HEMOGRAMA

INTRODUGAO E FILOSOFIA DE TRABALHO

O Hemograma € a semiologia das células do sangue. A avaliacdo quan-
titativa € totalmente automatizada, feita em contadores eletrénicos. Os
glébulos sdo contados e medidos um a um, a hemoglobina dosada por
colorimetria, tudo com inacreditavel exatidao; o software, em continua
atualizacdo, deriva de um ntimero cada vez mais amplo de dados que,
de inicialmente experimentais, rapidamente se transformam em informa-
¢Oes de utilidade clinica. A avaliacdo qualitativa — identificacdo dos subti-
pos celulares e das anormalidades morfoldgicas relevantes, especialmente
da série vermelha — ainda nédo chega a perfeicdo da tecnologia numeéri-
ca. Embora o advento do Sysmex CellaVision permita identificacdo com-
putadorizada da morfologia microscépica dos leucécitos por comparagio
com um banco de dados, o olho humano ao microscopio, que criou a He-
matologia e a acompanha desde o fim do século XIX, persiste necessario.
O hemograma é o exame complementar mais requerido nas consul-
tas, fazendo parte de todas as revisdes de satide. Levantamentos feitos pe-
lo autor em seu laboratério em 2004 evidenciaram o hemograma na lista
de exames de mais de 45% dos pacientes ambulatoriais que coletaram san-
gue. Levantamento de 2014 no Laboratério Weinmann (Porto Alegre) mos-
trou-o ainda muito mais expressivo: 62,3% das requisi¢oes de exames den-
tre mais de 200 mil pacientes ambulatoriais continham hemograma! Essa
preferéncia universal denota que o hemograma, além de parte integrante
da triagem de satide, é coadjuvante indispensavel no diagndstico e no con-
trole evolutivo das doencas infecciosas, das doencas cronicas em geral, das
emergéncias médicas, cirtrgicas e traumatoldgicas, e no acompanhamen-
to de quimioterapia e radioterapia, relacionando-se com toda a Patologia.
Além disso, o Hemograma é a Hematologia. O autor, que durante
mais de cinco décadas manteve consultério de Hematologia Clinica ane-
X0 a seu laboratério, sempre fez o hemograma contemporaneamente as
consultas; com a tecnologia emergente na década de 1960 e, em poucos
anos, transformada no milagre da tecnologia atual, obtém-se o resultado
em minutos. Incontaveis vezes fez o diagndstico pelo hemograma mesmo



22 Hemograma

antes de questionar e examinar o paciente. Dispondo-se dessa facilidade,
uma longa elaboracdo diagnostica é abortada por um relance ao monitor
do contador eletrénico, complementado ou ndo por uns minutos de mi-
croscopia. A histéria e o exame fisico, direcionados pela hipétese funda-
mentada, tornam-se rapidos e eficientes. Outros exames, se necessarios,
sdo escolhidos dentre os exatamente apropriados ao caso e geralmente
feitos com o sangue ja coletado; ndo hd perda de tempo nem despesas
inuteis. O paciente passa 1 hora no consultorio e, ja da primeira consulta,
tendo gasto apenas com exames especificos para o caso, retorna para casa
com diagnoéstico e tratamento. Nos casos em que 0 hemograma mostrar
evidéncias de uma hemopatia séria, a coleta de medula dssea para exame
também pode ser feita no ato, com imediata microscopia do material as-
pirado; se for evidenciada infiltracdo leucémica ou linfomatosa, amostras
ja coletadas a aspiragéo sdo enviadas a laboratdrios de imunofenotipa-
gem e/ou citogenética; casos em que a clinica e 0 hemograma sugerirem
ser preferida a bidpsia, o material é enviado a laboratério de patologia.

Se o paciente tem, confirmado por hemograma e/ou exame de me-
dula 6ssea, um diagnoéstico que exija tratamento por equipe multidiscipli-
nar em hospital (p. ex., leucemia aguda), ele ja sai, no ato, com pedido
de internacéo no hospital escolhido. Se as alteracdes hematoldgicas cau-
sais da consulta se confirmarem decorrentes de doenca propria de outra
especialidade, o paciente recebe um laudo e é orientado a retornar ao co-
lega que o enviou ou a procurar diretamente os especialistas apropriados.

Essa pratica simplista de hemograma no ato, tio gratificante e eco-
nomica, € dificil de ser igualada em outras especialidades, pois em nenhu-
ma a “biépsia” do tecido/6rgéo-alvo — no caso o sangue — € tdo pouco in-
vasiva e o exame tdo rapido e completo.

Os contadores eletrénicos contam, medem, dosam e fornecem uma
série de dados diretos e objetivos sobre as células examinadas; desses da-
dos primarios, o computador do instrumento deriva por calculo uma nova
série de valores matemadticos, estatisticos e graficos. Os fabricantes e dis-
tribuidores das maquinas adotaram a denominagéo inapropriada “para-
metros” para designar cada um desses componentes, cujo conjunto € o he-
mograma. A designacgdo consagrou-se pelo uso. O ntimero de parametros
fornecido € varidvel, dependendo da qualidade do equipamento.

O resultado completo do hemograma, com todos os dados forneci-
dos para apreciacdo pelo técnico responsavel, pode ser apreciado na te-
la (Fig. 1.1) ou impresso (laboratory worksheet) pela maquina (Fig. 1.2.).

Quando os contadores eletronicos duvidam das préprias cifras ou
julgam insegura a identificacdo celular, emitem flags (avisos) pertinentes;
na presenca destes ou de qualquer uma dentre uma série de anormalida-
des previamente definidas e incluidas em um procedimento operacional
padrédo (POP), sdo indicadas revisdo e microscopia complementar. A se-
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FIGURA 1.1 Resultado de hemograma na tela do Cell Dyn Ruby.
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FIGURA 1.2 Resultado impresso de hemograma com reticulécitos (laboratory
worksheet) fornecido pelo Sysmex XE.
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guir, os resultados da maquina acrescidos das anotacdes da microscopia
sdo interfaciados com o centro de processamento de dados do laboratério
para emissao dos resultados.

Salvo em institui¢des fechadas, com médicos iniciados na tecnolo-
gia do hemograma automatizado, os laboratdrios ndo fornecem aos pa-
cientes e/ou médicos requisitantes os resultados originais das maquinas.
As razdes sdo varias, por exemplo:

m As abreviacOes e siglas, em inglés, os graficos e flags — como vistos
nas Figuras 1.1 e 1.2 — sdo ininteligiveis para os ndo iniciados nessa
tecnologia. Mesmo o aprendizado da interpretagédo dos resultados de
um tipo de maquina ndo implica em compreensdo dos resultados de
outras; sdo todas diferentes.

® O interfaciamento entre os contadores e os computadores do laboratério,
com um software apropriado, permite a transmissdo automadtica apenas
dos valores numeéricos consagrados pela tradicdo para um layout simples
de interpretar, com a terminologia vigente em portugués.

A transmissdo dos histogramas de volume corpuscular (RBC e PLT
na Fig. 1.2), embora seja possivel e até facil com os softwares atuais, ndo
tem sido assumida pelos laboratdrios brasileiros, mesmo os de grande
porte e amplos recursos. As valiosas curvas sdo sonegadas nos resultados.
A tnica excecdo conhecida pelo autor esta na Figura 1.3. A explicacdo
usual é a de que os médicos ndo saberiam interpretd-los, constituindo-se, as-
sim, em despesa intitil.” Com essa atitude, os laboratérios voluntariamen-
te assumem a responsabilidade de ter de analisar de modo sistematico os
histogramas alterados e fornecer a interpretacdo nos resultados com fra-
ses esclarecedoras (p. ex., “dupla populacéo eritroide”, etc.). Lamentavel-
mente isso ndo é cumprido pela maioria, que, na verdade, nem ao menos
tem técnicos suficientes com competéncia para fazé-lo. Ndo se ddo con-

Linfécitos Leucécitos Plaquetas Hemécias

LYN-BASO-MONO MONO-POLY PLT RBC

FIGURA 1.3 Histogramas fornecidos pelo Laboratério da Universidade Para-
naense (UNIPAR) nos resultados de rotina de hemograma.

* O presente manual dedica vérias p4ginas ao esclarecimento e a valorizacio dos
histogramas eritroide e plaquetario.
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ta de que, fornecendo os histogramas impressos nos resultados, passam a
responsabilidade de interpretacdo para os médicos requisitantes e ficam,
ao menos legal e eticamente, liberados dessa dificil tarefa.

O layout mais usado e recomendado pelo autor para o resultado de
hemograma estd na Figura 1.4, mas ainda ha significativa variacdo inter-
laboratorial nos resultados, pois o hemograma depende da qualidade do

HEMOGRAMA
Linha e modelo do contador eletrénico usado (informar aqui ou no fim)
ERITROGRAMA
Eritrdcifos* milhdes/uL
Hemoglobina g/dL
Hematdcrito %

VM fL

HCM Py

CHCM % (ou g/dL)

RDW %

AQUI: observagdes (se houver) sobre a série vermelha, inferprefagdo do histograma (se alterado),
reticuldcitos % e /ul (se foram contados)

LEUCOGRAMA

Leucdcitos /pL

Neutréfilos % uL

(distinguir bastonados e segmentados, se for notado desvio d microscopia)
Linfécitos % /pL

Mondcitos % ul

Eosinéfilos % ul

Basdfilos % uL

(mielécitos, blastos e outros, se houver)
Com (ou sem) observagiio microscopica complementar (anofar a opgdo havida no caso)
AQUI: observagges sobre a série branca (se perfinentes)

PLAQUETAS ful

VPM L (se o laboratdrio fiver comprovao da estabilidade do VPM
e valores de referéncia proprios)

AQUI: observagdes sobre as plaquetas (se perfinentes)

FIGURA 1.4 Layout recomendado pelo autor para resultado de hemograma.

* Eritrécitos, hemdcias e glébulos vermelhos sdo sindnimos perfeitos. E racional preferir-se
eritracitos pela derivagdo grega coerente com leucdcitos e demais nomes de células, e
pelo uso consagrado de derivados, eritrocitose, eritrocitopenia, eritropoese e outros, im-
possiveis de derivar de hemdcias. Glébulo vermelho é uma traducéo popular de eritrécito.
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equipamento, do grau de especializacdo do pessoal técnico, da filosofia
de trabalho do laboratério e de tradicdes locais. Pode variar até por deci-
sOes politico-econdmicas, de acordo com a procedéncia das requisi¢des:
em uma instituicdo fechada (hospital), pode haver um hemograma para
o corpo clinico (p. ex., apenas o laudo original da maquina eletrénica) e
outro, detalhado, para pacientes e médicos de fora da institui¢do, com co-
mentarios, interpretacédo e valores de referéncia.

Comecar o hemograma pelos valores numéricos do eritrograma é
uma praxe generalizada. Posicionar logo a seguir os demais dados per-
tinentes a série vermelha parece racional ao autor: comentarios sobre o
histograma eritroide e a microscopia (se pertinentes), e a contagem e oS
indices reticulociticos, quando feitos. Fornecer a contagem de reticuldci-
tos em separado, como um exame distinto do hemograma (embora seja
assim no Brasil, pois s6 € feita por pedido especifico, com outro cddigo),
distancia-a do eritrograma e, as vezes, a faz passar despercebida: melhor
colocé-la dentro do hemograma. Quando o histograma de volume eritroi-
de passar a ser fornecido nos resultados, esse seria também o local apro-
priado; colocé-lo no final do hemograma, como na Figura 1.3, é uma al-
ternativa aceitdvel.

No leucograma, que vem a seguir, a melhor escolha para a sequén-
cia de leucécitos na formula é a que corresponde a ordem fornecida pelos
contadores eletronicos, idéntica nas quatro linhas de equipamento discu-
tidas neste manual, pois isso facilita a conferéncia maquina = resultado
e evita enganos. Curiosamente, varios respeitados laboratorios brasileiros
usam uma ordem propria, diferente. A seguir, devem estar os comenta-
rios pertinentes a série branca. Imprimir os histogramas de volume e/ou
scatterplots usados pelos contadores eletronicos na identificacdo dos tipos
leucocitarios, como se vé na Figura 1.3 (a esquerda), ndo tem utilidade:
ao contrario do histograma eritroide, ndo sao dados a serem interpreta-
dos, sdo apenas ferramentas de identificacdo usadas pelas maquinas e di-
ferentes em cada modelo.

Encerrando vem a contagem de plaquetas, atualmente parte in-
tegrante e indissocidvel do hemograma. O volume plaquetdrio médio
(VPM) e outros dados sobre plaquetas sdo incluidos por um ntumero res-
trito de laboratérios, justificando-se nestes o termo plaquetograma pa-
ra o conjunto. O histograma de volume plaquetdrio tem uma interpreta-
¢do mais util para o laboratorista responsavel pelo resultado do que para
o médico requisitante (isso é discutido no Cap. 18 [p. 310]); fornecé-lo é
uma decisdo em aberto.

Um notavel progresso recentemente introduzido na apresentagio
de resultados é a anexacdo de um retrospecto dos ultimos exames fei-
tos pelo paciente; ja é adotado por muitos laboratérios. O excelente lau-
do evolutivo, em forma de tabela, com os seis tltimos resultados de he-
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mograma, fornecido pelos laboratérios do Grupo Fleury em Porto Alegre,
Laboratdrio Weinmann e Laboratério a+ (ex-Faillace), sera varias vezes
usado neste manual. A Figura 7.1 (p. 201) mostra um laudo no layout ori-
ginal (escaneado); os demais laudos evolutivos apresentados sdo transcri-
¢Oes idénticas, mas com as fontes graficas usadas pela Editora. Todos es-
tdo com datas ficticias para impossibilitar identificacdo de pacientes.

O autor instituiu e passou a recomendar, ainda na década de 1970,
uma prdtica que, na ultima década, tornou-se praticamente universal e
regulamentar: cabe ao laboratdrio avisar por telefone (ou outro método
imediato de comunicagdo) ao médico requisitante sempre que algum da-
do do hemograma demonstrar que o paciente esta sob alto risco de con-
sequéncias graves e imediatas: hemorragia por trombocitopenia severa,
infeccdo por neutropenia extrema, quernicterus por hiperbilirrubinemia
(recém-nascido), anticoagulagio excessiva e outras. Cada laboratério atu-
almente define uma lista de “Valores Criticos” que geram gatilho para
essa comunicacfio. Os laboratérios do Grupo Fleury,” em relacfio a dados
relacionados a Hematologia, utilizam a pequena série a seguir:

B Leucocitos/uL < 1.000 ou = 100.000
® Neutrofilos/uL < 500
® Plaquetas/uL < 10.000
® Hemoglobina (g/dL) <5,0ou =18
® Bilirrubina total (mg/dL) > 18
B Tempo de tromboplastina > 180
parcial ativada (s)
® Tempo de protrombina INR = 5

O autor recomenda ainda que toda suspeita de leucemia aguda (pre-
senca de blastos, com anemia e/ou trombocitopenia), em paciente sem
diagndstico anterior, seja imediatamente comunicada; considerar a co-
municagdo como emergéncia se a suspeita for de leucemia promielocitica
ou se houver alta contagem de blastos (ver Cap. 22, p. 361). O Labora-
tério da Santa Casa de Porto Alegre considera valor critico a presenca de
hematozodrios a microscopia.

No evento frequente de o médico néo ser encontrado, deve-se con-
tatar o paciente (ou responsavel) e solicitar a ele que tente comunicar-
-se com o médico para transmitir-lhe a necessidade desse imediato con-
tato com o laboratdrio; anote-se em livro de ocorréncias qualquer das
duas eventualidades havidas. O autor, durante suas varias décadas de ati-
vidade no laboratério, sempre que presente assumiu essa tarefa; nos ra-

“ Publicada com autorizacéo.
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ros casos considerados de emergéncia (supracitados) em que o médico
néo foi encontrado, combinou com o paciente (ou responsavel) o enca-
minhamento a emergéncia de hospital capacitado a realizar atendimen-
to de onco-hematologia. Esse recurso € inviavel em laboratdrios sem con-
sultoria médica.

Para se interpretar o hemograma, héd necessidade do conhecimento
da tecnologia empregada, dos parametros fornecidos, da maneira de ex-
pressar os resultados e da correlacdo com a Clinica e a Patologia — sobre
isso versa o presente Manual.

Todos os contadores atuais fazem um conjunto de determinacdes
basicas, que inclui eritrograma completo e contagens de leucdcitos e pla-
quetas. Os modelos de pequeno porte fazem uma férmula leucocitdria
simplificada (de trés tipos celulares), que deve ser completada pela mi-
croscopia. Os contadores eletronicos de grande porte, agora de uso ge-
neralizado, fazem férmula leucocitaria completa com cinco ou seis tipos
celulares e outros, apresentados como flags; usando-se esses contadores,
convencionou-se restringir a microscopia a hemogramas alterados.

A visdo abrangente de um médico hematologista, com vida profis-
sional dividida entre a clinica e o laboratdrio, adiciona um toque de es-
pecialista a numerologia de alta precisdo das maquinas eletronicas: uma
sequéncia de hemogramas transforma-se em uma poderosa lista que sus-
cita hipdteses clinicas e complementag¢des diagnoésticas. Médicos com essa
ambivaléncia estdo se tornando raros; a pés-graduacdo em Hematologia
ndo contempla a Patologia Clinica respectiva, dedicando-se quase exclu-
sivamente a onco-hematologia hospitalar. Nos Estados Unidos e Europa,
ha hemopatologistas que fazem, simultaneamente, anatomia patoldgica
e patologia clinica do sangue e dos 6rgdos hematopoéticos; essa especia-
lidade até hoje nédo se desenvolveu no Brasil. Sé laboratérios de grande
porte ou de hospitais universitarios ainda mantém a consultoria interna
permanente de um médico hematologista.

No laboratorio, a presenca desse hematologista-laboratorista em ex-
tincdo gera uma filosofia de trabalho: o fornecimento sistematico de
resultados elucidativos, ndo apenas de listas de numeros a interpretar.
Hemogramas anormais s sdo fornecidos apds elaborada tentativa de es-
clarecimento ou com sugestdes de como esclarecé-los. Para tal fim, es-
se workaholic ndo se importa de ultrapassar os limites da requisicdo do
médico e dos hordrios de trabalho. Na falta de dados que permitam in-
terpretacdo total, telefonemas aos médicos requisitantes, para discusséo,
sdo amplamente utilizados. Telefonemas aos pacientes, entretanto, de-
vem ser realizados com muita parciménia e somente se o médico néo for
encontrado. Por exigirem diplomacia e autoridade, na opinido do autor,
somente devem ser feitos pelo préprio médico hematologista; como re-
gra, geram gratiddo e confiancga, mas, caso sejam malconduzidos ou en-
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volverem pacientes emocionalmente instdveis, podem gerar apreensao e
desconfianca.

A otimizacdo dos servicos prestados nos termos dessa filosofia de
trabalho ndo é subjetiva nem tedrica; o autor a viu comprovada diaria-
mente em bem mais de meio século de atividade profissional. As horas e
os insumos gastos com exames feitos a mais, com repeti¢des para confir-
macgao, com telefonemas e informacdes, com discussdes internas com o
pessoal da hematologia ndo elevam o preco cobrado pelos exames, elevam
apenas o custo. O ganho de qualidade é obtido a expensas da rentabilida-
de financeira. Gastar-se o mesmo em marketing ou no estabelecimento de
relacOes participativas com médicos ou instituicoes talvez fosse mais lu-
crativo, mas, na opinido do autor, a pratica ndo se coaduna com uma pa-
tologia clinica ética e produtiva: a rentabilidade financeira na prestacdo
de servicos médicos néo deve ser visada como um fim, mas como um efei-
to colateral do inevitavel sucesso dessa filosofia.

Do lado do médico requisitante, por sua vez, cria-se o dever da es-
colha consciente do(s) laboratério(s) que indicara aos pacientes. Sabendo
que a referida filosofia, sustentada por uma tecnologia de ponta, € tradi-
cional em um laboratério e que ndo custa mais, € racional e ético indica-
-lo, preterindo outros. Afinal, é seu dever escolher o que héa de melhor pa-
ra os pacientes!

A comunicagdo frequente, por telefone ou pela internet, gera um
bom relacionamento reciproco, com compreensao e receptividade do mé-
dico aos resultados do laboratério. Resultados considerados pelo médico
requisitante como duvidosos, improvaveis ou incompativeis com os pre-
vistos, serdo reconferidos apds didlogo telefonico com o patologista clini-
co, fora da presenca do paciente. Correcoes deverdo ser aceitas com tole-
rancia pelos médicos requisitantes se decorrerem de ma transcricdo das
cifras originais; em um laboratério, onde transitam milhdes de digitos por
dia, inevitavelmente algum tera emissdo erronea nio notada. Repeticoes
serdo combinadas quando se concluir pela improbabilidade de resultados;
todas as reconferéncias deverdo ser gratuitas. Ampliacdes de requisicoes
médicas, com acréscimo de exames nio pedidos, mas percebidos neces-
sarios pelo patologista clinico, sdo éticas e recomendéaveis, mas sé pode-
rao ser cobradas com aquiescéncia do médico requisitante e do paciente.

REGISTRO E PROCESSAMENTO DE DADOS

A manutenc¢do da qualidade total nos laboratdrios de patologia clinica
exige permanente controle, do cuidado nos registros iniciais e na iden-
tificacdo das amostras até a conferéncia final e entrega dos resultados.
O registro de ingresso dos pacientes deve incluir nome completo e data
de nascimento, telefone para contato, médico requisitante (digitado pe-
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lo niimero do Conselho Regional de Medicina), lista dos exames pedidos,
observacgdes ou comentarios do médico (se houver) e os dados contabeis
pertinentes. A identificacdo por cédigo de barras é indispensavel. O com-
putador abre um registro numerado para o paciente, distribui os dados
contdbeis pelas contas das respectivas institui¢oes requisitantes e mantém
a lista dos demais exames pedidos acessivel no sistema a todas as se¢des
técnicas. Exames anteriores do paciente, nos tltimos 3 ou 5 anos, busca-
dos no computador pelo nome e conferindo-se a data de nascimento pa-
ra evitar erros de homonimia, também devem ser mantidos acessiveis ao
técnico-sénior revisor para permitirem comparacdes quando pertinentes.

A transferéncia de resultados do contador eletrénico para o sistema
de processamento de dados do laboratério, que emite os laudos finais, no
caso de hemogramas sem flags e dentro dos limites de referéncia arbitra-
dos no POP para liberacdo sem microscopia, deve ser feita por interfacia-
mento direto entre as maquinas, sem interferéncia humana. Com limites
precisos e sensatamente definidos para hemogramas cujos resultados auto-
matizados dispensem melhor esclarecimento, esse procedimento zera os er-
ros humanos de transcricdo e impede a manipulacdo perigosa dos dados
por pessoal menos qualificado.

No caso de hemogramas com interfaciamento direto rejeitado pe-
la presenca de flags ou por cifras fora dos limites arbitrados no POB o au-
tor sugere que o programa faca imprimir uma laboratory worksheet (ver
Fig. 1.2) para avaliacdo pelo técnico-sénior responsavel; uma alternativa
¢ observé-lo diretamente na tela (ver Fig. 1.1). O técnico-sénior define a
necessidade de microscopia e responsabiliza-se por todas as observacoes
e correcOes complementares que lhe parecerem necessdrias até o forne-
cimento do resultado final. Alguns laboratdrios preferem incluir as corre-
¢Oes e/ou observacoes diretamente no resultado no sistema, outros, na co-
pia impressa, com digitacdo para o sistema do novo resultado final. Em
qualquer caso, ha possibilidade de erro humano. Para minimiza-lo, o au-
tor faz algumas sugestoes:

® Quando for necessario o acréscimo de observagdes aos resultados,
fazé-lo, sempre que possivel, por meio de cddigos que gerem legendas.
Exemplos: cédigo POLI faz imprimir “policromatose”, GTOX, “granula-
¢Oes toxicas nos neutréfilos”, etc., com a respectiva semiquantificacdo
em cruzes ou adjetivos, descrita adiante neste capitulo. Isso evita erros
da digitacdo de frases longas ou palavras complexas, como anomalia de
Pelger-Huét. Cédigos numéricos sdo mais faceis de serem usados, mas
também mais faceis de serem trocados por engano.

® Incluir no programa do computador uma série de “limites aceitdveis”
para cada parametro do hemograma. Ntumeros que extrapolarem esses
limites arbitrados serdo aceitos no resultado somente quando acompa-
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nhados de digitos de controle preestabelecidos, anotados pelo técnico-
-sénior responsavel. Ou seja, a introducéo do digito de controle comprova
que o técnico viu a anormalidade, fez a(s) pesquisa(s) necessaria(s)
regida(s) pelo POP respectivo para essa anormalidade e liberou-a por
julga-la condizente com o caso; na falta do digito, o programa rejeita o
resultado. Exemplos: um VCM maior do que 110 fL exige que o técnico
percorra a lamina ao microscépio procurando outros dados esclarecedo-
res das anemias macrociticas (ver p. 201); feito isso, libera o resultado
com um digito de controle significando macrocitose; um RDW acima de
16 exige que o técnico analise o histograma de volume eritroide para
avaliar a populacéo; a introducdo do digito de controle significando
anisocitose libera o resultado.

B Delimitar extremos para o possivel de cada parametro e de suas correla-
¢Oes numéricas. Exemplos: o resultado absurdo causado pela presenca
de crioaglutininas, como o da Figura 5.4 (p. 146), ndo sera aceito pelo
sistema nem que o técnico deseje fornecé-lo. Um Hct = 24% é incompa-
tivel com uma Hgb = 14,0 g/dL; a rejeicao € automatica e irreversivel.
Se Het, HCM, concentracdo hemoglobinica corpuscular média (CHCM)
nédo corresponderem as respectivas férmulas de calculo, incluidas no
sistema, igualmente ndo serdo aceitos ou serdo automaticamente re-
calculados pelo sistema.

® Digitacdo de resultados feita em duplicata é um método de seguranca
ainda usado por alguns laboratérios. E insatisfatério: erros feitos pelo
técnico no boletim original serdo digitados igualmente nas duas versoes.
Salvaguardas incluidas no sistema sdo sempre mais faceis e seguras,
portanto preferiveis a controles por tarefa humana.

COLETA DE MATERIAL"

A passagem do repouso noturno, na posicao horizontal, a posicdo verti-
cal e a deambulagido diurna causa acimulo gravitacional e transudacédo
plasmatica nos membros inferiores: hd um aumento das cifras eritroides
do amanhecer ao entardecer da ordem de 2 a 3%, que pode chegar a 5 a
8% em obesos e cardiopatas. O leucograma também varia: hd uma ele-
vacdo circadiana da manhéa para a tarde na contagem de leucdcitos por
aumento de neutroéfilos. As diferencgas citadas, entretanto, ndo costumam
ser clinicamente relevantes, de modo que a coleta de sangue para hemo-
grama pode ser feita a qualquer hora. Evite-se apenas coleta-lo apds exer-

“H4 um livro com recomendacdes da SBPC/ML: Sociedade Brasileira de Patologia
Clinica/Medicina Laboratorial. Coleta e preparo da amostra bioldgica. Barueri:
Manole; 2014 [capturado em 23 de jan 2015]. Disponivel em: www.sbpc.org.br/
upload/conteudo/livro_coleta_biologica2013.pdf.
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cicio fisico, pois causa consideravel neutrofilia, e nas 2 horas que sucedem
refeicdo lauta ou rica em gordura. Neutropenia em hemograma coletado
de manha cedo, em condicOes basais, exige confirmacdo com coleta no
fim da manh& ou na segunda metade da tarde. Poliglobulia em hemogra-
ma coletado no fim do dia exige confirmac¢io em coleta de manha cedo.

Para hemograma, usa-se sangue coletado de veia superficial da dobra
do cotovelo, com agulha de calibre compativel com o volume a coletar. A in-
dustria nacional anota o calibre (@) e o comprimento em milimetros (mm).
Como ha material importado, também se costuma anotd-los em unidades
anglo-americanas: calibre em unidade fraciondria historicamente usada na
medida de fios (gauge = g) e comprimento em polegadas; ha ainda, um c6-
digo de cor. O autor recomenda a seguinte escolha de calibres:

® () = 0,6 mm (23 g), cor azul-clara, para coletas de até 2 mL (bercario e
veias afetadas por quimioterapia). Geralmente é substituida por escalpe”
de calibre similar. Escalpes de pequeno calibre, mais delicados do que
agulhas, tém sido preferidos sistematicamente para coletas de veias
muito finas, principalmente em bercério.

® () = 0,7 mm (22 g), cor preta, para coletas de até 5 mL (dorso da médo
e pulso, pediatria).

® @ = 0,8 mm (21 g), cor verde, é o usual para coletas de até 20 mL.
Para 20 mL completos ou pouco mais, melhor usar @ = 0,9 mm (20 g).

A jugular externa é segura e util para lactentes (Fig. 1.5 [a]) e pa-
cientes com veias dificeis ou esclerosadas. Causa ma impressao nos pais,
circundantes e/ou no préprio paciente: o autor usou-a amplamente por

FIGURA 1.5 Coleta da jugular externa em lactente (a). Presséo adequada, com
o polegar, apés puncéo venosa (b).

*“Neologismo quanto ao significado, ainda fora dos diciondrios, que esta substituindo
o termo importado butterfly.
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ter “autoridade” para sugeri-la, mas reconhece a dificuldade de aceitacéo.
O risco de puncdo arterial ou de veia profunda ¢ dificilmente justificavel
para exames rotineiros de patologia clinica. S6 se faz hemograma de san-
gue capilar em unidades de oncopediatria, com coletadores e tecnologia
especializados.

A dor da picada da agulha diminui com o aumento do angulo de pe-
netracdo, mas o risco de ultrapassar a veia aumenta na mesma proporcao.
Reacdo vasovagal a coleta de sangue ¢é infrequente, mas ocorre. O coleta-
dor deve estar atento; se notar palidez ou o paciente queixar-se de tontu-
ra, deve imediatamente fazer com que se deite. A reagéo é fugaz e indcua;
o risco é a queda. Contencdo do paciente sé se faz com autorizacdo do
responsavel, sendo, assim, sé aplicavel a criancas ou pessoas mentalmen-
te invélidas; pacientes anestesiados ou comatosos fazem excecdo 6bvia.

Como o coletador trabalha s6 e tem as maos ocupadas, cabe ao pro-
prio paciente ou a um acompanhante comprimir o local da pungdo para
o estancamento apods a coleta. A melhor maneira é segurando o braco e
pressionando o local com o polegar; nas salas de coleta do laboratério do
autor havia um poster, reproduzido na Figura 1.5 (b), mostrando a ma-
neira correta de pressionar. Mesmo instados com insisténcia, geralmente
néo o fazem com a pressdo e o tempo adequados. A consequéncia é um
hematoma local, pois o adesivo sem firme compressdo prévia por 3 a 4
minutos € ineficaz para evita-lo.

O sangue é recebido em tubos industrializados contendo 1 a 2 mg
de EDTA sddico ou potassico liofilizado por mL de sangue a coletar; ape-
sar de muito discutida, o autor considera irrelevante a escolha do cation.
O volume de sangue recomendado para o tubo deve ser respeitado; se a
despropor¢éo sangue/EDTA for muito grande, causard erro pré-analitico
no VCM e parametros derivados. Se houver preferéncia — ndo recomenda-
da — por tubo contendo EDTA em solucdo, a gota deve ser insignificante
para ndo diluir significativamente o sangue coletado (ver erros pré-ana-
liticos, p. 60). Material insuficiente exige nova coleta. Como ha tubos pe-
diatricos para hemograma, com minidose de EDTA liofilizado compativel
com a coleta de 1 mL de sangue, convém té-los a mao para uma eventu-
al coleta escassa. Coleta lenta e dificil, por falta de fluxo na veia puncio-
nada, favorece a agregacdo plaquetdria e a coagulacdo: nunca aceita-la!
E necessério trocar o material e puncionar outro local. A heparina néo se
presta como anticoagulante para leucograma e contagem de plaquetas —
destrdi os leucdcitos e causa uma coloragéo de fundo violeta nas laminas
—, mas é toleravel para o eritrograma, desde que em minima quantidade
para evitar diluicdo. A diferenca entre o hemograma do sangue de veias
e de artérias periféricas € insignificante; o eritrograma pode ser feito com
o sangue coletado para gasometria arterial nas seringas industrializadas
proprias com heparina liofilizada.
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A coleta de sangue de cateteres profundos € necessaria em muitos
pacientes, especialmente nos que estdo recebendo quimioterapia. Neces-
sdria, mas tecnicamente indesejivel. E preciso aspirar inicialmente um
volume significativo de sangue e despreza-lo, porque estava em estase e
com heparina no cateter. Com esse cuidado, o sangue obtido é satisfaté-
rio para eritrograma e leucograma; a contagem de plaquetas, entretanto,
sempre serd insegura pela perda inevitavel no trajeto. Em pacientes inter-
nados, é recomendavel que a coleta seja feita por pessoal préprio da uni-
dade, e o material, entregue no laboratério. A coleta no recém-nascido é
discutida no Capitulo 19.

A coleta com seringas e agulhas descartaveis é mais fdcil para o co-
letador e causa menos hematomas nos pacientes do que a coleta com tu-
bos a vacuo e agulhas bipolares, mas implica maior risco de ferimento
acidental com a agulha; atualmente as agulhas de boa qualidade tém um
protetor plastico que, baixado ao fim da coleta, diminui esse risco. O uso
de agulhas bipolares e aspiragéo direta nos tubos a vacuo aceleram a mis-
tura do sangue com o anticoagulante, o que é vantajoso. O uso de luvas
de borracha e a troca a cada paciente sdo exigéncias atuais, mas é certo
que o prejuizo ao tato interfere no trabalho, a troca continua irrita a pe-
le e pode causar dermatite alérgica nos coletadores e — o principal — ndo
os protege contra o risco de ferimento, pois ndo resistem a ponta da agu-
lha. O autor considera a norma um exagero, e a troca a cada paciente é
um espantoso e inutil desperdicio; cré, até, que foi estabelecida por pres-
sdo da respectiva industria. O uso de luvas é regulamentar e obrigatdrio
para todo o pessoal que manipula materiais biologicos nas se¢des técni-
cas do laboratdrio.

Mesmo com pessoal de coleta capacitado e experiente, a coagulacdo
incipiente ou total de uma amostra de sangue a cada 800 a 1.000 costuma
ocorrer nos laboratdrios, tornando-se necessaria nova coleta.

A distensdo” de laminas com gotas de sangue nativo, da ponta da
agulha, era recomendada por alguns patologistas clinicos para que as cé-
lulas sempre fossem vistas ao microscopio sem alteracoes causadas pelo
anticoagulante. O risco de trocas, o atraso na sequéncia da coleta, o des-
vio da atencdo dos coletadores do paciente para esse trabalho, o aumento
do risco de acidentes e a lenta secagem das 14minas pela dificuldade de se
usar um secador na sala de coleta fazem preferir-se, hoje, a distensdo de
laminas a partir do sangue ja anticoagulado. Deve ser feita, sempre que
possivel, antes de 4 horas da coleta, no maximo em 6; se o transporte do

* “Distensdo” é o termo apropriado para ldminas de sangue feitas com a técnica
usual; reserve-se “esfregaco” para laminas de Bacteriologia e outras, feitas com
alca de platina ou swab.
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ponto de coleta para um laboratério central demandar maior prazo, tor-
na-se necessario distendé-las na origem.

Amostras de sangue enviadas devem ser transportadas a = 5°C e
com um minimo de agitacdo. Laminas ja distendidas ndo devem ficar no
ambiente refrigerado junto com as amostras, pois podem hemolisar pe-
la umidade. Deve-se embrulhd-las separadamente e transportd-las, evi-
tando exposi¢do a temperaturas > 36°C. O sangue transportado deve ter
recepcdo preferencial no laboratério de destino de modo a passar ime-
diatamente a secdo técnica para processamento; esta importante reco-
mendacdo nio costuma ser respeitada.

CONTADORES ELETRONICOS

A contagem eletronica comegou com a patente, por Wallace Coulter, na
década de 1950, de um dispositivo capaz de contar e medir os pulsos de
condutividade (impeddncia) causados pela passagem de particulas sus-
pensas em liquido através de um orificio pelo qual flui uma corrente elé-
trica. O método mostrou-se adequado a finalidade a que se propunha:
contagem, ulteriormente medida, dos glébulos sanguineos. O contador
primitivo (Fig. 1.6 [a]) tinha uma haste oca, com o interior comunicando-
-se com o exterior por um orificio de pequeno didmetro, com um eletrodo
metdlico interno e outro externo, e uma fonte geradora de corrente con-
tinua. Uma bomba pneumadtica aspirava o sangue, apropriadamente dilu-
ido em solucdo eletrolitica, de fora para dentro pelo estreito orificio, até
um volume exato predeterminado. Ao cruzarem individualmente o ori-
ficio, os glébulos, pela menor condutividade, desencadeavam pulsos de
impedancia, sentidos pelo galvanometro do instrumento. Os pulsos eram
contados, posteriormente passaram também a ser medidos, e a calculado-
ra, levando em conta a diluicdo e o volume aspirado, convertia o resulta-
do em ntimero de glébulos por uL de sangue, depois o volume individual

das particulas e a média deste.
lJ |
b)

FIGURA 1.6 Modelo primitivo da Coulter (a) e Coulter T890 (b); ambos usados
no passado no laboratério do autor.

a)
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Os instrumentos primitivos, que exigiam um diluidor manual exter-
no para as amostras de sangue a examinar e um espectrofotdmetro para a
hemoglobina, evoluiram nos anos 1960 e comeco dos anos 1970 para ins-
trumentos capazes de aspirar o sangue, distribui-lo em aliquotas apropria-
damente diluidas para canais separados, um para contar e medir plaquetas
e eritrdcitos, outro para contar e medir leucécitos e dosar hemoglobina por
espectrofotometria, ap6s hemdlise pelo liquido diluidor. Aperfeicoados na
mecdnica, na eletronica e, principalmente, no software do computador de
apoio, os contadores eletronicos por impeddncia, isto é, com tecnologia ba-
seada no principio Coulter, tornaram-se reprodutiveis e seguros, fornecen-
do cifras hematimétricas fidedignas. O Coulter T890 (Fig. 1.6 [b]) foi um
marco na evolugdo técnica — e na Hematologia —, e hd modelos funcionan-
do até hoje. Evoluiu para modelos mais compactos, ainda fabricados e uti-
lizados, com a designacéo usual de contadores eletrénicos de pequeno porte.

No fim dos anos 1970, a tecnologia de impedéancia foi acrescida de
citometria em fluxo, maravilha tecnoldgica com inimeras perspectivas e
variantes para identificacdo celular, dando origem aos atuais contadores
eletrénicos de grande porte. As novas maquinas sdo capazes de fornecer a
multiplicidade de pardmetros do hemograma atual e sdo utilizadas na ge-
neralidade dos grandes laboratdrios. A mecanica dos instrumentos, nos
anos 1980, foi automatizada pela técnica de perfuragio sequencial, com
uma agulha aspiradora (probe), da tampa dos frascos de sangue, dispos-
tos em raques moveis e identificados por cddigo de barras. Essa automa-
¢do elimina o risco da manipulacdo do sangue pelos operadores e dimi-
nui a perspectiva de troca de material por erro humano. No fim dos anos
1990, foram criados sistemas robotizados, com a anexacdo aos modelos
top of line de algumas linhas de equipamento automdtico capaz de dis-
tender e corar laminas eletivamente, sob comando de critérios incluidos
no software de uma central inteligente. Essa melhoria torna o equipamen-
to bem mais caro, mesmo deduzindo-se a economia de méo de obra; ain-
da esta restrita a laboratdrios de grande porte, mas o uso esta se genera-
lizando. A robotizacdo acrescenta rapidez e certo aumento de seguranca
contra erro humano ao procedimento, mas néo interfere na qualidade do
produto final: o resultado do hemograma. O hemograma feito em conta-
dores de pequeno porte sera brevemente discutido a seguir, mas € o hemo-
grama feito em contadores de grande porte que tera resultados transcritos,
debatidos e interpretados neste livro.

Hemograma em contadores eletrénicos de pequeno porte

Vérios fabricantes fornecem aparelhos de pequeno porte e de baixo custo
de aquisi¢do, manutencdo e insumos, com tecnologia restrita a contagem
e medida de pulsos de impedéncia (principio Coulter). Fazem as conta-
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gens de eritrdcitos, leucdcitos e plaquetas, dosam hemoglobina e calcu-
lam os parametros derivados; fornecem uma férmula leucocitaria por vo-
lumetria, distinguindo trés tipos celulares: pequenas (linfécitos), médias
(mondcitos) e grandes (granuldcitos).

No Brasil, ainda sdo usados em laboratdrios com até 50 hemo-
gramas por dia. Sdo muito apropriados para a triagem de doadores em
servicos de hemoterapia. Nos Estados Unidos e Europa, sdo usados em
emergéncias de pequenos hospitais, policlinicas, ambulatérios e até em
consultérios médicos. Como néo performam automaticamente uma for-
mula leucocitaria com todos os elementos, se o laboratdrio tiver que for-
necer um resultado completo de hemograma, precisa completa-lo com
uma férmula feita ao microscépio (férmula visual, ou “manual”).

Nesses contadores, o resultado fornecido é uno e indivisivel. Pedi-
dos parcelados de leucograma, hematdcrito ou contagem de leucdcitos
pertencem a uma tecnologia extinta. Ha uma excecio aceitavel. Havendo
interesse s6 na série vermelha — como na selecdo de doadores em banco
de sangue, em exames periddicos da gravidez ou de pacientes renais cro-
nicos em didlise — e sabendo-se que o laboratorio do servico (ou contrata-
do) trabalha com um desses modelos de pequeno porte, isto €, sem férmu-
la leucocitdria automatizada, justifica-se o pedido isolado de eritrograma.
Nessa eventualidade, o laboratorista economiza o trabalho de distender
lamina e fazer a tediosa férmula ao microscépio, fornecendo sé o eritro-
grama desejado e as demais contagens, com economia de custo ou pre-
¢o. Também nao tem sentido o pedido isolado de contagem de plaquetas,
pois a maquina nao se presta a fazé-la sem as demais contagens; a conta-
gem de plaquetas é sempre parte do conjunto.

A simplicidade e o baixo preco do equipamento ndo desvirtuam a
qualidade; os dados hematimétricos dos modelos mostrados na Figura 1.7
sdo confidveis. Faz excecdo a contagem de plaquetas em casos de trom-
bocitopenia acentuada e/ou de plaquetas de dimensdes fora do normal,
pois falta aos instrumentos uma contagem alternativa por canal éptico.

Os parametros fornecidos s@o em menor nimero, mas essencial-
mente idénticos aos das grandes maquinas.

FIGURA 1.7 Contadores
de pequeno porte:

Cell Dyn Emerald (a)

e Sysmex XP 300 (b).
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Hemograma em contadores eletrénicos de grande porte

Os contadores eletrdnicos de grande porte atuais, capazes de fazer todas
as determinaces do hemograma, sio variados, de multiplas procedén-
cias e com extensa gama tecnoldgica. O autor teve ampla experiéncia em
seu laboratério com instrumentos Coulter (modelos antigos), Cell Dyn
(Abbott) e Sysmex (Roche); atualmente tem acesso a instrumentos Ad-
via (Siemens) e Sysmex no Laboratoério da Santa Casa de Misericordia de
Porto Alegre. Séo as quatro linhas de instrumentos de maior expressao in-
ternacional; as empresas fabricantes e/ou distribuidoras locais oferecem
contratos de leasing e comodato, que incluem o fornecimento de insumos
e assisténcia técnica, com pagamento por exame, com um nimero minimo
preestabelecido e precos variando favoravelmente de acordo com o nu-
mero mensal combinado.

Segue uma lista simplificada, mas abrangente, da tecnologia dessas
quatro linhas de instrumentos:

1. Medida e contagem dos pulsos de impedancia, causados pelos glébulos,
ao cruzarem um orificio pelo qual flui uma corrente continua (principio
Coulter): contagem e medida do volume de eritrdcitos e plaquetas em
todos os instrumentos, contagem de leucdcitos na maioria deles.

2. Medida da condutividade elétrica dos glébulos, em radiofrequéncia,
no orificio de impedancia: sensivel a estrutura interna das células,
usada para diferenciacdo dos tipos de leucdcitos na férmula das linhas
Beckman Coulter e Sysmex.

3. Andlise, em vérios angulos, da dispersdo e difracdo da luz (foco lu-
minoso de tungsténio ou laser) focalizada nos glébulos em citometria
em fluxo: identificacdo (em alguns, contagem) dos tipos celulares em
todas as linhas de instrumentos.

4. Dispersao e absorvancia da luz (laser) ap6s reacdo da mieloperoxidase:
identificacdo dos granuldcitos (peroxidase +) na linha Advia.

5. Idem, apos efeito litico preferencial do solvente sobre o citoplasma
dos leucdcitos: identificacdo dos basofilos, resistentes a lise, em varias
linhas de instrumentos; identificagdo de células imaturas (resistentes
por falta de lipideos na membrana) na linha Sysmex.

6. Idem, ap6s coloracdo supravital do acido ribonucleico (RNA): identi-
ficacdo dos reticuldcitos na linha Beckman Coulter.

7. Dispersdo de luz polarizada: identificacdo dos eosindfilos pelo efeito
despolarizante, em varias linhas de instrumentos.

8. Avaliacgéo da fluorescéncia ap6s marcacido do RNA citoplasmético com
derivados da fluoresceina: identificacdo dos reticuldcitos nas linhas
Cell Dyn, Sysmex e Advia.
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9. Avaliagdo da fluorescéncia do DNA nuclear apés marcagio com iodeto
de propidio: identificacdo de leucdcitos invidveis (membrana permea-
vel ao marcador) e eritroblastos na linha Cell Dyn.

10. Avaliacdo da fluorescéncia em leucécitos apds permeabilizacdo da
membrana por solvente e marcagdo com um corante fluorescente de
polimetina: identificacdo dos leucécitos e de plaquetas reticuladas na
linha Sysmex.

11. Avaliagéo da fluorescéncia apds marcacao das células com anticorpos
monoclonais fluorescentes (imunofenotipagem limitada), feita com
software especial por alguns modelos top of line: contagem de plaquetas
(com anti-CD61) e de linfécitos CD3, CD4 e CD8 na linha Cell Dyn.
Outras aplica¢des ainda em estagio experimental.

12. Espectrofotometria: é usada de modo universal para a dosagem de
hemoglobina; as diversas linhas de instrumentos diferem quanto a
conversdo da Hgb antes da colorimetria: cianometemoglobina (Beck-
man Coulter), hemoglobina-laurilsulfato de s6dio (Advia e Sysmex),
metemoglobina-imidazol (Cell Dyn).

Todos as linhas de contadores utilizam-se do principio Coulter (item
1, anterior) como método bdsico das contagens; eritrdcitos e plaquetas,
distinguidos por limiares de volume, geralmente compartilham um mes-
mo canal de impedancia. Da mesma forma, o hemolisado destinado a do-
sagem espectrofotométrica da hemoglobina (item 12, anterior) também
¢é usado para a contagem de leucdcitos. As linhas Coulter e Sysmex usam
o trajeto de impedéancia para a medida de condutividade dos leucdcitos
(item 2, anterior).

Os demais principios para identificacdo celular (itens 3 a 11, ante-
rior) dependem da técnica de citometria em fluxo (flow cytometry); os glo-
bulos sdo direcionados para uma tubuladura delgada onde fluem um atras
do outro, envoltos em uma bainha de solvente e focados por técnica hi-
drodindmica. Ao entrarem nos multiplos canais do sistema, aliquotas sdo
diluidas, e os glébulos s@o suspensos em uma variedade de fluidos, com
caracteristicas especificas de tonicidade, de atividade como solvente, com
ou sem corantes, sejam de impregnacdo, enzimaticos ou imunoldgicos, al-
guns fluorescentes. Finalmente passam por um ponto do trajeto (flow cell)
onde sdo contados e submetidos aos diversos processos de identificagio.

Na flow cell, os glébulos em coluna sédo alvejados individualmente
por raios luminosos em diversos angulos para analisar a difracdo da luz
e por lasers para excitar fluorescéncia nos que tomaram os corantes mar-
cados com fluoresceinas. Muiltiplos fotodetectores recebem a luz difrata-
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da, outros identificam e medem a fluorescéncia em um ou varios compri-
mentos de onda (cores). A energia é convertida em pulsos elétricos que
sdo digitalizados e enviados ao computador. O software recebe as infor-
macdes dessas dezenas de milhares de células que passam pelo trajeto em
segundos e distribui a imensa quantidade de dados em clusters de identi-
ficagdo predeterminados, permitindo uma avaliacdo qualitativa e quanti-
tativa integral das populacdes em teste. O termo “fantastico” é extrapola-
do por essa tecnologia.

Os instrumentos das quatro linhas discutidas fornecem, de modo
idéntico, embora por tecnologia variada, contagens e volumetria de eri-
trdcitos e plaquetas, contagem e férmula diferencial de leucdcitos, do-
sagem de hemoglobina, indices hematimétricos, histogramas do volume
corpuscular (eritroide e plaquetario), scatterplots leucocitarios usados pa-
ra a diferenciacdo celular, flags e comentdrios codificados ou escritos so-
bre anormalidades.

A tecnologia empregada € descrita no texto correspondente a cada
linha de instrumentos, junto com inovagdes, caracteristicas e parametros
especiais que oferece.

Para uma discusséo técnica detalhada, o leitor deve consultar na in-
ternet os sites das empresas fabricantes; manuais de instrucdo de cada ins-
trumento podem ser obtidos com os distribuidores locais.

Linha Beckman Coulter (Coulter® LH750)

O mais avancado e recente modelo (top of line) da série, o Coulter® LH750,
visto na Figura 1.8 (a), pode ser fornecido anexado a equipamento capaz
de distender e corar laminas (slide maker) em obediéncia a critérios inseri-
dos no banco de dados.

No eritrograma, por impedancia, destaca-se a alta qualidade do his-
tograma, alongado na abcissa, baixo na ordenada e com tracado firme,
porque o software edita pulsos aberrantes; além disso, anota na abcissa o
valor em 50 e 100 fL. Na opinido do autor é mais facil de se interpretar
do que os histogramas das demais linhas e, por isso, é varias vezes mos-
trado neste manual.

O leucograma ¢é feito com a tecnologia que a Coulter denomina “VCS”:

® Volume (medido por impedéncia);
® Condutividade (em frequéncia de ondas de radio);
B Laser Scatter.

A figura plana do scatterplot do leucograma na Figura 1.8 (b) é o
plano frontal de uma imagem tridimensional, um cubo, elaborada pe-
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b)

FIGURA 1.8 Coulter® LH750 com slide maker (a). Scatterplot de leucécitos
com tecnologia VCS (b).

lo computador do aparelho, com as medidas VCS distribuidas pelas trés
arestas que partem da origem. Os resultados obtidos para cada célula sdo
plotados e geram conglomerados espaciais, que a maquina separa por pla-
nos moveis, vistos em frontal como linhas. H4 um conglomerado de linfé-
citos (LY), de neutrdfilos (NE), de mondcitos (MO) e de eosindfilos (EO);
os baséfilos (BA), atras dos linfécitos, sé sdo vistos em outra incidéncia.
No display do instrumento, o scatterplot é colorido com um cédigo de co-
res correspondente ao nimero de eventos em cada ponto. Sio listadas as
porcentagens de cada tipo celular (férmula relativa), bem como sua con-
versdo em numeros por uL (férmula absoluta).

Ha flags na série leucocitdria para desvio a esquerda e granuldci-
tos imaturos, linfdcitos atipicos e blastos, e um mais amplo slide review;
na plaquetaria, ha flags para excesso de pulsos junto aos extremos do in-
tervalo volumétrico e presenca de agregados. A mdquina fornece uma in-
terpretacdo de fabrica, que imprime macrocitose ou microcitose, hipo ou
hipercromia, etc., de acordo com os limites de referéncia que atribui as ci-
fras; identifica e aponta até populagdo eritrocitdria dimdrfica (que o au-
tor neste Manual denomina dupla populagdo) pela anélise do histograma.

A contagem de de reticuldcitos e os indices reticulociticos podem
ser obtidos opcionalmente em canal proprio, pela coloracdo com novo-
-azul-de-metileno.

Nos dltimos anos, a linha Beckman-Coulter perdeu sua posicdo de
lideranca no Brasil; o autor cré que hd, ou houve, desinteresse pela am-
pliacdo ou mesmo manutencdo do mercado local.

Linha Abbott (Cell Dyn Ruby e Cell Dyn Sapphire)

Alinha, cujos principais modelos estdo na Figura 1.9, tem as seguintes ca-
racteristicas, algumas inovadoras:
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a)

FIGURA 1.9 Cell Dyn Ruby (a), Cell Dyn Sapphire (b) e slide maker SMS (c).

m Optica com laser de argdnio, com poténcia capaz de excitar fluorescéncia
nas células marcadas com iodeto de propidio para o DNA e com uma
fluoresceina prépria (CD4K530®) para o RNA, o que permite identificar
a fracdo de leucdcitos invidveis, os eritroblastos, e fazer a contagem de
reticulécitos.

B Leitura simultanea de todos os dados na flow cell, com laser scatter em
quatro angulos e fluorescéncia. Impedancia aperfeicoada por fluxo
forcado. A esferacdo dos eritrdcitos e a leitura em multiplos 4ngulos no
canal de reticulécitos do modelo Sapphire permite (desde 2010) uma
medida da concentracdo hemoglobinica dos eritrécitos e reticulécitos e o
fornecimento de indices estatisticos similares aos do volume corpuscular.

® Contagem de leucdcitos reprodutivel até 250.000/uL.

® Contagem de plaquetas por dupla tecnologia, automaticamente es-
tendida em casos com trombocitopenia; mantém satisfatdria precisdo
entre 5.000 e 2 milhdes/uL. H4, ainda, uma contagem imunofenotipica
opcional no Saphire, com marcagéo fluorescente do CD61, considerada
como método de referéncia para contagem de plaquetas.

® A mesma coloragdo imunofluorescente permite, no modelo Sapphire,
de modo opcional, a contagem de linfécitos CD3, CD4 e CD8.

O modelo Ruby € o mais aceito no Brasil; o modelo Saphire, embora
de grande qualidade, é pouco difundido pelo prego elevado.

Linha Advia Siemens

Desde os primeiros modelos nos anos 1970, essa linha de contadores ele-
tronicos, originalmente japonesa, utiliza duas técnicas tinicas na época:

® Coloragéo citoquimica de mieloperoxidase para identificacéo de granu-
l6citos no leucograma; o canal de peroxidase é eficaz na diferenciacdo
e permite o diagnostico imediato da deficiéncia genética, néo rara, de
mieloperoxidase.
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m A contagem e a medida de eritrdcitos (apds esferagio isovolumétrica) e
de plaquetas é feita por laser scatter em dois angulos; o indice de refracdo
correlaciona-se com a densidade celular e permite a determinacéo da
concentragdo hemoglobinica individual dos eritrdcitos. A maquina for-
nece rotineiramente no hemograma a média (CHCM = cell hemoglobin
concentration mean) e uma curva de frequéncia dos valores individuais,
quantificando hipocromia e hipercromia com ntimeros estatisticos, em
tudo semelhante ao que € feito com o volume corpuscular. A atual Advia
Siemens, cujo modelo mais recente estd na Figura 1.10, foi pioneira
nessa tecnologia que recebeu liberacdo para uso clinico pela Food and
Drug Administration (FDA) em 1997. A técnica é extensiva ao canal de
reticuldcitos; a coloragdo é feita com oxazina 750.

O preco e a dificuldade de manutencio da linha Advia no Brasil tor-
nam-na atualmente menos competitiva do que a Sysmex.

FIGURA 1.10 Contador Advia Siemens 2021i acoplado a slide maker. (Cortesia
do Laboratério da Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre.)

Linha Sysmex Roche (Sysmex XE 5000 e XN 3000)

A tecnologia de impedéancia com corrente elétrica de dupla frequéncia as-
semelha-se a da linha Coulter. O sistema é alinhado em foco hidrodina-
mico, com bainha de solvente, impedindo falsos pulsos. Os leucdcitos sdo
contados no sistema de impedéncia e, novamente, na citometria em flu-
xo (Fig. 1.12 [a]). A identificacéo é feita por light scatter frontal (mede o
tamanho) e lateral (avalia a complexidade interna, principalmente as ca-
racteristicas nucleares). A fluorescéncia para o conteido de RNA/DNA ¢é
avaliada em fotodetector lateral.

O canal de reticulécitos, corados com polimetina, tem um softwa-
re que permite uma avaliacdo do volume e contetido hemoglobinico des-
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te, em contraposicdo ao dos eritrécitos em conjunto. Pode fornecer, tam-
bém, uma contagem de plaquetas reticuladas (ver Cap. 18, p. 310). O slide
maker SP 1000 distende ldminas de excelente qualidade, apropriadas pa-
ra o Cella Vision (Fig. 1.11 [b]).

a) b)

FIGURA 1.11 Sysmex XE 5000 (a); Sysmex XN 3000: duas unidades 1000
acopladas a slide maker SP 1000 (b).

Vantagem na competicdo pelo quociente qualidade/preco torna a
linha de contadores Sysmex a mais difundida no Brasil.

MICROSCOPIA

Apesar do notavel progresso em simplicidade e qualidade aportado pelos
contadores eletronicos a Hematologia, a observagédo ao microscépio per-
siste insubstituivel em casos particulares. Até nesta, entretanto, a mecani-
ca, a Optica e a informatica associaram-se para facilitar e qualificar a tec-
nologia: veja-se o Sysmex Cella Vision na Figura 1.12 (b).

a) b)

FIGURA 1.12 Scatterplot de identificagéo dos leucédcitos com cédigo de cor
(imagem didética, cortesia Sysmex) (a); Sysmex Cella Vision (b).
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Sysmex Cella Vision

E um sistema composto por um microscépio de alta qualidade, com mo-
vimentacdo mecéanica, acoplado a um computador, com a finalidade de
substituir a microscopia convencional na execucdo da férmula leucocita-
ria. O instrumento busca os leucdcitos um a um na distensdo sanguinea,
digitaliza e transporta as imagens microscépicas ao sistema, que os iden-
tifica pela comparagdo com um banco de dados e fornece uma férmula
leucocitaria “visual automatizada”. Todos os leucécitos examinados po-
dem ser vistos na tela pelo técnico responsavel, que pode até estar numa
central técnica a distancia (pela internet); o técnico modifica as identifi-
cagdes a seu critério, com a vantagem de observar com notavel amplifica-
¢do e clareza as imagens na tela. A presente edi¢do deste manual foi pro-
fusamente ilustrada com imagens do Cella Vision.” Uma vez revisada, a
férmula é liberada por interfaciamento direto com o sistema de processa-
mento de dados do laboratdrio. A leitura do cédigo de barras das laminas
permite ao computador do Cella Vision acesso aos resultados do contador
eletronico onde originalmente foram examinadas as amostras, de modo
que o instrumento, com a contagem de leucdcitos de cada caso, fornece
férmula percentual e absoluta e insere-as no resultado; se houver modi-
ficacGes decididas pelo técnico, estas sdo inseridas no sistema e o instru-
mento recalcula a férmula apropriadamente.

Note-se que, havendo uma férmula feita no contador eletrénico com
exame por citometria em fluxo de varios milhares de leucdcitos, os nime-
ros desta serdo muito mais fidedignos do que os da férmula do Cella Vi-
sion; este faz uma microscopia de luxo, mas de apenas uma centena de
células — como a da microscopia convencional —, com sua enorme e inde-
sejavel variabilidade estatistica. Se o contador eletronico negar a férmu-
la pela presenca de células ndo identificadas, use-se a da microscopia; se
o contador fornecer uma férmula com todos os nimeros, mas com flags,
use-se a microscopia (Cella Vision ou convencional) para a identificacdo
celular precisa, mas prefiram-se sempre os dados numéricos da férmula
do contador eletroénico.

A observacdo da série vermelha no Cella Vision € insatisfatéria; a
microscopia convencional € superior. A contagem visual de plaquetas por
campo, em comparagdo com o numero de eritrécitos automaticamente
fornecido pela maquina é uma versio atualizada e muito melhorada do
método de Fonio, usado no século XX antes da automagio. E excelente
para confirmacéo visual de contagens eletrdnicas que suscitem duvidas.

* Cortesia Sysmex/Laborsys, Laboratério da Santa Casa de Misericérdia (Porto
Alegre) e Laboratério Fleury (Sao Paulo).
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O Cella Vision, apesar de dispendioso, tem tido progressiva aceita-
¢éo e difusdo no Brasil.

CRITERIOS PARA INDICAGAO DE MICROSCOPIA

Mesmo com a sofisticagdo do Cella Vision, é impossivel em um laboraté-
rio grande a manutencdo de um nimero de técnicos experientes capazes
de examinar centenas ou milhares de l1aminas por dia. A “microscopia uni-
versal” tornou-se inviavel: em todos os laboratdrios que usam contado-
res com férmula leucocitaria completa o exame ao microscdpio so € feito
em casos selecionados. Em locais onde essa politica geral ainda compete
com laboratdrios que fazem hemograma a moda antiga, com contadores
de pequeno porte e férmula visual (manual), o autor recomenda que essa
orientagdo seja anotada no resultado de uns e de outros, mas nenhum labo-
ratério costuma fazé-lo. E desnecessdria em hemogramas de laboratdrios
de instituicdes fechadas (como hospitais universitarios), em que o cor-
po clinico estd formalmente informado da tecnologia usada; em algumas
dessas instituicoes cabe ao médico requisitante solicitar exame microsco-
pico complementar quando julgar necessario.

Em muitos hospitais do exterior, os médicos recebem o resultado di-
retamente do contador, on-line com o sistema de informatica da entidade.
O requisitante sabe o que vai receber ao solicitar um hemograma. Mas, em
laboratérios abertos ao publico e aos médicos em geral, tem sido dificil
difundir o conhecimento de que receberdo um hemograma inacreditavel-
mente exato quanto aos numeros, mas limitado a visdo das maquinas na
identificacdo celular. Apesar da maravilhosa tecnologia eletronica, as ma-
quinas ndo veem tudo, e o que ndo veem pode ser clinicamente significa-
tivo ou, ao menos, biologicamente relevante.

N3o hd consenso entre os laboratérios brasileiros quanto aos crité-
rios de indicacdo de microscopia; todos balancam a necessidade de redu-
zir o numero de laminas enviadas a microscopia com as indicacoes vin-
das da experiéncia clinico/laboratorial dos especialistas. Todos admitem,
entretanto, que hemogramas oriundos de clinica onco-hematoldgica, de
pos-transplantados ou sob quimioterapia, e de pacientes graves de UTI,
devem ter indicacdo de microscopia ao menos no primeiro exame. E to-
dos aceitam a presenca de flags das maquinas e resultados fora de limites
de referéncia pré-fixados como indicativos dessa necessidade; o que varia
muito é a amplitude dos extremos definidos.

Em 2002, a Beckman Coulter Inc. patrocinou uma reunido multina-
cional de 20 especialistas em hematologia laboratorial com o objetivo de
sugerir diretrizes sélidas para esses critérios. Ap6s extensa reunido, esse In-
ternational Consensus Group for Hematologic Criteria for Action following
Automated CBC and WBC Differential Analyses desenvolveu e sugeriu 83 re-
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gras. Para testa-las, no ano seguinte, 15 laboratérios de membros do grupo
examinaram cerca de 13.300 hemogramas, consolidaram 41 dentre as re-
gras e publicaram as conclusdes em 2005;" foram aceitas, assumidas e re-
comendadas pela International Society of Laboratory Hematology (ISLH).

As diretrizes aprovadas incluem critérios oriundos de delta check
(comparacéo automatica com resultados anteriores do paciente), de inega-
vel valor, mas lamentavelmente invidvel na quase totalidade dos laborato-
rios brasileiros. A presenca de qualquer dos flags dos instrumentos foi aceita
como indicacdo. Os extremos numéricos recomendados, localmente aplica-
veis, embora o autor discorde de alguns deles, estdo na Tabela 1.1.

O autor de uma monografia das dimensoes da presente é certamen-
te tendenciado a perfei¢do (ou seria ao preciosismo?) e preocupa-se me-
nos do que deveria com os problemas logisticos e financeiros de uma in-
dicacdo demasiado ampla. Tenha-se essa restricio em mente ao julgar os
critérios que recomenda a seguir.

TABELA 1.1
Limites definidos pelo Grupo de Consenso Internacional para

indicagdo de microscopia

Hemoglobina <7 > 18,5 g/dL
VCM <75 > 105 fL
CHCM < 30 > 36,5 %
RDW > 22 %
Leucécitos < 4.000 > 30.000 /uL
Neutréfilos < 1.000 > 20.000 /UL
Linfécitos > 5.000 (adultos) JuL
> 7.000 (< 12 anos)
Monécitos > 1.500 (adultos) /uL
> 3.000 (< 12 anos)
Eosinéfilos > 2.000 /ul
Basofilos > 500 /ul
Plaquetas < 100.000 > 1 milhéo /uL
VPM <50 > 12,5 fL
Reticulécitos > 100.000 /uL

* Barnes PW, et al. The International Consensus Group for hematological review:
suggested criteria for action following CBC and WBC differential analyses. Lab
Hematol. 2005;11(2):83-90.
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1.

Idade < 2 anos. Motivo: a frequéncia de desvio a esquerda e linfécitos
atipicos, ambos de identificacdo insegura nas maquinas, por diarreia
ou viroses, e a dificuldade de definir valores de referéncia nesse grupo
etario. No recém-nascido, a microscopia é indispensavel e universal-
mente indicada.

Na edicéo anterior, o autor anotou > 75 anos como indica¢do de lamina
e microscopia. Nesta, reconsidera: com a longevidade saudavel atual, o
numero de hemogramas normais nessa idade justifica excluir o grupo
etario da indicacdo geral. O grande dado perdido seria o rouleaux
de componentes monoclonais; em contrapartida corretiva, o autor
recomenda, no Capitulo 20 (“Hemograma em idosos”), a inclusdo do
proteinograma nos exames da revisdo clinica anual.

Nos raros laboratdrios de hospital ou clinica em que a informaética
permita delta check: fazé-lo, limitando-o a 72 horas e dispensando
da microscopia os hemogramas com variacdo inferior a +10% nos
resultados numéricos.

Pedidos médicos especificos que exigem microscopia: pesquisa de
linfécitos atipicos, de esferdcitos, outros; ou a observacdo explicita
cada vez mais frequente, escrita pelo médico:” “olhar a lamina” ou
“fazer microscopia”.

Pedidos de exames correlacionados com alteracées do hemograma
(p. ex.: monoteste, resisténcia globular, imunofenotipagem de linf6-
citos, etc.) ou resultados alterados de outros (p. ex.: VSG > 80 mm,
proteinograma com hipergamaglobulinemia, vitamina B12 ou &cido
folico abaixo da referéncia).

Flags emitidos pelo aparelho: ndo costumam diferir muito entre os
diversos contadores eletronicos; os usuais estio listados a seguir.

No leucograma: No eritrograma:
Immature granulocytes? Fragments?
Left shift ou Bands? Dimorphic population?

Variant ou Atypical lymphocytes? RBC lyse resistance?
Abnormal lymphocytes/blasts? Nucleated RBC?

No plaquetograma: Geral:

Platelet clumps Turbidity/Hemoglobin interference?
Review slide (em alguns contadores)

* O jubilo (vaidade?) do autor ao considerar que as cinco edicdes prévias deste
Manual possam ter estimulado esse procedimento médico néo se baseia em dados
estatisticos fidedignos.
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Nem todos os flags exigem microscopia. Turbidity exige s revisdo
da amostra para pesquisar lipemia. Havendo Dimorphic population (ou
RDW elevado) a observagdo do histograma eritroide pode ser confirma-
dora e suficiente sem microscopia. O flag Left shift (ou bands) em casos
sem neutrofilia mostrou-se tantas vezes falso-negativo e quase sempre po-
sitivo (verdadeiro ou falso) em casos com neutrofilia, que o autor aban-
donou-o como critério; em compensac¢do baixou o limite do nimero de
referéncia de neutrdfilos para 8.000/uL. Contrariamente, Platelet clumps,
além de microscopia para ver se ha agregacao, exige revisdo da amostra
em busca de coagulos.

7. Limites de referéncia dos parametros numéricos: variam muito
entre os laboratérios brasileiros consultados. Os critérios numéricos
do Grupo Internacional da Tabela 1.1, com as modificagdes necessdrias
pela impossibilidade técnica de emprego do delta check, foram subme-
tidos a cuidadosa avaliacdo critica no Laboratério de Hematologia do
Hospital de Clinicas da Universidade do Parand.” Apesar dos critérios
terem exigido exame em 46% dos hemogramas testados, valor muito
acima dos 30% recomendados pelo American College of Pathologists,
houve 10,5% falso-positivos (hemogramas em que os critérios exigi-
ram observacdo de ldmina, mas a microscopia foi negativa) e 15,5%
falso-negativos (hemogramas sem indicagéo pelos critérios, mas com
microscopia positiva). Como a recomendacdo da ISLH € de que esses
valores ndo ultrapassem 5%, os autores do trabalho concluiram que
no laboratdrio/hospital onde foram testados, os critérios (adaptados)
ndo se mostraram adequados nem seguros e sugeriram a elaboracgio
de critérios préprios elaborados por cada laboratdrio/instituicéo.

O autor ndo concorda com vérios dentre os valores preconizados
pelo Grupo Internacional; os novos nimeros propostos na Tabela 1.2 sdo
discutidos um a um a seguir, com justificativas principalmente oriundas
de correlacdo a clinica.

Hemoglobina: aqui a grande divergéncia. A maioria das anemias seve-
ras (Hgb < 7,0 g/dL) tem diagndstico 6bvio pelos indices hematimétri-
cos, e esses mesmos geram indicacdo de microscopia (geralmente tio po-
sitiva quanto inutil: para que microscopia numa anemia ferropénica?). Se
as anemias forem originadas de hemopatias, as alteracées concomitantes

* Comar SR, et al. Are the review criteria for automated complete blood counts of
the International Society for Laboratory Hematology suitable for all hematology
laboratories? Rev Bras Hematol e Hemoter, 2014;36(3):219-225.
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TABELA 1:2
Limites sugefidos pelo autor para indicacdo de microscopia
Hemoglobina <1 > 17 g/dL
VCM <78 > 105 fL
CHCM < 30 > 36,5 %
RDW > 18,0 %
Neutréfilos < 1.500 > 8.000 /uL
Linfécitos < 1.000 > 4.500 (adultos) /uL
> 7.000 (< 7 anos)
Monécitos > 1.500 /uL
Eosinéfilos > 2.000 /uL
Baséfilos >3 %
Plaquetas < 120.000 > 500.000 (adultos) /uL
VPM < 6,0 > 12,5 fL
Reticulécitos < 10.000 > 100.000 /uL

de leucdcitos e/ou plaquetas vao gerar a indicacdo de microscopia. E nas
anemias leves e moderadas, com indices hematimétricos e demais séries
normais ou quase normais, que a microscopia é util para pesquisar poli-
cromatocitose e caracteriza-las como hiper-regenerativas (pds-hemor-
ragicas?).

RDW: é fundamental examinar o histograma em casos com RDW aumen-
tado, mesmo quando o aumento for moderado. Microscopia pode ser dis-
pensada se a interpretacdo for 6bvia apenas pelo histograma. Indispensa-
vel serd o comentdrio escrito sobre o achado.

Leucdcitos: a sugestio € retirar dos critérios a contagem global por ser
redundante. Ndo ha leucopenia significativa se ndo houver neutropenia,
linfopenia ou ambas. O mesmo raciocinio, em sentido inverso, serve para
leucocitose. Se a leucocitose for devida a blastos leucémicos aparecerad o
flag respectivo ou a maquina negara a férmula leucocitaria, indicacdo 6b-
via de microscopia.

Neutroéfilos: nimeros mais restritivos sdo necessarios; a neutropenia de
viroses acompanha-se de desvio a esquerda; a presenca de desvio confir-
ma como neutrofilia casos com duvidosos 8.000-10.000 neutrdfilos/ul.

Linfdcitos: o flag Variant (ou Atypical) lymphocytes ndo é confiavel, nem

quanto a presenca nem quanto a auséncia. Linfocitose em criancas de
mais de 7 anos (ndo mais de 12 anos, como nos critérios publicados) de-
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