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RESUMO

Introdugao: A contagem diferencial de eritroblastos em amostras de sangue por analisadores de hematologia ainda apresenta limitagdes.
0s avancos tecnologicos nos equipamentos de hemograma tém proposto a contagem totalmente automatizada dessas células, porém,
ndo sem sua validacio.

Objetivo: Validar a contagem automatizada de eritroblastos no sangue periférico no analisador hematolGgico Mindray BC6000 e verificar
a existéncia de correlacdo dos estigios de maturacao dos eritroblastos com os graficos do equipamento.

Material e Métodos: Estudo prospectivo com amostras de sangue periférico do Laboratério de Patologia Clinica Dr. Paulo C. Azevedo,
independente de idade e sexo, para validagdo da contagem de eritroblastos no analisador hematolGgico Mindray BC6000 em comparagio
a0 método manual (padrio ouro), no periodo de junho de 2019 a dezembro de 2020.

Resultados: Foram analisadas 17 amostras de sangue periférico de recém-nascidos (17/09 - 52,3%) e de pacientes maiores de 2 anos
(17/08 - 47,7%) que apresentavam mais de 18% de eritroblastos apos andlise morfoldgica da amostra. A andlise estatistica das contagens
de eritroblastos pelas duas metodologias mostrou que o contador hematolgico Mindray BC6000 tem boa reprodutibilidade, precisdo e
linearidade. Nao houve correlagdo entre os estagios de maturagzo dos eritroblastos e os graficos do equipamento.

Conclusdo: A validagdo proposta mostrou que o contador hematolgico Mindray BC6000 apresenta bom desempenho analitico para
contagem de eritroblastos em sangue periférico. Porém, néo hé correlagio entre os estigios de maturacao dos eritroblastos com os gréficos
gerados pelo equipamento.

Palavras-chave: interleucinas; citocinas; inflamagio; prostata; neoplasias; hiperplasia prostatica

ABSTRACT

Introduction: Differential counting of erythroblasts in blood samples by bematology analyzers still has limitations. Technological
advances in blood count equipment have proposed the fully automated counting of these cells, however, not without its validation.

Objective: Validate the automated count of erythroblasts in peripheral blood in the Mindray BC6000 hematology analyzer and
verify the existence of correlation of the maturation stages of erythroblasts with the equipment's graphics.

Material and Methods: Prospective study with peripheral blood samples from the Clinical Pathology Laboratory Dr Paulo C. Azevedo,
regardless of age and gender, lo validate the erythroblast count in the Mindray BC6000 hematology analyzer compared to the
manual method (gold standard), in the period of June 2019 to December 2020. RESULIS. Seventeen peripheral blood samples
were analyzed from newborns (09/17 - 52.3%) and from patients older than 2 years (08/17 - 47.7%) who bad more than 18%
of erythroblasts after morphological analysis of the sample. Statistical analysis of erythroblast counts by the two methodologies
showed that the Mindray BC6000 hematological counter has good reproducibility, precision and linearity. There was no correlation
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between the maturation stages of erythroblasts and the equipment graphics.

Conclusion: The proposed validation showed that the Mindray BC6000 hematological counter has good analytical performance
Jor counting erythroblasts in peripheral blood. However, there is no correlation between the maturation stages of erythroblasts with

the graphics generated by the equipment.

Key words: hematology; erythroblasts; laboratory automation.

INTRODUCAO

0Os avangos tecnol6gicos no processo de automacdo do
hemograma nos tltimos anos deram a esse exame mais rapidez
nas andlises de amostras, principalmente com a introduco de
esteiras e processadores de esfregacos e coloracio de laminas.
Mas trouxeram também maior seguranga aos resultados pelo
aptimoramento na identificacdo de células normais do sangue
periférico e na sinalizacdo, através da emissdo de alertas/alarmes
(flags), para a presenca células imaturas da medula Gssea nessas
amostras®.

A precisdo na identificacdo de células imaturas da medula
oOssea no sangue periférico so tém sido possiveis gracas a
incorporacdo de metodologias de impedancia, citometria de
fluxo e mais recentemente de sinais de fluorescéncia do contetido
de DNA/RNA do nticleo celular, para a contagem e andlise da
diferencial leucocitdria. Permitindo assim a andlise da dispersdo
da diferencial leucocitdria em graficos de complexidade e tamanho
celular, ou de complexidade celular e sinais de fluorescéncia do
conteddo de DNA/RNAG1012,

Especificamente em relacio aos analisadores que usam os
principios de impedancia elétrica, dispersdo Gtica e andlise das
células por sinais de fluorescéncia de DNA/RNA do nicleo das
células podemos destacar os analisadores hematologicos Mindray
BC6000 e Sysmex®, que tem metodologias semelhantes®9113),
Esses equipamentos além de fornecer os resultados de contagem
e diferencial de leucdcitos em cinco partes também se propdem a
contagem diferencial de eritroblastos (NRBC) e de outros fluidos
corporais como liquidos pleural e sinovial 51,

A incorporagdo de qualquer metodologia nova a rotina de
um laboratorio de andlises clinicas, contudo, precisa antes ser
validada para garantir a qualidade analitica do mesmo através da
avaliacao da precisdo dos resultados. Desse modo que, 0 Conselho
Internacional para Padronizacdo em Hematologia (ICSH), por
exemplo, define como precisdo a medida de concordancia entre
o valor estimado de um determinado analito e o valor observado
obtido usando-se técnicas independentes.

Assim, neste estudo é apresentada a validacio da contagem
automatizada de eritroblastos em amostras de sangue periférico
no aparelho de hematologia Mindray BC6000 através de método
comparativo com a técnica manual (Padrdo Ouro), e verificada
a existéncia de correlagio entre os estigios maturativos de
eritroblastos e os graficos gerados pelo equipamento

METODOLOGIA

Casuistica: Estudo prospectivo com amostras de sangue
periférico da rotina do Laboratorio de Patologia Clinicas Dr Paulo
C. Azevedo, situado na cidade de Belém, Pard, ou de medula
ossea do mesmo laboratorio oriundas de um hospital oncoldgico,
independente da faixa etria e género, para caracterizacio do
perfil imunofenotipico dos eritroblastos presentes nessas amostras
e validacdo da contagem automatizada de eritroblastos no
contador hematoldgico Mindray BC6000 no periodo de junho de
2019 até dezembro de 2020.

Para tanto foram analisas 20 amostras de medula Gssea de
pacientes portadores de leucemias agudas, livres de doenca, em
acompanhamento terapéutico, isto €, em recuperacao medular pés-
tratamento especifico com 15 ou 30 dias pés-quimioterapia, como
controle positivo para a defini¢io das populagdes de eritroblastos
em diferentes estigios de maturidade. E ainda 17 amostras de
sangue periférico de pacientes que realizarem hemograma de
rotina no referido laboratério, oriundas de demanda espontinea
ou hospitalar, para a verificacdo se seria possivel caracterizar na
plotagem gréfica do equipamento Mindray BC6000 o estagio de
maturagio dos eritroblastos do sangue periférico.

Caracterizacio das amostras: Foram incluidas amostras
de sangue periférico ou medula Gssea de pacientes de ambos os
géneros, de qualquer faixa etdria, anticoaguladas com EDTA (Acido
Etilenodiamino Tetra-acético), com volume de 2ml a 5ml, e com
mais de 18% de eritroblastos, para cada 100 leucécitos contados,
apos andlise morfoldgica por microscopia de luz comum com
objetiva de imersdo em 1amina corada com May Grunwald por
profissional especializado do referido laboratério.

4422022

2



Lacy Brito Junior; Adna dos Santos Caldas; Vanessa Ingrid Cardoso Pereira; Roberta Isabella Senna Ferreira; Ana Paula Silveira Paixao

Critérios de exclusdo: Foram excluidas amostras de sangue
periférico ou medula ossea coaguladas, com volume inferior a
2ml, com menos de 18% de eritroblastos apds andlise morfoldgica,
ou ainda de pacientes portadores de leucemia aguda em atividade.

Caracterizagdo da presenca de eritroblastos pelo equipamento
Mindray BC6000: As amostras selecionadas pelo quantitativo
de eritroblastos apds andlise morfoldgica foram submetidas a
aquisicdo no equipamento Mindray BC6000, que segundo o
fabricante tem a capacidade de identificar e quantificar a presenca
de eritroblastos em amostras de sangue periférico.

Caracterizagdo  imunofenotipica ~ dos eritroblastos:
Para a caracterizacdo imunofenotipica das varias fases de
desenvolvimento dos eritroblastos nas amostras de sangue
periférico e de medula Gssea primeiro foi realizada a separagio
das células mononucleares em tubo conico de centrifugacio com
adi¢ao de 2ml de Histopaque-1077® e posteriormente inclinago
do tubo a 45°, adicao suave de 2ml de amostra de sangue
periférico ou medula dssea com pipeta Pasteur. Em seguida foi
feita a centrifugacdo das amostras em 1.500 rpm por 30 minutos e
posteriormente com o uso de outra pipeta Pasteur foi feita a retirada
cuidadosa da camada de células mononucleares da interface
entre o gradiente de Histopaque e as hemdcias, com transferéncia
dessas células para outro tubo conico de centrifugacdo contendo
10ml de PBS (Perbarato de Sodio Euroimun a 0, 10%). Com
nova centrifugacdo em 1.500 rpm por 10 minutos, desprezo do
sobrenadante e ressuspensao do sedimento celular em 5ml de PBS.

Em seguida foi transferido 100puL dessa soluco para cada
tubo conico de citometria de fluxo previamente identificado.
Posteriormente foram acrescidos de 5pL de diferentes combinagges
de anticorpos monoclonais comerciais, pan-hematopoiético, CD34
e CD45, ou mieléides, CD33, CD117 e CD235a (Glicoforina A),
marcados com os fluorocromos FITC, PE, Percyp e APC. Seguido
de adicio de 200uL solugo de lise de hemdcias (Facslysing BD
1:10), incubagdo no escuro por 10 minutos, e posterior adicio de
Iml (1.000pL) de 4gua em cada tubo. Para posterior analise apds
aquisicao de 10.000 eventos em citometro de fluxo da BC Coulter
DxFlex®, com CytExpert for DxFlex® software (BC, Indiandpolis,
Indiana, EUA), para treze cores.

Andlise estatistica: Os dados obtidos foram analisados
através do software Statistical Package for Social Sciences (SPSS),
versdo 26 (SPSS Inc., Chicago, USA) pela aplicagio dos testes
de estatistica descritiva para determinacdo de média, desvio
padrdo e mediana referentes as contagens de eritroblastos pelos
métodos automatizado e manual; de normalidade de Shapiro-
Wilk, para verificar se os dados tinha distribuicdo normal, e de
Mann-Whitney para comparar as medianas da quantidade de

eritroblastos contados pelas duas metodologias. Sendo adotados
como nivel de significincia p < 0,05.

Aspectos Eticos: Por se tratar de estudo prospectivo sem
envolvimento dos pesquisadores com os sujeitos da pesquisa ou a
utilizagao de quaisquer dados pessoais dos mesmo os responsaveis
pela pesquisa assinaram Termo de Compromisso de Utilizagao de
Dados (TCUD) junto as instituigdes envolvidas, com solicitagdo de
Dispensa de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
conforme prevéem as diretrizes e normas regulamentadoras
descritas na Resolucdo n° 466 de 12 de dezembro de 2012,
complementada pelo artigo 17, inciso VII da Resolugdo 510/2010.

RESULTADOS

Para o processo de validacio da contagem automatizada de
eritroblastos pelo equipamento Mindray BC6000 foi realizada a
analise de 17 amostras de sangue periférico sendo 09/17 (52,9%)
dos pacientes recém-nascidos, 05/17 (29,4%) pacientes tinham
idades entre 2 e 11 anos e 03/17 (17,7%) que eram adultos com
idades entre 63 e 75 anos. Desses 10/17 (58,8%) pacientes eram
do sexo feminino e 07/17 (41,2%) do sexo masculino (Tabela 1).

Em relacio as contagens de eritroblastdos no sangue
periférico dos pacientes analisados foi observado que, para as
amostras de recém-nascidos (9/17), os valores de média e desvio
padrio foram de 163,0 + 168,6 para as contagens automatizadas
e de 171,5 % 185,6 para as contagens manuais. Enquanto que
para as amostras de pacientes com idades superior a 2 anos (8/17)
os valores médias e desvios padrdes observados forma de 84,1 +
174,5 para as contagens automatizadas e de 84,2 + 174,4 para as
contagens manuais de eritroblastos.

Foi realizada entdo a andlise de existéncia de correlacio
entre as contagens de eritroblastos pelos métodos manual e
automatizado através da realizacdo do teste de distribuicdo
de normalidade, o qual mostrou que ndo existia distribuicao
normal entre as duas metodologias. Diante desse resultado foi
realizado o teste nao-paramétrico de Mann-Whitney o qual
revelou um valor de p = 0,78 demonstrando assim que os valores
da contagem automatizada de eritroblastos, quando comparados
com a contagem manual s3o iguais, sendo entdo a metodologia
de contagem automatizada de eritroblastos no equipamento
em hematologia Mindray BC6000 considerada validada
estatisticamente para uso na rotina laboratorial.

Em seguida foram realizadas as caracterizagdes
imunofenotipicas dos diferentes estigios de diferenciacio dos
eritroblastos obtidos de amostras controle de medula Gssea
(Figuras 1A, 1B, 1C) e do sangue periférico (Figuras 1E, 1F, 1G,
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TABELA 1- Analise das contagens, manual e automatizada, e da caracterizacio imunofenotipica de eritroblastos em amostras de sangue periférico de pacientes oriundos da rotina
do Laboratorio de Patologia Clinica Dr Paulo C Azevedo, no periodo de junho de 2019 até dezembro de 2020

Identificacdo | Sexo | Idade | Material Contagem de Eritroblastos Caracterizagao Imunofenotipica dos Eritoblastos por Citometria de Fluxo (%)

das amostras (anos) Automatizada Manual Eritroblastos Basofilos | Eritroblastos Policromaticos Eritroblastos
(%) (%) CD34 + CD45fracCD117 | CD34-CD45fracCD117 + Ortocromético

+ CD235a- CD235a+ CD235a + CD45-

RN SLA F 0 SP 22 26 0 2,36 18,93

RNVN F 0 SP 15 18 0 3,03 63,91

RN GD F 0 SP 9% 9% 07 1,62 68,7

RNVN F 0 SP 119 120 2,71 3,05 8

RN FBF M 0 SP 79 75 1,5 3,24 20,37

RNJV M 0 Sp 474 546 0 32 64,29

RN ACL M 0 sp 363 363 146 345 6852

RN TK F 0 SP 283 284 0 3,11 59,7

RN CG F 0 SP 19 19 3,71 2,39 50,11

MFL F | 75 SP 27 26 171 1,77 9,23

FBA M| 63 Sp 18 20 973 471 53,36

SPK M 3 Sp 17 17 0 21,81 85,26

BNCS M 11 SP 2 25 475 8,66 36,28

MCL F 63 Sp 25 27 0 36,47 11,71

LSGM F 2 SP 21 20 0 0,92 88,94

PGCG M 9 SP 23 23 0 3,31 35,85

KVSR F 2 SP 516 516 1,14 139 77,89

Legenda: SP: sangue periférico; RN: recém-nascido; CD: cluster de diferenciacdo; F: feminino; M: masculino; %: percentual (valor relativo).
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FIGURA 1 — Representagdo grdfica de dispersio celular do tipo Dot plots para a caracterizagdo das populagoes de eritroblastos na medula dssea (4, B e C) por citometria
de fluxo, onde: em roxo sdo eritroblastos ortocromaticos e reticuldcitos (Figura de 14 até 1N); em verde sdo eritroblastos policromaiticos (Figura 14 e 1B); em vermelho
os eritroblastos basdfilos (Figura 1A e 1B); em laranja os proeritroblastos (Figura 1C); e em azul os linfocitos (Fig 14, 1B e 1C) em amostras de medula dssea. E nas
Figuras 1E, IF, 1G, 11, 1], IK, IM, IN e 10 estdo representadas as populagoes de eritroblastos em sangue periférico por citometria de fluxo, onde: em roxo sio eritroblastos
ortocromaticos e reticuldcitos; em vermelho sdo eritroblastos policromaticos; e em preto sdo provdveis restos celulares. Jd os grdficos de complexidade (FS) X fluorescencia
nuclear (FL) sdo relativos as amostras de sangue periférico obtidos no equipamento Mindray BC6000 (D, H, L e P), onde: na Figura 1D sio representados em verde os
eritroblastos e em vermelho os linficitos; e nas Figuras 1H, 1L e 1P estio representados em verde apenas os eritroblastos.
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11, 1], 1K, 1M, IN e 10 ). Para posterior andlise a distribuicio
grifica de eritroblastos de sangue periférico obtida a partir do
equipamento de automacdo em hematologia Mindray BC6000
(Figuras 1D, 1H, 1L e 1P) em comparacdo com a respectiva
caracterizacdo imunofenotipica dos eritroblastos da mesma
amostra de sangue periférico.

Neste sentido foi observado que nao ha relago entre o estigio
de diferenciacio dos eritroblastos, observados no sangue periférico
de uma amostra, com a respectiva dispersao dessas células nos
graficos obtidos a partir do equipamento de automacio em
hematologia BC6000 - Mindray®. Como podemos observar, por
exemplo, nas Figuras E, Fe G, onde observa-se a presenca de 78,11%
de eritroblastos ortocromaticos (rosa) e 21,89% de eritroblastos
policromaticos (vermelho), essas até podem sugerir a existéncia de
correlacio com a respectiva dispersdo feita em relaco as Figuras
M, N e O onde tem-se o predominio de eritroblastos policromaticos
(36,47%) observa-se que, mesmo assim, a dispersdo grafica do
equipamento Mindray BC6000 ndo se altera em relacio a sua
distribuicdo especial.grafica pelo equipamento Mindray BC6000.
Contudo, quando a andlise é

DISCUSSAO

Como jd apresentado esta pesquisa se consistiu na avaliacdo
do desempenho do analisador hematol6gico Mindray BC6000 para
a contagem automatizada de eritroblastos quando comparada
com a contagem manual em ldmina (padrio ouro). Nesse sentido
os resultados obtidos com a metodologia automatizada analisada
mostrou-se capaz de realizar a contagem de eritroblastos com
precisdo e foi assim validada para uso na rotina do laboratorio
de andlises clinicas que apoiou a pesquisa. Garantindo assim
precisao nos resultados e mais seguranca e rapidez na liberacéo
dos laudos de hemograma.

Esses dados corroboram com outros estudos da literatura
que comparam a contagem de eritroblastos no sangue periférico
através de metodologias nao automatizadas e automatizadas e
que também ndo demonstraram diferenca estatistica entre essas
metodologias3%10-121416)

Sabe-se porém que existe hoje no mercado um grande
ntimero de analisadores hematoldogicos automaticos disponiveis
para uso na rotina dos laborat6rios de andlises clinicas, contudo,
cada um utilizando uma variedade de tecnologias para as
andlises de amostra de sangue periférico. Esse fato porém obriga
que cada laboratdrio, antes de colocar um desses aparelhos na
sua rotina diagnéstica, tenha que realizar a validacdo previa dos
mesmOS(I,S—ZH.lG—lS).

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

SHEN et al™ em seus estudos, por sua vez, compararam as
contagens automatizada e manual de eritroblastos em amostras
de sangue periférico de diversos pacientes. Nessa validacio o
equipamento utilizado para essa contagem de eritroblastos foi o
Mindray BC6000 e, semelhante ao que foi observado em nosso
estudo, nao houve diferenca significativa nos resultados obtidos
quando comparados com a contagem manual (p>0,05). Esses
autores sugerem entdo que esse equipamento apresenta 80.0%
de sensibilidade e 96.9% de especificidade para a contagem de
eritroblastos.

Ainda em nossos estudos porém buscamos também identificar
se a plotagem grafica da contagem de eritroblastos gerada
pelo equipamento seria capaz de permitir a diferenciacio dos
estagios maturativos dos eritroblastos presentes na amostra de
sangue periférico. Para tanto, como jd apresentado, realizou-se
a imunofenotipagem dos eritroblastos das amostras de sangue
periférico, por citometria de fluxo, e posterior andlise dos gréficos
de plotagem do equipamento Mindray BC6000 onde observou-se
que, embora o equipamento reproduza a contagem de eritroblastos
com precisdo, a projecdo grafica gerada nio permite diferenciar
em qual estdgio de maturacio encontram-se os eritroblastos.
Esse resultado porém ndo trds consequéncias a0 paciente visto
que o estagio maturativo dos eritroblastos em sangue periférico,
até o momento, nao parece ter implicacdo no tratamento ou
prognostico do mesmo.

Umestudosemelhante realizado por GRIMALD e SCOPACASA'?
com amostras de pacientes que possuiam alguma doenca
hematol6gica com a presenca de células imaturas da linhagem
miel6ide e eritroblastos adquiridas no analisador de hematolégico
CELL-DYN 4000 (Abbott®), que utiliza a tecnologia semelhante
a do equipamento Mindray BC6000, mostrou resultados também
semelhantes quanto a precisio para a contagem de eritroblastos
e a mesma dificuldade na identificacdo grafica dos estdgios de
maturacio dessas células.
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Assim, a validagdo proposta no nosso estudo mostrou que  guarda correlacdo com os estigios maturativos de eritroblastos.
o contador hematologico Mindray BC6000 apresenta bom
desempenho analitico para a contagem de eritroblastos em sangue Conflitos de interesses: Os autores declaram no ter interesses
periférico. Porém, que os graficos gerados pelo equipamento ndo  conflitantes.
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