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Resumo

Objetivo: O hemograma é um exame que avalia de forma quantitativa e qualitativa os componentes do sangue. Sua automacao ao longo dos anos foi
essencial para executd-lo de maneira mais rapida e precisa. Devido ao aumento da demanda nos laboratérios de andlises clinicas, com a automacéo,
surgiram também parametros clinicos avangados que aumentam a capacidade de interpretacdo do hemograma pelo corpo clinico. Dentre esses
parametros clinicos, esta o 1G% (percentual de granulécitos imaturos) que avalia a presenca de leucdcitos mais imaturos da linhagem granulocitica no
sangue, sendo este parametro o objeto de estudo deste trabalho. Métodos: Trata-se de um estudo prospectivo realizado na Fundacdo de Hematologia
e Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE) em 100 amostras de sangue periférico de pacientes do hospital que foram processadas no equipamento XT-
4000iTM da SYSMEX e que atenderam critérios prévios de inclusao e exclusao. O objetivo foi correlacionar a contagem de granulécitos imaturos pelo
método manual (hematoscopia) e automatizado (padréo ouro da SYSMEX), justificando, assim, a importancia do uso do IG% na rotina laboratorial que
em geral é subutilizado por falta de conhecimento sobre sua importancia e aplicacao. Resultados: Foi possivel estabelecer um valor de correlagao pelo
método Spearman que se apresentou dentro do intervalo de referéncia de 95%, além de se ter observado sensibilidade e especificidade satisfatorias,
conforme estudos anteriores com o maquindrio da SYSMEX. Conclusdo: O trabalho corroborou com estudos prévios que tiveram como objetivo a avaliacao
do parametro IG% e poderd servir de subsidio para pesquisas posteriores.
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Abstract

Objective: The hemogram is an exam that evaluates in a quantitative and qualitative way the components of the blood. Its automation over the years has
been essential to perform it more quickly and accurately. Due to the increased demand in clinical analysis laboratories, with automation, advanced clinical
parameters that increase the capacity of interpretation of the hemogram by the clinical body have also emerged. Among these clinical parameters is
the IG% (percentage of immature granulocytes) which evaluates the presence of immature leukocytes from the granulocytic line in the blood, therefore
this parameter is the object of study of this work. Methods: It was a prospective study carried out at the Hematology and Hemotherapy Foundation of
Pernambuco (HEMOPE) on 100 samples of peripheral blood from patients in the hospital who were processed in the SYSMEX XT-4000iTM equipment and
who met previous inclusion and exclusion criteria. The objective was to correlate the immature granulocyte count through manual (hematoscopy) and
automated methods (gold standard of SYSMEX), thus justifying the importance of the use of IG% in the laboratory routine, which in general is underused
due to the lack of knowledge about its importance and applicability. Results: It was possible to establish a correlation value by the Spearman method, which
presented itself within the reference range of 95%, in addition to a satisfactory sensitivity and specificity, according to the SYSMEX machinery. Conclusion:
The work corroborated with previous studies that had as objective the evaluation of the IG% parameter and could serve as subsidies for further research.
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INTRODUCAO

Os exames laboratoriais sao essenciais na manutencao
da saude, na prevencao de doencas e no diagndstico de
inumeras patologias. Sua importancia natomada de decisdo
no campo clinico é vital. A andlise das amostras biolégicas de
forma quantitativa e qualitativa auxilia, em grande parte dos
casos, os profissionais da area da saude na conclusao mais
correta do diagnostico e no encaminhamento do paciente
para o tratamento mais adequado.”’ Dentre os exames labo-
ratoriais existentes, o hemograma é um dos principais aliados
na conclusao dos diagndsticos, sejam ou nao relacionados
as patologias hematoldgicas. O hemograma avalia de forma
quantitativa e qualitativa os elementos do sangue; é um dos
exames mais requeridos nas consultas e faz parte de todas
asrevisdes de saude. Suaindicagao consiste, principalmente,
na contagem de eritrécitos, plaquetas e leucdcitos.?

A automacao do hemograma permite maior agilidade
e sensibilidade na liberagao de resultados num laboratério
de analises clinicas. Especialmente naqueles que tém que
administrar uma rotina intensa, é necessario o interfacea-
mento automatico — auséncia de revisao hematoscépica
pelo analista — para liberacao direta de exames cujos indices
hematimétricos automatizados estejam dentro dos valores
predeterminados como normais e padrdes.® De acordo com
o manual do maquinario XE-2100™ da SYSMEX e literaturas
publicadas na area,* dentre os indices hematimétricos sao
alguns exemplos: WBC (White Blood Cell); RBC (Red Blood
Cell); HGB (hemoglobina) e o HCT (hematdcrito). Quando tais
indices exibem qualquer alteracao que nao esteja dentro do
considerado normal, é sinalizado ao analista em forma de
alarmes (flags). Ao receber esse sinal, é necessério realizar
a hematoscopia do material analisado para identificar qual
mudanca foi responsavel por aquela sinalizacao.

Além dos indices hematimétricos automatizados usuais,
existem parametros clinicos avancados que permitem aos
equipamentos de hemograma realizar analises especificas
sobre determinada série hematolégica baseando-se no
conteudo do interior das células em andlise, conforme a
tecnologia de cada analisador. Essas analises tém importante
significado clinico quando bem interpretadas. Enquadram-
-se nesta categoria os parametros: NRBC (eritroblastos); IPF
(plaquetas imaturas); IRF (fracdo imatura de reticuldcitos);
RETHe (conteudo de hemoglobina dos reticulécitos) e 1G%
(granulécitos imaturos),® sendo este ultimo o objeto de
estudo deste trabalho.

O parametro clinico avancado 1G% (immature granulocyte)
consiste na avaliacdo por meio da automacéo da série matu-
rativa de granuldcitos que aparecem nos casos de aumento
da atividade medular. Segundo o documento técnico, “O
novo modelo de negdcios para parametros avancados em
hematologia - granuldcitos imaturos (IG)” da SYSMEX,” foi
criado, assim como os outros parametros clinicos avancados,
por se observar a necessidade de melhoria nos cuidados
com os pacientes, sendo, portanto, muito importante no
diagndstico, mesmo que seu uso ainda seja reduzido e sua
aplicacdo pouco explorada devido a insciéncia de alguns
profissionais e laboratdrios.

Em geral, os equipamentos que realizam os exames
hematoldgicos, apesar de identificarem nas amostras, ndo
sdo capazes de distinguir na sua avaliacdo os diferentes tipos
de granulécitos imaturos devido a sua sensibilidade limitada.
Quandoisso acontece, além da porcentagem de 1G%, exibem
os flags “presenca 1G", “neutrofilos bandas?” e “granulécitos
imaturos?’, indicando ao analista quando se faz necessaria
uma avaliacdo microscépica daquele exame que estd sendo
realizado. Entretanto, dependendo de cada laboratério, o
parametro clinico avancado 1G% pode simplesmente ser
solicitado para demonstrar o percentual desses granulécitos
imaturos no espécime analisado, evitando revisdes desne-
cessarias de microscopia.®

O debate sobre a presenca de granuldcitos imaturos
nos exames é pouco amplo e, em muitos casos, por falta de
conhecimento sobre a aplicabilidade que o maquindrio nos
laboratérios apresenta, o analista clinico acaba por subuti-
lizar o percentual IG% que poderia auxiliar diretamente na
agilidade da liberacdo do laudo de determinado paciente,
evitando gasto de energia e de labor desnecessarios na
microscopia. Portanto, o intuito desse artigo foi correlacionar
a contagem manual por hematoscopia com a contagem de
granulécitos imaturos automatizada. O estudo também teve
potencial de ressaltar a utilizacao mais refinada do 1G% na
rotina, oferecendo subsidios para estudos posteriores de
implantacdo do 1G% em rotinas de laboratério, na pratica
clinica e nas tomadas de decisao.

MATERIAL E METODOS

Desenho experimental

Este estudo, de carater prospectivo, foi realizado em 100
amostras oriundas dos pacientes da Fundacao de Hematolo-
gia e Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE), processadas
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no equipamento XT-4000i™ da SYSMEX, cujos critérios de
inclusdo e exclusao foram: a) presenca do nimero de iden-
tificacdo da amostra (deveria ser uma amostra real de um
paciente); b) auséncia de nimero comecando com QC (ndo
poderia ser uma amostra-controle); ¢) WBC (White Blood
Cells) acima de 1x10° (1000 leuc/pL); d) apresentar os flags:
“granulécitos imaturos?”,“neutrdéfilos banda?” (bastonetes) e
“presenca IG”; e) demonstrar o percentual de 1G%.

Andlise em contador automatizado

As amostras foram processadas em um contador modelo
XT-4000i™ da SYSMEX cuja metodologia envolve a contagem
diferencial em seis partes para a obtencdo do parametro
clinico avancado 1G%, aplicando a técnica de citometria
de fluxo fluorescente e foco hidrodinamico.® Foram utili-
zados os reagentes: CELLPACK-EPK, STROMATOLYSER-FB,
STROMATOLYSER-4DL, STROMATOLYSER-4DS e SULFOLY-
SER, todos obtidos em uma distribuidora da SYSMEX em
Recife — PE, Brasil.

Andlise hematoscopica

As amostras foram coletadas em tubo a vacuo da marca
VACUETTE® contendo o acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) como anticoagulante. Distensdes sanguineas das
amostras selecionadas foram realizadas sem anticoagu-
lantes utilizando uma lamina distensora no angulo de 45°
em relagao a uma lamina de vidro previamente desengor-
durada. As laminas foram coradas utilizando a técnica de
May Grunwald-Giemsa® e analisadas a microscopia de luz
por dois citomorfologistas. A contagem diferencial foi feita
em 200 leucdcitos (100 por pesquisador) em zigue-zague,
percorrendo o centro do esfregaco sanguineo de maneira
que as células fossem avaliadas sem sobreposicao.

Analise de dados

Estabeleceu-se um limiar de positividade para o 1G%
automatizado a partir de 0,5% definido de acordo com
estudos que tiveram como objetivo determinar valores de
referéncia para a presenca significante de 1G%.” Esse valor
se manteve o mesmo para a contagem manual de granulé-
citos imaturos devido ao numero de células contadas, que
foi de 200 células, sendo >0,5% positivo para a presenca
de |G em uma das contagens manuais. Os resultados foram
inseridos em uma tabela de valores de verdade para a
determinacéo da sensibilidade e especificidade do método

manual para contagem de granulécitos imaturos em rela-
cdo ao parametro automatizado. A analise de correlacao
dos métodos foi feita através do coeficiente de Spearman
e o processamento dos dados deu-se através do programa
GraphPad Prism versao 9.0.0.121.

ETICA

Este artigo seguiu a resolucao do Conselho Nacional
de Saude (CNS) 466/12 e foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) do HEMOPE sob o
Parecer 4.291.216. Nao se fez necessaria a aplicacao de
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), tendo
em vista que as amostras avaliadas foram identificadas por
codigo de barras e nao teve vinculo com a identificacao
do paciente.

RESULTADOS

ATabela 1 demonstra a relacdo de amostras negativas e
positivas de acordo com o liminar de positividade estabele-
cido de 0,5%. Foi possivel quantificar o nimero de Verdadeiros
Positivos, Verdadeiros Negativos, Falsos Positivos e Falsos
Negativos, e assim determinar a sensibilidade de 0,90% e a
especificidade de 1%.

A Figura 1 mostra a correlacdo das 100 amostras entre
os resultados automatizados liberados pelo equipamento
XT-4000i™ da SYSMEX e a contagem manual realizada
pelos analistas. O resultado de correlacdo pelo método
de Spearman (r) mostrou um valor de r=0,8775, em que o
intervalo de confianca de 95% foi 0,8209 - 0,9169. O valor
de P (p-value) foi p<0,0001 e a equacéo de regressao linear
Y =1,059*X+1,012.

Comparagao entre os resultados positivos (=0,5%) e os resultados negativos
(<0,5%).

1G manual 1G automatizado

POSITIVO NEGATIVO
POSITIVO 78 (VP) 0 (FP)
NEGATIVO 9 (FN) 13 (VN)

*VP: Verdadeiros Positivos; FP: Falsos Positivos; FN: Falsos Negativos; VN: Verdadeiros Negativos

RBAC. 2022:54(3):282-286

284



Contagem de granulécitos imaturos (IG%) | Silva AFS, Pimentel RF, Nascimento FRBD

XY: Correlagao

A
o
1

A
o
1

w
o
1

XT 4000i (IG%)
S
1

-
o
1

T T T 1
10 20 30 40 50

Contagem manual (100 células)

Correlagao entre o método automatizado (Y) e o método manual (X). N = 100
amostras. Tamanho: 13 x 17¢m.

DISCUSSAO

Os granuldcitos apresentam grande importancia no san-
gue periférico e, consecutivamente no hemograma realizado,
representando cerca de 70% dos leucécitos encontrados. Na
série branca (leucdcitos), a presenca de granulécitos imaturos
normalmente esta associada a algum processo patolégico
como infec¢des bacterianas, doencas inflamatérias agudas,
traumas cirurgicos e neoplasias mieloproliferativas. Contudo,
essas células podem também ser observadas durante a ges-
tacao, no periodo neonatal ou em casos de tratamentos com
agentes estimuladores de granulopoiese.®'?

De acordo com o documento técnico da SYSMEX,®
no momento da contagem, o maquinario hematoldégico
considera como “granulécitos imaturos” os promielécitos,
mielécitos e os metamieldcitos, visto que os mieloblastos
estdo associados a problemas de carater mais agudo. Como
mostrado no documento técnico,” segundo estudos realiza-
dos pelo Dr. Rlimke, a precisao dos resultados na contagem
de leucdcitos esta diretamente relacionada a quantidade de
células contadas; quando comparado com o método automa-
tizado, o método manual de 100 células é vagaroso e pouco
confidvel devido ao baixo nimero de células registradas. O
contador hematoldgico automatizado é capaz de identificar
milhares de leucdcitos, dai possuir um melhor intervalo de
confianca, tendo sua eficacia comprovada por estudos prévios
que tiveram como objetivo a enumeracdo de granulécitos

imaturos através de equipamentos hematolégicos."'¥

Em um estudo realizado por S. Buoro, utilizando o
contador XN-9000™ para avaliar granuldcitos imaturos em
pacientes internados na Unidade de Terapia Intensiva (UTI)
com suspeita de septicemia, foi possivel observar que a
contagem de IG% automatizada ndo apresentava um desem-
penho inferior em relacdo ao método manual, e que estava
em vantagem por ser mais agil e processar maior nimero de
amostras. Anos antes, em 2007, Fernandes e Hamaguchi
também observaram um bom desempenho do contador
XE-2100™ para a contagem de 1G%, através da comparacdo
do método automatizado nao sé com a contagem manual,
mas também com a técnica de citometria de fluxo usando
os marcadores CD16 e CD11b, especificos para granulécitos
imaturos. A SYSMEX, padrao ouro em seus equipamentos
cientificamente comprovado, tem alta sensibilidade e espe-
cificidade em seus valores.

No presente estudo, é evidente que, para o contador
XT-4000i™, a qualidade do parametro automatizado se
manteve. Na Tabela 1, foi possivel observar que o nimero
de resultados Falsos Positivos (FP) nao existiu, resultando
numa especificidade eficaz no valor de 1%, mostrando
que de acordo com o limiar estabelecido (0,5%), amostras
negativas nao terao resultados relevantes na microscopia.
No caso dos resultados Falsos Negativos (FN), acredita-se
que essa divergéncia minima seja por conta da limitagcao do
método manual que foi previamente relatado. Ainda assim,
foi possivel observar uma sensibilidade de 0,90% conside-
rada satisfatoria no trabalho realizado. A Figura 1 corrobora
com estudos que acreditam na substituicao do método
manual de contagem de granulécitos imaturos pelo método
automatizado,""' porque mostra que ambos os resultados
estiveram préximos da linha de regressao disposta enquanto
referéncia no grafico, mostrando ao analista que sua substi-
tuicao, além de confiadvel, trard agilidade e precisdo para os
resultados liberados pelo laboratério. O valor de r (0, 8775)
obtido apds a correlacdao de Spearman apresentou-se dentro
dointervalo de confianca de 95% (0.8209 - 0.9169), como o
esperado, e o p-value <0,0001 reafirma que a probabilidade
de que os resultados encontrados ndo sejam verdadeiros é
minima ou quase nula.

CONCLUSAO
O presente estudo constatou aquilo que a SYSMEX e a

literatura afirmam sobre o uso do parametro IG% na rotina
laboratorial: mostrou que resultados que ndo retratam a
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realidade dos pacientes sdo raros e que é possivel utilizar o
IG% automatizado de forma segura e confidvel. Acredita-se
que isso trard mais agilidade na liberacao de laudos facili-
tando o trabalho do analista e melhorando os diagnésticos
e tratamentos por parte da equipe médica. Esse trabalho
poderad servir de subsidio para estudos posteriores que visem
a implantacao do 1G% na pratica clinica, trazendo grande
enriquecimento aos resultados liberados. E necessario enfa-
tizar que o uso refinado do parametro clinico avancado 1G%
dependerd das demandas apresentadas pelo publico-alvo
dolocal. Acredita-se que se fard necessario em situacdes que
demandem intervencao médica imediata, de acordo com as
condicdes clinicas apresentadas.
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