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RESUMO

O hemograma € o exame que avalia quantitativa e qualitativamente os elementos
celulares do sangue e € composto por trés partes: eritrograma, plaquetograma e
leucograma. Este ultimo é constituido pela contagem global e diferencial (relativa e
absoluta) e pela analise morfolégica dos leucécitos. Essa técnica de avaliagao
hematologica constitui um dos principais exames laboratoriais mais solicitados na
clinica, devido a grande quantidade de informagdes que ele fornece. Atualmente,
este exame pode ser realizado por meio da microscopia Optica ou através da
automacao. Diante do exposto, o presente trabalho tem por objetivo realizar uma
comparagao entre os laudos do hemograma fornecidos pelo analisador automatico
Cell Dyn 3700 Abbott™ e os obtidos através da microscopia éptica. Foram utilizadas
120 ldminas de distensao sanguinea pertencentes ao Laboratério de Hematologia da
Universidade Federal do Ceara e realizada a contagem diferencial (relativa e
absoluta) e avaliada a morfologia das hemacias, leucécitos e plaquetas de todas
essas laminas através da microscopia, utilizando o microscopio 6ptico Olympus®
CX31.De posse dos resultados obtidos pela microscopia e dos laudos emitidos pelo
equipamento, foi realizada a analise entre os resultados de ambas as técnicas.
Todos os dados obtidos foram tabulados em planilhas do software Microsoft Office
Excel 2010® e avaliados por meio dos programas SPSS versao 19 e RGui 3.0.0.
Para avaliar a significAncia dos resultados obtidos entre as duas técnicas, foi
realizado o teste estatistico de Wilcoxon. Neutrdéfilos, segmentados, eosindfilos e
linfécitos obtiveram resultados semelhantes tanto na contagem diferencial relativa
quanto absoluta entre ambas as técnicas. Os bastdes apresentaram contagem
superior significante na microscopia, enquanto que os basdfilos foram
significantemente superiores na automacdo e os mondcitos se mostraram
equivalentes entre as duas técnicas em relagdo a contagem relativa. No tocante a
contagem absoluta, mondcitos e bastdes mostraram contagens superiores na
microscopia enquanto que os basofilos apresentaram contagem superior na
automacao. Em relagdo a morfologia das hemacias, leucdcitos e plaquetas, a
microscopia mostrou-se superior a automacao por detectar alteracdes que foram
imperceptiveis ao equipamento automatizado ou que se mostraram numericamente
inferiores neste ultimo. Apesar da proximidade dos resultados das duas técnicas em
relacdo a contagem diferencial, a avaliagcdo por microscopia ainda é indispensavel,
especialmente na deteccdo de anormalidades morfolégicas que podem ser
subestimadas pelos analisadores automaticos, a fim de se garantir a qualidade dos
resultados. Concluimos que todas as laminas devem ser analisadas pela
microscopia Optica independente do resultado fornecido pelo equipamento
hematoldgico.

Palavras-chave: Contagem de Células Sanguineas. Contagem de leucécitos.
Automacéo. Microscopia.



ABSTRACT

The hemogram is the test that evaluates quantitatively and qualitatively the blood cellular
elements and it is composed by three parts: red blood cells count, platelets count and white
blood cells count. This latter one consisting of total and differential (relative and absolute)
white blood cells count and leukocytes morphological analysis. This hematological evaluation
is a major technique most requested in clinical laboratory tests, because it provides a large
amount of information. Currently, this test may be performed by means of optical microscopy
or through the automation. On the above, the purpose of this work is to make a comparison
between the hemogram reports yielded by the automatic analyzer Abbott Cell Dyn 3700™
and those one performed by optical microscopy. Was used 120 blood distention glass slides
belonging to the Laboratério de Hematologia da Universidade Federal do Ceara and
performed differential white blood cell count (absolute and relative) and evaluated the red
blood cell, leukocytes and platelets morphology of all these glass slides by the microscopy,
using an optical Olympus microscope ® CX31. In possession with the results obtained by the
microscopy and the reports issued by that equipment, the analysis was made with the results
of both techniques. All data attained were engaged in a software Microsoft Office Excel 2010
® spread sheets and analyzed using softwares SPSS® version 19 and Rgui 3.0.0. To assess
the research results value reached using the two techniques, a Wilcoxon statistical test was
done. Segmented neutrophils, eosynophils and lymphocytes obtained similar results on both
relative and absolute differential white blood cell count techniques. The bands had a
significantly higher counting in the microscopy, while the basophils were a significantly higher
in the automation and the monocytes showed to be equivalent on both techniques
considering the relative differential white blood cell count. Regarding the absolute differential
white blood cell count, monocytes and bands showed higher scores on microscopy while
basophils had top score in automation. Concerning about the red blood cells, leukocytes and
platelets morphology, the microscopy was superior in comparison to the automation, which
detect changes that were imperceptible to the automated equipment or that were numerically
lower in the latter. Despite the proximity of the two techniques results in relation to the
differential white blood cell count, the microscopy analisys still needful, especially in the
detection of morphological abnormalities which may be overlooked by the automatic
analyzers in order to ensure the quality of the results. We also concluded that all glass slides
must be analyzed by the optical microscopy even though the results achieved using
hematological equipment.

Keywords: Blood Cell Count. Leukocyte Count. Automation. Microscopy.
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1 INTRODUGAO

1.1 Hemograma: definicdo e importancia

O hemograma € um exame laboratorial que quantifica e avalia
morfologicamente as células do sangue periférico (VELOSO; ALENCAR;
CARDOZO, 2011). Ele engloba um conjunto de testes laboratoriais que estabelece
0s aspectos quantitativos e qualitativos dos eritrocitos (eritrograma), dos leucdcitos
(leucograma) e das plaquetas (plaguetograma) no sangue (OLIVEIRA, 2007).

O eritrograma € composto pela contagem de eritrocitos, dosagem da
hemoglobina, determinagdo do hematdcrito e dos indices hematimétricos que sao:
volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), e
concentracdo hemoglobinica corpuscular média (CHCM), dentre outros parametros
(FAILACE, 2003). Auxilia no diagndstico das doencas hematologicas, como também
€ util para avaliar as alteragdes presentes no sangue de individuos com doencgas de
causa nao hematolégica (GOMES, 2005).

O leucograma engloba os testes laboratoriais que determinam o perfil
hematolégico da série branca (leucdcitos) no sangue periférico. E constituido da
contagem global e da contagem diferencial de leucdcitos, incluindo a analise das
respectivas alteracdes morfolégicas no sangue. E expresso no resultado pela
férmula leucocitaria (com valores relativos e absolutos) de cada subtipo leucocitario.
E o exame que quantifica os leucécitos no sangue circulante. Essa avaliagdo, como
parte do hemograma, € de consideravel importancia clinica, uma vez que alteragdes
em seus numeros, na propor¢ao entre seus diferentes subtipos celulares ou em suas
estruturas morfolégicas, sao valorosos indicadores de mudangas patolégicas no
organismo (OLIVEIRA, 2007).

A melhoria da avaliagao das plaquetas foi observada com mais frequéncia
depois da existéncia dos equipamentos hematoldgicos automatizados, que através
do plaquetograma liberam a contagem das plaquetas (PLT/mm?) e de novos indices
plaquetarios, tais como: volume plaquetario médio (MPV) que € a avaliagdo dos
“tamanho” das plaquetas, ou seja, um exame semelhante ao valor médio do volume
eritrocitario; plaquetécrito (PCT) que é a relagcdo de percentagem da massa

plaquetaria com o plasma, semelhante ao hematdcrito que é feito para as hemacias;
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indice de variagdo do tamanho das plaquetas (PDW) o qual informa sobre a
diversidade dos volumes plaquetarios, sendo semelhante ao indice de variacdo dos
volumes das hemacias (RDW) (NASCIMENTO, 2012).

Como a maioria dos testes laboratoriais, o hemograma avalia as condicdes
fisiologicas em que se encontra certo individuo em um determinado momento.
Quando os valores encontrados estdo acima ou abaixo dos valores de referéncia, o
resultado é considerado anormal, possibilitando ou nao confirmar uma condigao
patologica. Na pratica, porém, existem condigdes onde os resultados dos testes
laboratoriais ndo se enquadram nos limites definidos como referéncia normal, € nem
por isso O paciente apresenta uma condigdo patolégica (BEUTLER; WAALEN,
2006).

As alteragcbes observadas neste exame permitem ao médico avaliar
patologias relacionadas as séries vermelha (anemias, policitemia), branca
(leucemias, infec¢cdes diversas) e plaquetas (purpuras, trombocitopenias) e
relaciona-las aos achados clinicos observados no paciente (BEUTLER; WAALEN,
2006).

Essa técnica de avaliacdo hematoldgica constitui um dos principais exames
laboratoriais mais solicitados na clinica, devido a grande quantidade de informagdes
que fornece, pela facilidade de sua realizagdo e custo relativamente baixo
(TOMOEDA et al., 2011).

As metodologias usadas para obter a contagem diferencial de leucdcitos
podem ser divididas em dois grupos principais: contagem diferencial manual e
contagem diferencial automatizada. A contagem diferencial manual foi introduzida
por Paul Ehrlich no inicio do século XX e ainda é considerada pelos clinicos um
valioso exame de rotina (PRINSLOO, 2001).

Essa técnica de contagem ¢é obtida através da avaliagdo morfologica e
identificacdo dos leucécitos na distensdo sanguinea devidamente corada e
examinada através de microscopio Optico (PRINSLOO, 2001). As coloragdes
normalmente usadas s&o o Wright, o Giemsa, o Wright-Giemsa e o May —Grunwald
— Giemsa (Pappenheim) (SILVA, 2011). A contagem é preferencialmente realizada
utilizando-se a objetiva com aumento de 100X com o auxilio do 6leo de imersao,
mas também pode ser feita com objetivas de menor ampliacdo (aumentos de 40X e
50X) por um profissional experiente (PRINSLOO, 2001).
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Para obter a informac&o necessaria a partir de um esfregaco de sangue
periférico, ele deve ser corretamente efetuado. Para um bom estudo das células
sanguineas, a distensdo necessita ser uniforme, fina, bem corada e nao cobrir a
toda a lamina (JANNINI, 1995).

A distensdo sanguinea é formada por trés partes: a cabega que corresponde
a parte inicial onde foi depositada a gota de sangue; o corpo que corresponde a
porcdo média e a cauda que € a cremacao final. Como um todo, a extensao
sanguinea é formada por um aglomerado de células que se espalham uniforme e
gradativamente até a por¢cdo média e final, onde os elementos sdo vistos
isoladamente. Esse é o local adequado para o estudo e contagem das células
(CARVALHO, 2008). Para uma formula diferencial confiavel, a distensao nao pode
ser muito delgada, e a cauda deve ser homogénea e sem franjas (LEWIS, 2006).

As distensbes sanguineas fornecem distribuigdo irregular dos elementos
celulares. As células maiores, correspondendo a série mieldide, acumulam-se nas
margens e cauda da preparagao. As menores, correspondendo a série linfoide,
tendem a uma distribuicdo central (CARVALHO,2008).

Esta contagem esta sujeita a trés tipos de erro: estatistico, na distribuicéo
desigual das células no esfregagco e na identificacdo das células relativamente a
interpretacéo subjetiva do observador (SILVA, 2011).

Atualmente as determinag¢des que compdem o hemograma sao realizadas em
minutos, em instrumentos semi-automatizadas ou automatizados, com modificagcoes
das técnicas manuais ou tecnologias completamente novas (TOMOEDA et al,
2011).

1.2 Evolugédo da Hematologia

Foi a partir da invengdo do microscopio que foram descobertas as células
sanguineas. Muitos tipos diferentes de microscopios foram inventados e testados a
partir do século 16 até os dias de hoje (BOLLER, 2008).

A criagdo do primeiro microscopio € atribuida a Zacharias Jansen em 1595,
em Middleburg, Holanda (FIGURA 1).
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Figura 1- Primeiro microscépio

Fonte: Boller, 2008.

Este modelo de microscépio era composto por duas lentes e diafragmas entre
os tubos. Quando totalmente fechado, ele teve uma ampliacdo de 3X e, quando
completamente estendido uma ampliagao de 9X.

Essa invencdo foi aperfeicoada pelo naturalista holandés Antony van
Leeuwenhoek, que a utilizou na observacao de seres vivos. Dotado apenas de uma
lente de vidro, o microscopio primitivo inventado pelo pesquisador, permitia o
aumento de percepgao visual de até 300X e com razoavel nitidez. Este primitivo
microscopio foi construido em 1674 (FIGURA 2). Com este simples instrumento, o
naturalista estudou os globulos vermelhos do sangue, constatou a existéncia dos
espermatozoides e desvendou o mundo dos micro-organismos (VIEIRA;
ANDRIOLO, 2009).
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Figura 2 - Microscopio inventado por Antony van Leeuwenhoek

Fonte: Vieira; Andriolo, 2009.

Sahli no século passado desenvolveu um método para dosagem de
hemoglobina, com base na propriedade pigmentar desta molécula (HOKAMA,;
MACHADO, 1997). Paul Ehrlich, através do uso do corante anilina, conseguiu obter
células sanguineas coradas e foi capaz de distinguir nucleo, citoplasma e pequenos
detalhes celulares (BARNES et al., 2005).

A Hematologia sofreu grande avancgo na tecnologia automatizada, no passado
uma das vidrarias mais utilizadas na hematologia era a camara de Neubauer
(FIGURA 3) conhecida também como hemocitémetro. A Camara de Neubauer € uma
ldmina grossa de uso microscopico, com formato retangular e normalmente de vidro,
com uma depressao no centro, utilizada para fazer contagem de células por unidade
de volume de uma suspensdo. Podem ser contadas as células sanguineas, tais
como hemdacias, leucdcitos e plaquetas, assim como células oriundas de alguns
procedimentos invasivos para investigagao de determinadas patologias (NOGUEIRA
NETO; OLIVEIRA JUNIOR, 2012).
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Figura 3 - Camara de Neubauer

Fonte: Nogueira Neto; Oliveira Junior, 2012

Durante a primeira metade do século XX, os métodos manuais de contagem
dos glébulos brancos, globulos vermelhos e plaquetas em camaras de volume
calibradas, em conjunto com medidas manuais de hemoglobina, foram amplamente
usados na clinica. Eles eram quase invariavelmente acompanhados por exame
microscopico da distensdo do sangue em lamina para diferenciacdo das células
brancas do sangue, bem como a avaliacdo de glébulos vermelhos e plaquetas em
relacdo ao tamanho e a morfologia (BARNES et al., 2005).

O desenvolvimento da automagéo da contagem e medicdo do tamanho das
células sanguineas parte das técnicas de contagem simples que foram descritas na
segunda metade do século XIX e foram usadas durante muito tempo. Estas eram
muito inexatas e até a década de 1950, teve poucos avangos tecnoldgicos
(ENGLAND, 1996).

Foram feitas muitas tentativas iniciais e complexas para automatizar a
contagem de células em camaras de contagem (hematocitdmetros), mesmo com
técnicas que foram aperfeigoadas; todavia, era dificil automatizar a diluigdo do
sangue e o preenchimento da camara. Também se achava impossivel contar as
células com exatiddo mediante os métodos de estudo das propriedades elétricas ou
dpticas das células em suspensdo (FREITAS; FERNANDEZ, 2002).

Em 1970 foram introduzidos os primeiros autoanalisadores com capacidade
de elaborar diferenciais em lamina, e desde entdo o avango vertiginoso da
tecnologia tem buscado combinar diferentes principios a fim de aperfeicoar a
identificacdo celular (FREITAS; FERNANDEZ, 2002).

Atualmente grandes progressos tém sido alcangados no campo da
automacgao em hematologia, particularmente em relagcao ao sistema de contagem de
células e, em especial, a contagem diferencial dos leucécitos (ZACCARIA et al.,
1990).
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A contagem diferencial dos leucdcitos por microscopia ainda € realizada por
hematologistas, sendo indispensavel em diagndsticos com suspeita de malignidade.
Enquanto o seu valor como um método de referéncia para as amostras de sangue
que contém células anormais permanece indiscutivel, ela € uma técnica lenta,
subjetiva e de baixa reprodutibilidade. Portanto, a automacdo desta tarefa € muito
util para melhorar a avaliagdo hematologica, permitindo fornecer o diagnéstico de
muitas doengas com maior rapidez (HIREMATH; BANNIGIDAD; GEETA, 2010).

Com o desenvolvimento tecnolégico, o trabalho humano tem sido substituido
por equipamentos cujo objetivo consiste em reduzir o custo operacional dos exames,
garantir exatidao e precisdo, aumentar o desempenho do laboratério e reduzir o

tempo gasto na execugao dos exames (CARVALHO, 2008).

1.3 Contadores automatizados e seus principios

Wallace Coulter desenvolveu o primeiro analisador automatico para contagem
e dimensionamento de células e o apresentou em 1956. Este era um instrumento de
canal unico que revolucionou o tedioso e impreciso método de contagem manual em
camara (BARNES et al., 2005).

A partir de 1960, com a introdugdo no mercado de aparelhos
multiparamétricos capazes de realizar contagens celulares simultdneas e com
diluicdo interna, tornou-se possivel a realizagdo do eritrograma, da contagem de
plaquetas e de leucdcitos usando canais separados para as contagens (SILVA;
HASHIMOTO, 2003).

Os diversos contadores multiparamétricos do mercado baseiam-se em
principios elétricos, principios Opticos ou em ambos, associados ou ndo a métodos
quimicos (coloragdo citoquimica ou destruicdo quimica direcionada, com
preservagao de tipos celulares especificos), citometria de fluxo (células analisadas
em fluxo continuo, avaliadas em relagdo as suas caracteristicas de dispersao e/ou
de absor¢cdo de Iluz), imunofluorometria (células marcadas com anticorpos
monoclonais associados a fluorocromos), fluorometria (detec¢ao de fluorocromos —

intensidade de fluorescéncia nas células marcadas com fluorocromos sem a
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intermediacdo dos anticorpos monoclonais), dentre outros, para a contagem dos
diferentes tipos celulares do sangue (OLIVEIRA, 2007).

O primeiro principio, o qual foi descrito por Coulter em 1956, denominado
método elétrico ou impedancia elétrica, depende do fato dos glébulos vermelhos
serem pobres condutores de eletricidade, enquanto certos diluentes sdo bons
condutores; essa diferenca forma a base desse sistema de contagem (BACAL,
2009).

De acordo com esse principio, as alteragdes geradas em um campo 6ptico de
frequéncia por uma célula sao a base para o principio de dispersao (scater) ou de
absorcéo de luz, no método optico de contagem (OLIVEIRA, 2007).

Nesse método, dois eletrodos de platina mergulhados separadamente por um
orificio de 60 a 100 micrometros de didmetro, sendo um no interior do equipamento
e outro no liquido contendo as particulas a serem contadas, permite que cada
particula que passe pelo orificio desloque o volume de liquido, modificando de forma
mensuravel a impedancia proporcional ao volume deslocado. Esses pulsos sao
amplificados e contados em um volume de sangue predeterminado (BACAL, 2009).

O principio da dispersao de luz utiliza analisadores eletro-Opticos nos quais
um detector sensivel a luz quantifica a dispersdao da luz. Uma célula, ao passar
frente a um feixe luminoso dispersa a luz e esta pode ser detectada por sensores
fotdpticos dispostos lateralmente ao feixe. O feixe luminoso pode ser tanto uma luz
branca como um laser de grande intensidade, este com qualidade 6ptica superior. O
detector pode ser tanto um fotomultiplicador como um fotodiodo; ambos convertem a
luz em impulsos elétricos que podem ser acumulados e contados (BAIN, 2004). O
tamanho do pulso detectado € proporcional ao tamanho da particula (eritrécito,
leucécito ou plaqueta). A precisdo dos instrumentos que empregam a metodologia
optica é equivalente aquela dos sistemas que utilizam impedancia elétrica (HENRY,
2008).

A citometria de fluxo € uma técnica de identificacdo e caracterizagcao de
células ao fluirem através de uma tubulagédo delgada e passarem, uma a uma, frente
a sensores multiparamétricos. Essa tecnologia faz parte dos contadores eletrénicos
do hemograma, mas é especialmente desenvolvida em maquinas especializadas
(flow — cytometers = citbmetros de fluxo), nas quais a analise inclui marcagao das
células com anticorpos monoclonais conjugados a agentes capazes de fluorescer

frente a um laser, focado na cédmara de exame (flow — cell) do trajeto (FAILACE,
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2003). Essa técnica permite a classificagao rapida de grandes numeros de células
além da capacidade dos métodos tradicionais, e fornece analise quantitativa da
célula a nivel de uma sé célula (ABBOTT, 2000).

1.4 Metodologia do analisador automatico CELL DYN 3700 ABBOTT™

O Cell Dyn 3700 Abbott™ & um aparelho totalmente automatizado que realiza
hemograma completo incluindo contagem de reticuldcitos e contagem diferencial da
série branca por MAPSS (Multi Angle Polarization Scatter Separation). Além disso,
relata informagbes adicionais sobre bastonetes, granuldcitos imaturos, blastos,
linfécitos atipicos e classificagdo de maturidade de reticuldcitos (ABBOTT, 2000).

Os glébulos vermelhos, os leucdocitos e as plaquetas sdo contados e
dimensionados pelo método de impedancia elétrica. Este método € baseado na
medida das mudancas de corrente elétrica que sdo produzidas por cada particula,
suspensa em um liquido condutor, a medida que ela passa por uma abertura de
dimensdes conhecidas. Um eletrodo € submerso no liquido em ambos os lados da
abertura de forma a criar um caminho elétrico através dele. A medida que cada
particula passa através da abertura, uma mudancga transitéria na resisténcia entre os
eletrodos é produzida. Esta mudanca produz um pulso elétrico mensuravel. O
numero de pulsos gerados € indicativo do numero de particulas que atravessam a
abertura. A amplitude de cada pulso é essencialmente proporcional ao volume da
particula que o produziu. Assim, os pulsos sao classificados em varios canais de
tamanho, de acordo com suas amplitudes (ABBOTT, 2000).

Para realizar a analise de leucdcitos o aparelho conta cerca de 10.000 células
através de duas diferentes tecnologias (impedancia e MAPSS) e oferece o melhor
de cada tecnologia para a obtencao de resultados mais precisos e especificos. A
tecnologia de impedancia elétrica para leucdcitos (WIC) consiste na contagem total
de leucdcitos através da passagem de cada particula pelo orificio que gera um
pulso, sem a interferéncia de hemacias resistentes ou linfécitos frageis (ABBOTT,
2000).
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1.5 Beneficios e limitagdbes da realizacdo do hemograma pela metodologia

automatizada

O método de contagem diferencial de leucécitos automatizado possui varias
vantagens sobre o método manual (por microscopia Optica). Primeiramente, a
maioria dos instrumentos automatizados conta milhares de células comparado com
as 100 a 400 células contadas pelo método manual. Isso induz a uma consideravel
melhoria na precisdo do método porque o erro devido ao acaso € muito menor
(PRINSLOO, 2001).

Outra vantagem é o rapido rastreio de multiplas amostras, levando a uma
melhor eficiéncia. Alguns dos modernos analisadores automatizados sao capazes de
processar mais de 120 amostras por hora (PRINSLOO, 2001).

Uma vantagem adicional é o aumento da seguranga que esses equipamentos
fornecem ja que a equipe técnica do laboratorio tem menos contato direto com as
amostras, logo, pequenas quantidades de volume de amostras sado requeridas
(PRINSLOO, 2001). Além do que, a pipetagem automatizada, a diluicdo e a
contagem de um grande numero de células determinam resultados com maior
acuracia (OLIVEIRA, 2007; OLIVEIRA, 2008).

Sem a habilidade e a velocidade dos modernos contadores automatizados em
hematologia, os laboratérios clinicos seriam incapazes de analisar eficientemente o
grande volume de amostras que recebem diariamente. Os instrumentos
automatizados oferecem alta sensibilidade e precisdo na quantificacdo das células
sanguineas, bem como na contagem diferencial de leucdcitos (FAILACE; PRANKE,
2004).

Os analisadores automaticos permitem uma economia de tempo consideravel
nas analises celulares rotineiras do laboratério de hematologia. Porém a ocorréncia
de falso positivo e falso negativo pode ocorrer e tem que ser analisadas muito
cuidadosamente em cada laboratério que use estes tipos de equipamentos, para
evitar falhas e distor¢gbes na analise final (CLARO et al., 1997).

Apesar de a tecnologia eletrénica propiciar resultados confiaveis e analises de
alta qualidade, tais aparelhos ndo sao capazes de identificar algumas alteragbes
hematoldgicas, que podem ser clinicamente significantes ou biologicamente
relevantes (GRIMALDI; SCOPACASA, 2000).
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Até o momento, o método manual/visual, apesar de sua variabilidade e
demonstrada imprecisdo, segue sendo o método de referéncia, o qual € atribuivel,
em grande parte, a capacidade de obter padrdes para o adequado ajuste e/ou
calibragdo dos auto-analisadores (FREITAS; FERNANDEZ, 2002).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Comparar os resultados obtidos do hemograma através da microscopia optica
e do analisador automatico Cell Dyn 3700 Abbott™ para determinar a concordancia

entre ambos os laudos.

2.2 Objetivos especificos

Comparar os resultados obtidos da contagem diferencial relativa e absoluta de
leucocitos através da microscopia Optica e da automagao;

Verificar se ha compatibilidade entre o laudo fornecido pelo equipamento e o
resultado obtido pela microscopia com relagdo a contagem diferencial leucocitaria e
a morfologia dos leucdcitos, hemacias e plaquetas;

Verificar se € necessaria a revisdo das laminas na rotina laboratorial ou se os

resultados fornecidos pelo aparelho automatizado séo suficientes.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostragem

Foram utilizadas 120 laminas de distensdo sanguinea pertencentes ao
Laboratério de Hematologia da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do
Ceara (UFC). As laminas foram confeccionadas a partir de amostras de sangue de
pacientes atendidos pelo Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara
(HEMOCE). As amostras utilizadas eram de individuos adultos, de ambos os sexos,
alguns portadores de anemias e outros de doengas mieloproliferativas (leucemia
mieldide, policitemia vera) ou linfoproliferativas (leucemia linféide), dentre outras

patologias.

3.2 Local do estudo

O estudo foi realizado no Laboratério de Hematologia do Departamento de
Analises Clinicas e Toxicolégicas da Universidade Federal do Ceara e no Centro de

Hematologia e Hemoterapia do Ceara (HEMOCE).

3.3 Periodo do estudo

O periodo de realizagao foi de agosto de 2012 a fevereiro de 2013.

3.4 Metodologia

As 120 amostras de sangue coletadas em tubo a vacuo contendo o
anticoagulante acido etilenodiaminotetracético (EDTA) foram homogeneizadas em
homogeneizador automatico e processadas pelo analisador automatico Cell Dyn

3700 Abbott™. Apds o processamento de todas as amostras foram impressos todos
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os laudos fornecidos pelo equipamento. Essa etapa foi realizada no Laboratorio de
Hematologia do HEMOCE.

No Laboratério de Hematologia da Faculdade de Farmacia da UFC foi
confeccionada uma lamina de distensdao sanguinea para cada uma das 120
amostras. Apds a secagem, as laminas foram coradas pela coloragdo pandtica
rapida. Depois de ter sido escoado o excesso de agua utilizada na ultima etapa da
coloragao, cada lamina foi visualizada na objetiva de imersao (100X) no microscopio
optico Olympus® CX31.

A avaliagao foi iniciada pela inspe¢ao da série vermelha, em campos onde as
hemacias se tocavam sem se sobreporem. Dessa forma foi observado o tamanho, a
forma, a coloracéo, assim como a presencga de inclusdes eritrocitarias das hemacias
vistas em cada campo. Foi realizada a contagem diferencial dos leucécitos até ser
contabilizado um total de 100 células. A contagem diferencial foi realizada no corpo
da distensdo sanguinea, baseada na avaliagdo das caracteristicas morfotintoriais,
evidenciando-se a morfologia do nucleo, citoplasma e coloragdao de cada célula de
forma bastante criteriosa a fim de se evitar erros na identificacdo de cada tipo de
leucdcito. Atengao especial foi dada para a morfologia e possiveis anormalidades de
neutrofilos e atipias de linfécitos, evidenciando-se possiveis alteracdes na
membrana e/ou no citoplasma dessas células. Durante a realizagdo da contagem
dos leucdcitos também foi verificada a morfologia das plaquetas e o numero de
plaquetas distribuidas na lamina, porém sem conta-las.

Partindo-se dos resultados obtidos pela microscopia Optica, foi realizada a
comparagao da contagem diferencial dos leucdcitos, tanto relativa (numero de
leucdcitos em porcentagem) quanto absoluta (ntiimero de leucécitos por mm?®) assim
a avaliacdo morfologica das hemacias, dos leucdcitos e das plaquetas com os
laudos fornecidos pelo equipamento Cell Dyn 3700 Abbott ™.

3.5 Analise estatistica

Os dados obtidos foram tabulados em planilhas do software Microsoft Office
Excel 2010® e avaliados por meio dos programas SPSS versao 19 e RGui 3.0.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise da contagem diferencial
Observamos na Tabela 1 o resultado da analise descritiva dos dados da

contagem relativa dos leucdcitos (em porcentagem). Essa tabela serviu como base

para melhorar o entendimento do comportamento das variaveis consideradas.

Tabela 1 - Resumo descritivo do numero de células (%) do hemograma

Célula N  Minimo Maximo Media D8Svio-
Padréao

Neutrofilos % Auto* 120 1 90 51,73 23,07
Neutrofilos % Micr** 120 0 90 52,06 23,14
Blastos % Auto 120 0 93 3,12 12,87
Blastos % Micr 120 0 94 2,67 12,25
Promielécitos % Auto 120 0 10 0,17 1,01

Promielécitos % Micr 120 0 9 0,13 0,88
Mieldcitos % Auto 120 0 23 1,08 3,74
Mielécitos % Micr 120 0 24 1 3,68
Metamieldcitos % Auto 120 0 14 0,76 2,23
Metamieldcitos % Micr 120 0 13 0,68 2,17
Bastdes % Auto 120 0 22 2,64 4,63
Bastoes % Micr 120 0 23 3,05 4,67
Segmentados % Auto 120 1 86 47,09 21,89
Segmentados % Micr 120 0 89 47,36 21,7
Eosindfilos % Auto 120 0 50 3,93 6,55
Eosindfilos % Micr 120 0 47 4,05 6,89
Basoéfilos % Auto 120 0 12 0,96 1,64
Basofilos % Micr 120 0 9 0,6 1,32
Linfocitos % Auto 120 2 97 31,86 21,27
Linfocitos % Micr 120 3 97 31,2 21,2
Mondcitos % Auto 120 0 36 8,48 7,34
Mondcitos % Micr 120 0 38 8,65 7,3

Fonte: Laboratério de Hematologia, 2013.
Legenda: * Auto = automagao; **Micr = microscopia
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De forma analoga a Tabela 1, foi realizada a analise descritiva dos dados em
relacdo a contagem diferencial absoluta dos leucécitos (leucocitos/mm?®) cujos

resultados estao dispostos na Tabela 2.

Tabela 2 - Resumo descritivo do nimero de células/mm?® do hemograma

Célula N  Mhnimo Maximo Meédia 2esvio-
Padrao
Neutréfilos/ mm?® Auto* 120 84 50559 6359,47 8154,54

Neutréfilos/ mm>Micr** 120 0 51446 6362,93 8218,14
Blastos/ mm? Auto 120 0 77097 1229,48 7602,28
Blastos/ mm?® Micr 120 0 77097 1170,37 7443,05
Promieldcitos/ mm® Auto 120 0 8870 91,21 813,34
Promieldcitos/ mm?® Micr 120 0 7983 75,88 730,06
Mieldcitos/ mm? Auto 120 0 10644 288,43 1257,61
Mieldcitos/ mm? Micr 120 0 8870 255,96 1091,79
Metamieldcitos/ mm?® Auto 120 0 12418 232,58 1211,84
Metamieldcitos/ mm *Micr 120 0 11531 215,13 1129,7
Bastdes/ mm?® Auto 120 0 15079 553,22 1711,14
Bastdes/ mm? Micr 120 0 15079 595,65 1737,13
Segmentados/ mm? Auto 120 61 27104 5304,34 5726,45
Segmentados/ mm? Micr 120 0 28556 5300,44 5771,67
Eosindfilos/ mm?® Auto 120 0 5000 358,24 586,05
Eosindfilos/ mm?® Micr 120 0 4747 361,65 591,42
Baséfilos/ mm? Auto 120 0 2457 116,75 332,49
Baséfilos/ mm? Micr 120 0 2808 79,03 293,37
Linfocitos/ mm?® Auto 120 235 531560 8781,63 49777
Linfécitos/ mm?® Micr 120 251 531560 8822,54 49770,7
Mondcitos/ mm? Auto 120 0 8228 930,48 1391,26
Mondcitos/ mm? Micr 120 0 8228 977,05 1369,46
Fonte: Laboratério de Hematologia, 2013. * Auto = automacao; **Micr = microscopia

De acordo com os dados mostrados, visualizamos, através da mensuragao do
desvio-padrao, que existe pequena variabilidade nos valores obtidos entre as duas
técnicas (manual versus automatizada), tanto na contagem relativa quanto absoluta

dos leucdcitos.

Com relagédo aos neutrdfilos, blastos, segmentados e linfécitos, encontramos
maior variabilidade que as demais. Dada essas informacdes e pela semelhanga dos
valores (minimo, maximo, média e desvio-padrao) ha indicios que existe similaridade

nos resultados obtidos via automacado e microscopia. Porém, esses resultados nao
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foram suficientes para comprovar essas hipoteses. Dessa forma, tornou-se
necessaria a utilizacdo de testes estatisticos para comparar os resultados

preliminares.

Para uma melhor visualizagcdo e compreensdo dos dados obtidos, foram
construidos graficos de dispersdo para cada tipo celular analisado. Esses graficos

estdo dispostos a seguir (Figuras 4 e 5).

Figura 4 - Distribuigdo dos leucécitos (em porcentagem) via automagao e microscopia
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Figura 4 - Conclusdo
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De acordo com a Figura 4 verificamos que em relagcdo aos neutrdfilos,
encontramos leve dispersédo entre os valores obtidos, porém com fortes indicios de
similaridade devido a pequena diferenca das médias obtidas via automacio e
microscopia (ambas encontram-se no mesmo nivel de mensuragéo), como também
pelo fato de o erro amostral da média (intervalo em azul) ser praticamente o mesmo
e pela maioria dos valores numeéricos se encontrarem em um mesmo intervalo
(intervalo verde).

Com relagdo as células jovens (blastos, promieldcitos, mieldcitos e
metamieldcitos), encontramos grande quantidade de dados numéricos igual ou
proximo a zero, nao havendo muita variabilidade nessas células. Este fato
provavelmente ocorreu em virtude do numero reduzido de amostras analisadas
(quantidade de laminas) contendo esses quatro tipos de células, ndo se tendo,
portanto, um numero significativo de dados. As demais células mostradas (bastdes,
segmentados, eosinofilos, basofilos, linfécitos e mondcitos) seguem o padrdo das

analises descritas para os neutrdfilos totais.



Figura 5 - Namero de leucécitos/mm?® do hemograma via automagao e microscopia
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Figura 5 — Conclusao
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De forma analoga a exibida na Figura 4, também foi demonstrada a
distribuicdo dos leuctcitos em relacdo a contagem diferencial absoluta
(leucocitos/mm?) via automagcao e microscopia (Figura 5). Os resultados encontrados
foram semelhantes aos obtidos na contagem diferencial relativa.

Para confirmar os resultados obtidos anteriormente, foi necessaria a utilizacao
de teste estatistico. O teste escolhido foi o de Wilcoxon pareado o qual € baseado
em duas hipoteses: a primeira em que nao ha evidéncias para que um dos
resultados seja maior ou menor que o outro e a segunda em que ha evidéncias para
um dos resultados ser maior ou menor que o outro. A primeira hipotese é rejeitada
se o p-valor for menor que 0,05. Rejeitando-se esta hipotese, pode-se inferir que ha
evidéncias de que existem diferencas de mensuragao entre os dois métodos. Na
Tabela 3 sdao encontrados os resultados obtidos da contagem diferencial relativa

apods a aplicacao desse teste.

Tabela 3 - Nivel descritivo do teste de comparagao do niumero de células (%) do hemograma
Célula Wilcoxon

Neutrofilos % Micr* - Neutrdéfilos % Auto** 0,236
Blastos % Micr - Blastos % Auto -
Promieldcitos % Micr - Promieldcitos % Auto -
Mielécitos % Micr - Mieldcitos % Auto -
Metamieldcitos % Micr-Metamielocitos % Auto -
Bastbes % Micr - Bastdoes % Auto <0,001

Segmentados % Micr - Segmentados % Auto 0,354
Eosindfilos % Micr - Eosindfilos % Auto 0,312
Basdfilos % Micr - Basofilos % Auto <0,001
Linfocitos % Micr - Linfécitos % Auto 0,229
Mondcitos % Micr - Monécitos % Auto 0,153

Fonte: Laboratério de Hematologia, 2013.
*Micr = Microscopia **Auto = Automacéo

Estao destacados em amarelo os casos em que foram obtidas diferengas na
contagem diferencial relativa das células via automagao e microscopia. Baseando-se
nesses dados, pbéde-se concluir:

Com relagdo as células bastbes (p < 0,001) foram obtidas diferengas na
contagem para os dois métodos. De acordo com o teste de Wilcoxon, foi obtida

contagem superior significativa na microscopia do que na automacao.
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Nas células neutrdfilos (p = 0,236), segmentados (p = 0,354), eosindfilos (p =
0,312), linfocitos (p = 0,229) e mondcitos (p = 0,153) n&o foram obtidas diferengas
na contagem entre os dois métodos.

Nas células basdfilos (p < 0,001) foram obtidas diferengas na contagem para
os dois métodos. Neste caso, de acordo com o teste aplicado, foi obtida contagem
superior significativa na automacao do que na microscopia.

Com relagdo as células jovens (blastos, promielécitos, mieldcitos e
metamieldcitos) ndo houve quantidade satisfatéria de dados para serem analisados,
pois houve grande quantidade de diferengas nulas nas contagens. Logo, a analise
estatistica n&do se mostrou eficaz.

No que diz respeito a contagem diferencial absoluta (células/mm?®), apds a

aplicagao dos testes, os resultados obtidos estao descritos na Tabela 4.

Tabela 4 - Nivel descritivo do teste de comparagao do nimero de células/mm?® do hemograma

Célula Wilcoxon

Neutréfilos mm?® Micr* - Neutréfilos mm?® Auto** 0,3
Blastos mm? Micr - Blastos mm?® Auto -
Promieldcitos mm? Micr - Promieldcitos mm?® Auto -
Mieldcitos mm? Micr - Mielécitos mm?® Auto .
Metamieldcitos mm? Micr - Metamieldcitos mm? Auto -

Bastdes mm?® Micr - Bastdes mm?® Auto 0,001
Segmentados mm? Micr - Segmentados mm? Auto 0,652
Eosindfilos mm?® Micr - Eosindfilos mm?® Auto 0,329
Basofilos mm?® Micr - Baséfilos mm? Auto 0,008
Linfécitos mm? Micr - Linfécitos mm?® Auto 0,429
Mondcitos mm? Micr - Mondcitos mm?® Auto 0,024

Fonte: Laboratério de Hematologia, 2013.
*Micr = Microscopia **Auto = Automacgéao

Da mesma forma que demonstrada na Tabela 3, os resultados em destaque
representam os casos onde foram encontradas diferencas significativas na
contagem diferencial absoluta das células via microscopia e automacao. De acordo
com os dados exibidos, péde-se concluir:

Com relacado as células bastbes (p = 0,001) e monécitos (p = 0,024) foram
obtidas diferengas na contagem nos dois métodos, sendo exibida contagem superior

significativa na microscopia do que via automagéo para ambas as células.
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Em relagcédo aos neutrofilos (p = 0,236), segmentados (p = 0,354), eosindfilos
(p=0,329) e linfocitos (p = 0,229) ndo obtivemos diferengas na contagem entre os
dois métodos.

No que diz respeito aos basdfilos (p = 0,008) obtivemos diferengas na
contagem para os dois métodos sendo a contagem superior significativa via
automacao do que pela microscopia.

Com relagdo as células jovens (blastos, promielécitos, mieldcitos e
metamieldcitos) ndo houve quantidade satisfatéria de dados para serem analisados,
pois houve grande quantidade de diferengas nulas nas contagens. Dessa forma a
analise estatistica ndo se mostrou eficaz.

De acordo com os resultados anteriormente citados, verificou-se uma maior
predominancia de bastdes (contagem relativa e absoluta) via microscopia que
automacao. Segundo Silva e Hashimoto, (2003), o bastonete €, sem duvida, a célula
que mais causa controvérsias na contagem diferencial, muitas vezes devido a
critérios pessoais de classificacdo. Em um trabalho realizado por Grimaldi e Scopasa
(2000) o equipamento utilizado (CellDyn 4000 Abbott™) ndo emitiu sinal de alarmes
(flags) para células imaturas, porém seis bastbes foram encontrados na revisdo de
lamina. Estes autores observaram que o equipamento somente emite flags de
bastbes quando o percentual de contagem destas células esta acima de 12,5%, com
margem de erro de 50%. Como a contagem acima de 5% destas células possui
relevancia clinica (OLIVEIRA, 2007), faz-se necessario a modificagdo do limiar
percentual destas células para a geracado deste flag pelo equipamento através da
solicitacdo de assisténcia técnica e cientifica para que casos isolados como esse
nao ocorram.

Com relagdo a contagem diferencial tanto relativa quanto absoluta dos
neutrofilos,segmentados, eosindfilos e linfocitos, verificamos que ha concordancia
estatistica entre as duas técnicas analisadas.

Pesquisa realizada por Monteiro (2005), na qual foram comparados os
resultados dos hemogramas do analisador automatico ABX Pentra™ com a
microscopia Optica, utilizando-se 1000 amostras sanguineas de adultos, foram
encontrados excelentes valores de concordancia para a contagem de neutrdfilos,
eosinofilos e linfocitos, resultados esses condizentes com os obtidos no nosso

trabalho.
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Suljevic et al. (2003), em um trabalho avaliando o analisador hematolégico
Cell Dyn 3700 SL Abbott™, concluiram que o programa de contagem diferencial de
leucocitos do aparelho pode ser usado para a pesquisa e separagao da contagem
de amostras normais e patolégicas com adigdo do método por microscopia para a
confirmacéo da distribuigdo ou de alteragdes da morfologia leucocitaria.

Em relacdo a contagem absoluta dos mondcitos, foram observadas diferencas
entre as duas técnicas avaliadas. Costa et al. (1996), em um estudo comparativo da
férmula leucocitaria do contador automatico Cell Dyn 3500 com a técnica manual
(via microscopia O6ptica), utilizando 506 amostras de pacientes hospitalizados,
obtiveram excelente correlacdo para os neutréfilos e linfocitos e muito boa
correlagdo para os mondécitos e eosindfilos. Isto evidencia que pode haver, de fato,
uma pequena diferenca entre ambas as técnicas em relacdo a contagem dos
monaocitos.

Grotto et al. (1998), em um trabalho que avaliou quatro sistemas de
automacgao comparativamente a microscopia Optica em relagdo a contagem
diferencial dos leucdcitos, verificou que somente o aparelho Cell Dyn 3000 Abbott™
revelou uma certa limitacdo na identificacdo dos mondcitos, o que, no entanto, nao
representou um prejuizo significativo do ponto de vista clinico.

A contagem de basdfilos obtida pelo nosso trabalho mostrou-se superior via
automacao do que pela microscopia. Veloso, Alencar e Cardozo (2011) em um
estudo comparando a metodologia manual e a automatica realizada através dos
equipamentos Cell Dyn Ruby e Cell Dyn Saphire Abbott™, realizado com 118
amostras de sangue venoso de pacientes ambulatoriais, concluiram que a contagem
de baséfilos ndo mostrou concordancia entre os dois métodos utilizados.

Os dados obtidos por Grimaldi e Scopasa (2000) corroboram com os
resultados por nds encontrados visto que classificaram como nao satisfatorio a
comparagao entre os valores encontrados pelas duas técnicas em relacdo a
contagem de basofilos. Costa et al. (1996) atribuem a fraca correlagdo para os
basdfilos, a baixa percentagem destas células no esfregago de sangue e ainda a
contagem de maior numero de células pelo analisador automatico visto que o
equipamento tem muito mais chance de analisar um baséfilo em 10.000 células
contadas contra 100 vistas pela microscopia.

Buttarello e Plebani (2008), analisam a tecnologia em relagdo aos novos e

aos tradicionais parametros de contadores hematolégicos automaticos, entre eles o



38

Cell Dyn Sapphire Abbott™. Estes autores observaram que a performance foi
satisfatoria para a maioria dos parametros, tais como: contagem global de leucécitos
e hemacias, concentragao de hemoglobina, volume corpuscular médio e contagem
diferencial dos neutrdéfilos e linfocitos. Os resultados foram aceitaveis para outros
parametros, como a contagem de reticuldcitos e eosindfilos, mas foram distantes do

ideal para a contagem de basdéfilos e mondocitos.

4.2 Analise da morfologia das hemacias e leucdcitos

As tabelas abaixo (Tabelas 5 e 6) mostram a descricdo dos resultados
encontrados em relacao a morfologia das hemacias e dos leucécitos, considerando-
se as 120 amostras analisadas por meio da microscopia e da automacdo. Em
seguida é mostrado o grafico (em porcentagem) comparativo das duas metodologias

em relagao a morfologia eritrocitaria e leucocitaria (Graficos 1 e 2).

Tabela 5 - Andlise descritiva da morfologia das hemacias

Automacgao Microscopia

N° de laudos % N° de laudos %
Corpusculos de Howell-Jolly 7 5,83 12 10
Esferdcitos 6 5 6 5
Codécitos 21 17,5 28 23,33
Anisocromia 37 30,83 42 35
Dacridcitos 6 5 11 9,17
Policromasia 45 37,5 56 46,67
Macrocitose 24 20 18 15
Microcitose 26 21,67 20 16,67
Anisocitose 83 69,17 86 71,67
Hipocromia 31 25,83 26 21,67
Pontilhado Basofilo 5 417 6 5
Hemacias em Rouleaux 17 14,17 22 18,33
Eritroblastos 27 22,5 37 30,83
Drepandcitos 12 10 18 15
Ovaldcitos 1 0,83 11 9,17
Hemacias Normociticas 30 25 40 33,33
Hemacias Normocrémicas 54 45 71 59,17
Acantocitos 0 0 4 3,33
Poiquilocitose 57 47,5 65 54,17
Esquizdcitos 7 5,83 10 8,33
Estomatdcitos 0 0 4 3,33

Fonte: Laboratério de Hematologia, 2013.



Grafico 1 - Analise descritiva da morfologia das hemacias (%)

100,00

90,00

80,00

70,00

60,00

50,00

40,00

30,00
20,00

10,00

B Automacdo

B Microscopia

Fonte: Laboratério de Hematologia, 2013.

39



Tabela 6 - Analise descritiva da morfologia dos leucdcitos

40

Automacao

Microscopia

N° de laudos %

N° de laudos %

Granulagdes Toéxicas 4 3,33
Linfécitos Atipicos 1 0,83
Vacuolizacao Citoplasmatica 1 0,83
Corpos de Dohle 0 0
Neutrofllog sem sinais 115 95.83
degenerativos

Linfocitos sem atipias 116 96,67
Neutréfilos hipersegmentados 1 0,83

2,5

Restos celulares 3

5 4,17
2 1,67
3 2,5
1 0,83

111 92,5

115 95,83
3 2,5
4 3,33

Fonte: Laboratério de Hematologia, 2013.

Grafico 2 - Analise descritiva da morfologia dos leucocitos (%)
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Com relagao a analise morfoldgica dos eritrocitos e leucdcitos (Tabelas 5 e 6),
observamos que as alteracdes foram discretamente mais frequentes através do uso
da microscopia do que através do uso do aparelho Cell Dyn 3700 Abbott™. As
mesmas alteragdes morfoldgicas foram observadas por Failace (2007).

Failace (2007) descreve que a presenga de poiquilocitose, inclusdes
eritrocitarias (ponteado basdfilo, corpos de Howell-jolly), rouleaux, granulagdes
toxicas, corpos de Dohle na distensdo sanguinea costumam passar despercebidas
pela tecnologia. Muitas dessas alteragcdes morfologicas e inclusdes eritrocitarias sao
imperceptiveis ao equipamento, no entanto deve-se avaliar a real importancia clinica
associando sempre que possivel as alteracbes quantitativas, pois anomalias como
eliptocitose e presenca de esquizdcitos sdo curiosas, mas se isoladas apresentam
pouca importancia.

Veloso, Alencar e Cardozo (2011), através da analise de 118 hemogramas
realizados pela automacio, selecionaram 21 deles para a revisdo de laminas.
Desses 21 hemogramas avaliados pela microscopia Optica, em 18 foram
encontradas alteragdes morfolégicas com relevancia clinica.

Hyun, Gulati e Ashton (1991) em seu artigo de revisdo no qual argumentam
os prés e contras das metodologias automatizada e manual na contagem diferencial
dos leucécitos, afirmam que, hoje em dia, apesar da contagem diferencial de
leucdcitos pela automacgao ser superior a manual em varios aspectos, ela é falha no
fornecimento de algumas informagcdes que o método por analise da distenséo
sanguinea proporciona. Eles atestam que a informagao em relagédo a morfologia dos
glébulos vermelhos fornecida pelos analisadores automatizados € inadequada em
termos de identificagcdo de anormalidades especificas, de importancia diagndstica
como, por exemplo, o achado de drepandcitos, coddcitos, dacriocitos, esquizocitos,
corpusculos de Howell-Jolly e de Pappenheimer.

No presente trabalho, encontramos numero de eritroblastos maior através da
avaliagao microscoépica do que através da automatizacgao.

Grotto et al. (1998), obtiveram sensibilidade insuficiente para identificar
amostras com eritroblastos. Dentre os aparelhos avaliados, o Cell Dyn 3000
Abbott™ obteve o pior nivel de concordancia.

Segundo o National Committee for Clinical Laboratory Standards, 1992
(NCCLS H20-A), quando se avalia a sensibilidade clinica dos equipamentos, um

valor acima de 2% de eritroblastos na contagem diferencial de leucécitos deve ser
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considerada como indicativo de anormalidade, devendo ser detectada pelo aparelho
que emitira um alarme sugestivo da presenca de eritrocitos nucleados (KOEPKE,
1992).

Sachse, Jahns-Streubel e Henkel (1999), em um trabalho que avaliaram a
precisdo e a acuracia do analisador hematologico Cell Dyn 3200 Abbott™,
obtiveram 24,7% de resultados falso negativos em relagdo a analise morfolégica dos
leucocitos, resultado esse considerado um pouco acima da média da avaliagao de
outros instrumentos.

Oliveira (2007), no que se refere a contagem diferencial automatizada de
leucdcitos de amostras que apresentam alteragbes, assegura que o instrumento
automatizado é incapaz de estabelecer alguns parametros indispensaveis para
interpretacdo, tais como: a ineficacia do escalonamento dos neutrofilos; a nao
avaliagcdo de alteracdes displasicas na série leucocitaria, como, por exemplo, a
presenca de neutrofilos de aspecto pelgerdide (pseudo-Pelger) ou Pelger

verdadeiro, hipogranulagao ou hipersegmentacao neutrdfila, dentre outros.

4.3 Analise da morfologia das plaquetas

Os resultados obtidos em relacdo a morfologia das plaquetas estdo dispostos
na Tabela 7, da mesma forma como foram exibidos os da morfologia das eritrocitaria
e leucocitaria, seguidos de seu respectivo grafico (Grafico 3) que representa a

analise descritiva das plaquetas em porcentagem.

Tabela 7 - Analise descritiva da morfologia das plaquetas

Automacgao Microscopia
N° de laudos % N° de laudos %
Macroplaquetas 7 5,83 13 10,83
Agregacao Plaquetaria 0 0 1 0,83
Plaquetopenia 41 34,17 37 30,83

Fonte: Laboratério de Hematologia, 2013.
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Grafico 3 - Andlise descritiva da morfologia das plaquetas (%)

B Automacdo

B Microscopia

Fonte: Laboratério de Hematologia, 2013.

Das 120 amostras de sangue analisadas, 0 equipamento detectou
plaquetopenia em 41 amostras, enquanto que através da observacao da distensao
sanguinea foi observada esta alteracédo em 37 Iaminas. Cohen (2000) citou em seu
trabalho que dos 60 casos de trombocitopenia detectados pelo analisador
automatico, 17% eram falsos.

A presenca de agregacao plaquetaria e macroplaquetas foi mais freqliente no
esfregaco sanguineo. Estes resultados estdo de acordo com Oliveira (2007). Este
autor afirma que a maioria das plaquetopenias obtidas em contadores
automatizados merecem analise do esfregaco de sangue para comparagao de
resultados, pois a observagcdo de macroplaquetas e de possiveis agregados de
plaquetas interferem diretamente na contagem das mesmas.

Failace e Pranke (2004) através de uma pesquisa correlacionando os
contadores automaticos Cell Dyn 4000 Abbott™ e Sysmex SE 9500™ com a
microscopia obtiveram um alarme do tipo Plt Clumps (plaquetas agregadas) que
mostrou ser relevante, reforcando a necessidade de ser confirmado através da
microscopia, invalidando a contagem de plaquetas fornecida pela automacgéo.

Handin (2005) afirma que uma falsa contagem baixa de plaquetas
(pseudotrombocitopenia) pode ser notada em amostras de sangue colhidas em
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EDTA. Essa diminuigdo de contagem €& consequente a aglutinagdo das plaquetas
ou, mais raramente, a formacédo de rosetas de plaquetas em torno dos neutrofilos,
um fendmeno referido com satelitismo plaquetario (esta ultima alteragdo nao foi
observada no nosso estudo).

De acordo com Schrezenmeier et al. (1995), a aglutinagdo das plaquetas
pode resultar na formagdo de grumos de tamanho similar aos dos leucdcitos, e o
contador automatico é incapaz de distinguir tais grumos, reconhecendo-os como
leucdcitos e fornecendo contagem falsamente elevada ou pseudoleucocitose . Este
fato n&o foi visto no presente trabalho.

Conforme Dusse et al. (2004), a avaliagao cuidadosa da extensédo sanguinea
€ imprescindivel para a caracterizagdo de casos de pseudotrombocitopenia, pois
nele sera evidente a presenga de grumos de plaquetas que, em geral sdo mais
frequentes na porgéo final da cauda do esfregago sanguineo.

Os resultados obtidos por este trabalho em relacdo ao percentual de
macroplaquetas encontrado sao concordantes com os mesmos achados por
Monteiro (2005), que também obteve contagem superior via microscopia optica que
através do contador automatizado.

Santos, Bandeira e Siqueira (2009) relataram em seu trabalho que mesmo
que a contagem eletrbnica seja mais precisa por avaliar um maior numero de
células, esta pode induzir a um elevado numero de falso-positivos que devem ser
confirmados pela microscopia, para garantia de um resultado reprodutivel. Também
afirmam que os resultados obtidos em seu estudo permitem concluir que a
automacao ¢é indispensavel no laboratério de analises clinicas, fornecendo
resultados sensiveis, reprodutiveis e precisos para alteracdes quantitativas e que, no
entanto, as técnicas manuais, particularmente de concentrado de leucdcitos,
mostram-se insubstituiveis para alteracbes qualitativas e continuam uteis na rotina
laboratorial, pelo fato de que algumas alteragcbes hematoldgicas sé podem ser
diferenciadas pela microscopia.

Sachse, Jahns-Streubel e Henkel (1999), estabelecem que os instrumentos
automaticos para a contagem diferencial de leucécitos ndo podem ser trocados pela
microscopia porque nenhum analisador automatico esta apto a identificar a grande
variedade de anormalidades morfologicas possivelmente encontradas nas
distensbes sanguineas. Entretanto, os meétodos automatico e por microscopia

podem ser combinados como uma estratégia diagndstica.
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5 CONCLUSAO

Com relagao a contagem diferencial dos leucécitos (neutrofilos, segmentados,
eosindfilos e linfocitos) nao foi vista diferenca estatistica significante entre os laudos
fornecidos pelas duas metodologias.

Em relacdo a contagem diferencial relativa e absoluta dos bastdes e basofilos,
foi visto diferenca estatistica significante entre os laudos das duas metodologias
utilizadas. A contagem dos bastbes foi superior através do uso da microscopia,
enquanto que a contagem de basdfilos foi maior utilizando o aparelho Cell Dyn 3700
Abbott™.

Houve discordancia em relagéo ao laudo fornecido pelo equipamento e o visto
através da microscopia no tocante a morfologia das hemacias, dos leucdcitos e das
plaquetas, sendo a frequéncia de alteragbes observadas maior através da
metodologia pela microscopia optica.

Concluimos que todas as laminas devem ser analisadas pela microscopia

Optica independente do resultado fornecido pelo equipamento hematoldgico.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Os dados por este trabalho corroboram com o conceito que cada laboratério
deve estabelecer os seus critérios para a revisdo microscopica do sangue, pois
esses critérios nao devem se limitar apenas a presenca de alarmes fornecidos pelos
aparelhos. Amostras com leucocitose, leucopenia, anemia, plaquetose ou
plaquetopenia, obrigatoriamente devem ser revistas, independentemente da
presengca ou nhao das observacdes referentes aos alarmes qualitativos ou
quantitativos.

Esses resultados sugerem que, apesar da agilidade dos métodos
automatizados, a analise por microscopia 6ptica ainda é indispensavel a fim de
minimizar as limitagcbes na contagem diferencial e na avaliagdo morfolégica das
células sanguineas realizadas em aparelhos automatizados e assim garantir a

qualidade dos resultados.
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