor, onde na contagem entre o
parametro de 1G % automatizado com os granulécitos imaturos encontrados na leitura
microscopica convencional, o p-valor foi de 0,727, enquanto na analise da contagem
entre o parametro de IG % automatizado com os granuldcitos imaturos achados na

leitura microscopica digital, o p-valor foi de 0,758.

Outro elemento estatistico que corrobora a ideia de que a correlagdo nao se
apresenta significante é vista através do grafico de disperséo (figura 4 e 5), onde a
reta estd mais deslocada para cima, ndo passando no ponto de origem (0,0), o que
indica que a automacdo conta muito mais esses percursores granulociticos que a
microscopia convencional e o scanner. Exemplificando, pode-se perceber que,
guando se tem 5% de IG na automacéo, isso nao significa que serdo encontrados, na
leitura microscépica manual ou digital, 5 granuldcitos imaturos entre promielocitos,
mielocitos e metamielocitos, pois o célculo feito pelo equipamento deste indice ndo
correspondente a soma de metamieldcitos, mieldcitos e promielécitos em relacéo ao
total de granuldcitos no sangue; ele é realizado por meio da formula matematica onde
as particulas na regido IMG no canal DIFF é dividida pela soma de todas as particulas
no canal DIFF, exceto aquelas na regido fantasma e , em seguida, o resultado é

multiplicado por 100 para a obtencdo do percentual , conforme citado no item 2.6.1.

Também foi verificada a correlacdo e a concordancia da contagem dos
granuldcitos imaturos entre o scanner digital e a microscopia convencional, como
ilustrado na figura 6 e tabela 2, respectivamente. No que diz a respeito a sua
correlacdo, esta néo se revelou estatisticamente significante, tanto que o p-valor foi
0,761. Quanto a concordancia mostra-se moderada (ICC = 0,74) e nédo perfeita, pois
Nao se encontra no scanner a mesma quantidade de granuldcitos imaturos existentes
na leitura por microscopia convencional. Essa concordancia estatistica ndo téao
expressiva pode estar relacionada a subjetividade durante a avaliacdo morfologica
das células sanguineas, uma vez que a contagem diferencial de leucécitos foi feita
por observadores diferentes, pois, embora o aparelho realize a pré-classificacao para

cada célula, uma por uma das 100 programadas, estas precisam ser revisadas, e, se
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necessario, alteradas pelo analista clinico quando identificadas incorretamente pelo

sistema.

Outro motivo que pode estar relacionado dessa concordancia nédo ser perfeita
€ a escolha de uma é&rea inapropriada da lamina para a realizacdo da contagem
diferencial e avaliacdo morfologica. Esta area pode ser a cabeca ou a cauda do
esfregaco, uma vez que na cabeca da lamina as células normalmente encontram-se
muito juntas e sobrepostas, o que dificulta a visualizacéo, ja na cauda as células estao
muito escassas, e as hemacias e os leucécitos se apresentam deformados, o que
também a torna inadequada. Logo, a zona ideal é onde as hemécias estdo umas do
lado das outras, sendo possivel ver claramente o seu halo central, e onde a morfologia
das células ndo estejam distorcidas.

Tabela 3: Confirmacéo dos flags emitidos pelo analisador hematoldgico BC-6200 comprovados pela
microscopia e scanner digital MC-80.

Microscopia
Automacao
Presenca do alarme Nao
eletronico Confirmada confirmada Total Geral
IG (<=2) 26 10 36
IG(>2) 112 53 165
Total Geral 138 63 201
MC-80
Automacao
Presenca do alarme Nao
eletronico Confirmada confirmada Total Geral
IG(<=2) 17 19 36
IG (> 2) 123 42 165
Total Geral 140 61 201

Fonte: Valores obtidos com o auxilio do software R, versao 4.40.

A presente pesquisa também teve como objetivo verificar se ha concordancia
entre a emissao do flag “granulécitos imaturos” gerados pelo equipamento com a
presenca de granuldcitos imaturos na avaliagdo da lamina pela microscopia

convencional e pelo sistema automatizado de analise de célula.
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Dos 201 hemogramas analisados cuja automacao gerou flag de “granulécitos
imaturos”, ou seja, alarmes indicando a possivel presenca de granulécitos imaturos
na amostra (sem diferenciar em promielocitos, mielocitos e metamieldcitos), 36
amostras continham 1G% menor ou igual a 2%, das quais 26 apresentaram
granuldcitos imaturos confirmados pela microscopia e 10 ndo apresentaram nenhum
dos trés tipos celulares durante a contagem diferencial de leucécitos. Ja nos 165
hemogramas restantes, com IG maior de 2%, 123 foram confirmadas devido ao
aparecimento de qualquer uma delas (promieldcitos, mieldcitos e metamieldcitos) e

53, nao.

Desse modo, na tabela 3, foi possivel observar que o analisador hematol4gico
forneceu uma taxa de cerca 31,4% de alarmes falso-positivos para granulécitos
imaturos, ou seja, o0 equipamento emitiu o flag, porém ndo houve achados
correspondentes nas laminas lidas manualmente. Essa mesma avaliacao foi feita para
o scanner digital, e, de acordo com os resultados obtidos no estudo, os valores para
alarmes falso-positivos foram de 30,4%.

Apesar de as amostras terem sido divididas em dois grupos — amostras com
parametro de IG < 2% e amostras com IG > 2% — para se calcular o falso positivo foi
considerado o valor total de amostras cujo flag ndo foi confirmado. Com base nesses
resultados, foi calculada a porcentagem desses casos em relagdo ao nimero total de
amostras que emitiram flag, que corresponde as 201.

Arruda et al.; publicaram, em 2019, um artigo que mostrou a relagcédo entre o
flag 1G, dos leucogramas analisados pelo Celly-Dyn Ruby e a leitura manual. Ao
compara-los, obteve-se um falso positivo de cerca 42%. Tais valores sao tao
expressivos quanto os encontrados neste trabalho. Os autores argumentam que,
apesar de o analisador ser mais preciso, pois avalia um maior nimero de células,
pode apresentar um elevado nimero de falso-positivos, e que nem sempre os alarmes
emitidos pelo equipamento sdo honestos, motivo pelo qual a conferéncia da lamina
através do método manual deve ser respeitada, com o objetivo de garantir um

resultado de qualidade.
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5 CONCLUSAO

Considerando que nédo existe correlacdo estatisticamente significante nem
concordancia entre o parametro de 1IG% automatizado e os achados de granuldcitos
imaturos na leitura microscépica manual e digital, a sua substituicdo completa do
elemento humano por automacdo ndo é recomendavel. Ou seja, as laminas nao
dispensam a visualizacdo do esfregaco sanguineo por profissionais experientes e
capacitados para a liberacdo de um hemograma de qualidade. Assim, espera-se que
esse trabalho possa servir de subsidio para estudos posteriores que visem o fim da

leitura microscopica em amostras com a presenca de granulécitos imaturos.

Apesar das contribuicbes, este trabalho apresenta como limitacdo a
impossibilidade de avaliar, através desse rol amostral, o nimero de falsos negativos
gerados pelo equipamento, tendo em vista que, para essa avaliagdo, seria necessario
que o analisador hematoldgico ndo tivesse emitido o flag e a microscopia ou o scanner
digital tivessem identificado granuldcitos imaturos durante a leitura da lamina, o que
nao foi o caso, pois todos 0os hemogramas automatizados selecionados apresentavam
o flag “granuldcitos imaturos”. Apesar de nao ter sido feita essa avaliagdo, de acordo
Escouto (2020), a taxa aceitavel de resultados falsos negativos deve ser menor que
5%. Quando os valores sao superiores a este recomendado, deve-se propor um ajuste
no critério de liberacdo automética estabelecido pelo laboratério para o determinado

parametro.

Por fim, também é possivel concluir que o scanner digital MC-80, apesar de
apresentar algumas vantagens em relacdo a leitura por microscopia convencional,
nao deve substitui-la na contagem diferencial de leucocitos, podendo, porém, ser

utilizado de forma complementar.
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