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Resumo

Introducdo: Algumas patologias ou alteracdes fisioldgicas, podem apresentar
formas imaturas de granuldcitos no sangue periférico (desvio a esquerda).
Equipamentos automatizados possuem alarmes para a detec¢do de granulocitos
imaturos e novos parametros que podem ser aplicados como biomarcadores tém
sido propostos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a aplicacéo do indice IG do
hemograma automatizado do equipamento Sysmex XE-5000 em pacientes com
doenca renal e estabelecer a normalidade em um grupo controle.

Métodos: Foi utilizado um grupo de doadores saudaveis para obter o valor de
normalidade do IG no laboratério do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. O
grupo de pacientes com doenca renal foi definido de acordo com o prontuério.
Nesse grupo foram analisados valores de IG e exames bioquimicos como a
proteina C reativa (PCR).

Resultados: O valor de normalidade de I1G (n=115) foi de 0- 0,06x10"3/uL e 0 —
0,63%. Entre os pacientes renais (n=117) a mediana encontrada foi de
0,04x1073/uL com intervalos interquartis de 0,02 e 0,16. Os valores de area sob
a curva (ASC) obtidos para curva ROC entre PCR e IG# foi de 0,625. Entre PCR
e 1G% a ASC foi de 0,607.

Conclusdes: O intervalo de normalidade encontrado se aproxima do intervalo
de estudos anteriores. A sensibilidade e especificidade do IG em relacédo a PCR
foi fraca na populacdo pesquisada, porém estudos demonstram que a PCR nao
€ um biomarcador preditivo ideal. Sdo necessarios estudos adicionais com
outros biomarcadores disponiveis no mercado e grupos de paciente com

diferentes condi¢Bes clinica para uma real avaliagdo da aplicag&o clinica do IG.

Palavras-chave: hemograma; automacao; granuldcitos imaturos; doenca

renal; Sysmex XE-5000; revisdo microscopica; IG.

Abstract

Background: Some pathologies or physiological abnormalities may present

forms of non-peripheral blood granulocytes (left shift). Automated equipment



brought new parameters such as the detection of immature granulocytes (IG) that
may be useful as biomarkers. The objective of this study was to evaluate an
application of the I1G in hemograms of the Sysmex XE-5000 in patients with renal
disease and establish normal values in a control group.

Methods: A group of healthy donors was used to obtain the normality value of
IG in the laboratory of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre. The patients with
renal disease were defined according to medical record. We analyzed IG counts
and biochemical tests, such as a C-reactive protein (CRP).

Results: The normality value of IG (h=115) was 0 - 0.06x10"3/uL and 0 - 0.63%.
Among the renal patients (n=117) the median found was 0.04x1073/uL with
interquartile ranges of 0.02 and 0.16. The area under the curve (AUC) values
obtained for the ROC curve between PCR and IG# was 0.625. Between PCR and
IG% the ASC was 0.607.

Conclusions: The range of normality is similar to that of previous studies. The
sensitivity and specificity of the IG in relation to the PCR is poor in the population
studied, however, studies demonstrate that the PCR is not an ideal predictive
biomarker. Additional studies with other biomarkers available in the market and
groups of patients with different clinical conditions is necessary for a real
evaluation of the clinical application of 1G.

Keywords: hemogram; automation; immature granulocytes; kidney

disease; Sysmex XE-5000; microscopic review; IG.

Introducao

O sangue periférico de adulto é constituido, entre outros, por hemacias e
leucécitos. Esses Ultimos sdo compostos predominantemente por neutréfilos
segmentados, que possuem importancia fundamental no ataque a infecgbes
bacterianas, atuando como agentes da defesa imediata. Granulécitos imaturos
sao células presentes na medula 0ssea que, em situacdes normais, ndo Sao
encontrados no sangue periférico. Entretanto, em algumas patologias ou
alteracdes fisioldgicas, podem estar presentes formas imaturas de granuldcitos
na corrente circulatéria. O aumento da necessidade faz com que a medula 6ssea

lance os granuldcitos na corrente sanguinea antes que eles consigam se



diferenciar em granulécitos segmentados. Essa alteracdo recebe o nome de
desvio a esquerda. Nesses casos, fatores de crescimento e citocinas, produzidos
por macréfagos teciduais e outras células, induzem a liberacéo e producéo de
neutrofilos pela medula 6ssea fazendo com que haja a liberacdo de formas
imaturas para o sangue periférico (1).

Além de infeccdes bacterianas, outras inimeras situagfes clinicas como
sepse, doencas inflamatdrias agudas, necrose tecidual, doencas
mieloproliferativas, uso de esteroides e outras drogas, anormalidades
metabdlicas como uremia, cetoacidose e eclampsia podem apresentar nimero
de granulécitos imaturos anormalmente elevados na contagem diferencial do
hemograma (2). Portanto, a presenca da série imatura pode ajudar no
diagnéstico prévio de infeccfes bacterianas agudas, aumentando a eficiéncia do
tratamento e diminuindo a morbidade e mortalidade. Dessa forma, evidencia-se
a importancia da realizacdo do hemograma, tanto na triagem quanto no
diagndstico e controle da evolucdo de doencas infecciosas ou cronicas, além de
ser util no acompanhamento de quimioterapias e radioterapias (3).

A forma classica da execucdo do citolégico diferencial do hemograma
consiste na metodologia manual, através da distensdo sanguinea e leitura
microscépica. Entretanto, o advento da automacdo permitiu um maior grau de
reprodutibilidade dos resultados de exames e rapidez nas suas determinacfes
(4). Atualmente, a automacdo em hematologia permite determinar mais de 32
parametros relacionados as plaguetas, leucdécitos e eritrocitos (5). Além disso, o
hemograma automatizado também apresenta como vantagens: exatidao,
precisao, linearidade, sensibilidade, especificidade, alertas
guantitativos/qualitativos e possibilidade de interfaceamento (5). A interpretacéo
do hemograma pelo laboratério de hematologia, tanto em sistemas manuais,
quanto através de automacdo completa, € um processo que requer
conhecimento das limitagGes e da capacidade das plataformas de trabalho em
uso para que possam produzir um resultado com controle de qualidade
aprovado.

A avaliagdo da morfologia celular e contagem diferencial dos leucocitos é
realizada através da distensdo sanguinea corada pela técnica May-Grinwald
Giemsa, derivada do método Romanwski (6). Normalmente, sdo contadas ao

menos 100 células por examinador por lamina de distensdo nas técnicas

7



manuais (4), enquanto na automacao, a contagem de leucadcitos € realizada no
canal diferencial (DIFF) podendo ser avaliadas até 32.000 células.

Os equipamentos automatizados de hematologia emitem alarmes chamados
de “Flags” quando detectam alguma distribuicdo anormal de células. Esses
“‘Flags” alertam para a necessidade de revisdo, através de observacdo em
distensdo sanguinea por microscopia convencional. Os “Flags” fornecem
subsidios morfolégicos sobre todas as séries do hemograma, auxiliando na
avaliacao das laminas (4). Entretanto, a realizacao da diferenciacdo morfolégica
de bastonetes por microscopia apresenta uma baixa sensibilidade na
identificag8o dessas células, além de apresentar uma alta variabilidade entre os
operadores (1).

O equipamento Sysmex® XE-5000 (Sysmex, Kobe, Japdo) € um
instrumento automatizado capaz de identificar populacdes imaturas de
leucécitos em dois canais diferentes. No canal diferencial (DIFF), que se baseia
em citometria de fluxo, € possivel obter a quantificacdo dos granuldcitos imaturos
informado pelo indice IG (granulécitos imaturos). O indice IG compreende o
somatorio de metamieldcitos, mieldcitos e promieldcitos em relacdo a quantidade
total de granulécitos no sangue. A sua contagem € determinada no mesmo
momento em que 0s outros parametros do hemograma sao liberados. O canal
de informacéo sobre imaturidade mieloide (IMI) € um canal especifico que utiliza
radiofrequéncia e corrente direta (7) (8). O canal IMI, detecta blastos e neutréfilos
bastonados, além de metamieldcitos, mieldcitos e pro-mieldcitos (7). As
informacgdes, tanto em forma de “Flags” quanto de dados quantitativos fornecidas
pelas automacfes em hematologia, auxiliam na avaliacdo do diferencial de
leucécitos.

Novos equipamentos de hematologia estdo disponiveis no mercado e
disponibilizam novos parametros, entre eles para granulocitos imaturos, com a
proposta de serem biomarcadores para diversas condi¢des clinicas. A validagédo
desses novos parametros do hemograma automatizado é fundamental na pratica
diaria do laboratério de andlises clinicas. E necessario que se tenha um
conhecimento completo das informacgdes dadas pelos equipamentos, para que
sejam melhor utilizados tanto no diagnostico quanto no prognostico e

acompanhamento de doencas.



A escolha de grupos especificos de pacientes para realizar a validacéo de
alguns parametros do equipamento baseia-se, principalmente, no volume de
hemogramas realizados diariamente pelo servico e na importancia de novas
informacdes para o fechamento de diagnostico clinico. Aproximadamente, 12%
dos hemogramas de pacientes internados no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA) sédo de pacientes com complicacdes renais. Na insuficiéncia
renal, ocorre uma diminuicdo abrupta (aguda) ou gradual (crénica) da funcdo
renal, levando a um desequilibrio na concentracdo hidroeletrolitica do
organismo. A confirmacdo do diagnostico é feita com o auxilio de exames
bioquimicos diversos como dosagens séricas de ureia e creatinina. O tratamento
pode ser medicamentoso, por meio da adequacdo de dieta, didlise ou transplante
renal. O numero de individuos acometidos por doencas renais cresce a cada
ano, acarretando em um imenso aumento nos gastos dos servicos publicos e
privados de saude. Dependendo da gravidade do acometimento renal, muitas
das nefropatias podem evoluir para severos estados de morbidade e, em muitos
casos, para obito (9).

Muitos parametros novos se mostram teoricamente Uteis, mas sua utilidade
clinica permanece ainda pouco documentada. Portanto, este trabalho teve como
objetivo estabelecer e avaliar a aplicacdo do indice IG do hemograma
automatizado do equipamento Sysmex® XE-5000 (Sysmex, Kobe, Japdo) em
pacientes com doenca renal. Além disso, pretendemos estabelecer um intervalo

de normalidade para o indice IG em um grupo controle.

Métodos:

Para o estudo de validacao do método foi seguido o protocolo "Standards for
Reporting of Diagnostic Accuracy"(http://www.equator-network.org/reporting-
guidelines/stard/). Este trabalho foi aprovado pelo comité de ética do Grupo de
Pesquisa e Pos-graduacado (GPPG) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (16-
0390) e pela Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

Amostras:
As amostras de sangue periférico sao coletadas em tubos com &cido
etilendiaminotetraacético dipotassico (EDTA-K2), transportados via sistema

pneumatico e processado pelo equipamento em até 3 horas. Foram revisados
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os hemogramas de 2 diferentes grupos de pacientes processados na rotina do
laboratério de hematologia do Servico de Patologia Clinica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) nos meses de agosto a outubro de 2016. Foram
avaliados pacientes no grupo com doenca renal, segundo analise dos
prontuarios do banco de dados do HCPA e um grupo controle. Foram incluidos
no grupo de doenca renal, pacientes que realizaram transplante em algum
momento ou possuem alguma complicagao renal, de acordo com a Classificag&o
Internacional de Doencas (CID-10). Os seguintes dados foram extraidos dos
prontudrios: procedéncia da solicitacdo do hemograma, idade do paciente, sexo,
diagndstico atual; presenca ou auséncia de alarmes no equipamento associados
a presenca de granuldcitos imaturos (indice 1G), resultados do diferencial
manual, concentracdo de ureia e creatinina sérica, proteina C reativa plasmatica
e hemocultura quando disponiveis.

Os dados do grupo controle foram obtidos dos resultados de hemogramas de
doadores do banco de sangue do HCPA que o laboratério utiliza como pratica
de controle interno da qualidade. Essas amostras controle devem preencher os
critérios baseados em faixas especificas para os parametros como células
vermelhas, hemoglobina, volume corpuscular médio, leucdcitos, plaquetas e
extensdo de distribuicdo das células vermelhas (RDW - Red Cell Distribution
Width). Foi realizada a andlise manual, por 2 analisadores altamente

experientes, contando 100 leucécitos por lamina, cada um, no grupo controle.

Metodologias:

Os hemogramas foram realizados no sistema automatizado de hematologia
Sysmex XE-5000 que utiliza, no canal DIFF, a tecnologia de citometria de fluxo
fluorescente para a contagem diferencial dos leucdcitos (10). A citometria de
fluxo utiliza a emisséo de luz de proteinas coradas (DNA e RNA) a fim de separar
as células de acordo em subpopulagbes através de programas de analise de
diagrama de dispersao. O canal IMI baseia-se principalmente nas diferencas de
membrana entre células maduras e imaturas. As células mais imaturas possuem
menos lipidios alterando seu comportamento na presenca do reagente lisante
(8). O IMI utiliza foco hidrodinamico para a deteccdo do tamanho das células
através da alteracdo da resisténcia da corrente direta. A radiofrequéncia é

utilizada para a deteccdo da densidade no interior das células (tamanho do
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ndcleo e presenca de granulos). O canal DIFF, possui um alarme especifico
capaz de realizar a contagem de IG (“Presenca de IG”) que atua juntamente com
o alarme de imaturidade do canal IMI. O alarme “Presenca de |G” considera a
proporcao entre granuldcitos imaturos e a quantidade total de neutroéfilos (7). O
laboratorio de hematologia do HCPA definiu os valores para IG inferiores a 2%
ou 0,1x1073/uL como limites de referéncia. Acima desses valores o aparelho

emite o “Flag” “Presenca de I1G”.

Os resultados dos hemogramas em um grupo controle foram utilizados para
definir os valores de corte para o indice IG e, posteriormente, avalia-lo entre os
pacientes com doenca renal. Este indice também foi comparado com outros
alarmes emitidos pelo equipamento para granulocitos imaturos e
correlacionados com as contagens microscopicas manuais e com outros exames
bioquimicos (creatinina, ureia, proteina C reativa e hemocultura)

A dosagem de proteina C reativa (PCR) foi realizada através do meétodo
cromogénico. Os niveis séricos de ureia foram medidos pelo método enzimético
de Roch-Ramel. A quantificacdo da creatinina sérica foi realizada por ensaio
colorimétrico cinético, método de Jaffé sem desproteinizacdo. Para esses testes
foram utilizados o equipamento Cobas® 8000 c702 (Roche, Basel, Suic¢a) e kits
comerciais da Roche. A hemocultura foi realizada por cultivo automatizado de
monitoracdo continua com uso de tecnologia colorimétrica para deteccao de
liberacdo de CO2 em caso positivo para crescimento microbiano. O aparelho
utilizado para a hemocultura foi o Bact/Alert®3D (BioMérieux Marcy-I'Etoile,
Franca) e os frascos Bact/Alert Aerobic FA e Bact/Alert PF, também da fabricante
BioMérieux. Todos os exames acima citados foram realizados nos laboratorios
de bioquimica e de microbiologia do Servico de Patologia Clinica e os resultados

extraidos do prontuério online (AGHUse) do HCPA.

Andlise estatistica:

Os dados obtidos foram plotados e organizados em planilha do Microsoft
Office Excel® 2007.A analise estatistica foi realizada através do programa
Statistical Package for the Social Sciences 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).
Valor de p bilateral menor que 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
A performance diagnéstica foi avaliada por analise de curvas ROC (Receiver

Operating Characteristic) da relacado de sensibilidade e especificidade entre os
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valores de proteina C reativa e os valores de IG e de neutrofilos. A correlacao
entre os valores de leucécitos totais e |G foi feito pelo teste de Spearman para
amostras ndo-paramétricas. Foi feito calculo da distribuicdo das variaveis pelo
teste de Shapiro-Wilk. A presenca de granulécitos imaturos nas distensdes foi
correlacionado com IG e com a presenca de bastbes pelo teste U de Mann-
Whitney. Ap6s foram analisados o grau de associacdo qui-quadrado e de
concordancia pelo indice Kappa.

Resultados

Foram utilizadas amostras de 232 pacientes, 115 no grupo controle e 117
com historico de doenca renal identificados por codigos do CID-10. Desses 117
pacientes, 66 (56,4%) ja haviam realizado transplante (CID-10 Z94) enquanto os
outros 51 (43,6%) apresentavam algum tipo de comprometimento renal sem
realizacdo de transplante. A mediana de idade dos pacientes renais foi de 56
anos, com valor minimo de 19 e maximo de 80. No grupo controle, a mediana foi
de 40 anos, variando entre 18 e 67 anos. A tabela 1 mostra a comparacéo dos
dados do hemograma entre os grupos pesquisados. Além das medianas dos
valores absolutos e relativos de IG (tabela 1), foram obtidos intervalos de
percentis para esses parametros utilizando percentil 2,5 e percentil 97,5, onde
foi estabelecido o intervalo de normalidade em 95% para os valores de I1G# (IG
absoluto) entre 0 — 0,06x1073/uL) e 1G% (IG relativo) entre 0 — 0,63% no grupo

controle
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Tabela 1. Dados descritivos do hemograma automatizado para o grupo com
doenca renal e grupo controle no equipamento Sysmex XE-5000.

Controle Renal
Percentil Percentil Percentil Percentil

Mediana Mediana p valor
25 75 25 75

Leucdcitos (10°3/uL) 6,61 5,74 7,51 6,65 5,06 6,65 0,524
Eritrocitos (1076/uL) 4,98 4,69 5,18 3,34 2,70 3,34 0,000
Hemaoglobina (g/dL) 14,80 14,20 15,50 9,80 8,00 9,80 0,000
Hematdcrito (%) 42,90 41,00 44,70 29,80 24,80 29,80 0,000
Plaguetas (1073/uL) 225,0 195,0 268,0 202,5 164,0 202,5 0,024
IG# (1073/uL) 0,01 0,01 0,02 0,04 0,02 0,16 0,000
IG% 0,20 0,10 0,30 0,70 0,30 1,60 0,000
Creatinina (mg/dL) ND ND ND 2,95 1,80 4,81 -
Ureia (mg/dL) ND ND ND 85,00 53,00 113,00 -
PCR (mg/L) ND ND ND 21,00 5,30 93,40 -

Os p valores foram baseados em teste U de Mann Whitney para amostras independentes, acima de 0,05,
considerados significativos. IG#: valor de granulécitos imaturos absoluto; 1G%: valor de granulécitos imaturos
relativo (%). PCR: proteina C reativa. ND: ndo disponivel.

Entre os pacientes do grupo renal, a mediana encontrada de IG# e de IG%
foram de 0,04x1073/uL com intervalos interquartis de 0,02 (percentil 25) e 0,16
(percentil 75) e 0,7% com intervalos interquartis de 0,3 (percentil 25) e 1,6
(percentil 75) (Tabela 1). Neste grupo, 34 pacientes (29,1%) apresentaram o
‘Flag” do canal DIFF, “Presenca de IG”, enquanto apenas 13 (11,1%)
apresentaram “Flag” especifico para blastos, 28 (23,9%) para neutrdéfilos
bastonados e 7 (6%) para granulécitos imaturos (Imm Gram?) do canal IMI . As
dosagens dos exames bioquimicos foram analisados e estratificados em
alterados e normais de acordo com seus respectivos valores de referéncia
(dados nao apresentado). Os valores séricos de creatinina estao fora dos valores
de referéncia (0,7-1,2 mg/dL para homens e 0,5-0,9 mg/dL para mulheres) em
106 pacientes (90,6%). Os niveis séricos de ureia encontrados mostraram-se
acima da faixa de referéncia, 16 a 48 mg/dL, em 94 pacientes (80,3%). Os dados
plasmaticos de proteina C reativa s6 estavam disponiveis em 91 pacientes, dos
quais 69 (75,8%) estavam acima do valor de referéncia (5mg/L). Apenas 53
pacientes possuiam resultados da hemocultura, dos quais, 15 apresentaram
positividade para micro-organismos no sangue.

A precisdo inter-ensaio foi calculada por controle e-Check(XE)®
processada dez vezes no aparelho automatizado, em trés niveis diferentes. O
coeficiente de variacdo (CV) médio ficou em 5,10% (desvio padréao=0,30)

paralG# e 5,13% (desvio padrao=0,46) para 1G%, valores que se encontram
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abaixo do limite de variacéo definido pelo fabricante que € de 24,1% para IG# e
20,9% para 1G%.

Os valores de area sob a curva obtidos para curva ROC foram de 0,625
(Intervalo de confiangca 95%, 0,467-0,719), entre PCR e IG# e 0,607 (Intervalo
de confianca 95%, 0,434-0,707) entre PCR e IG% (Figura 1). Nao foi realizado
teste de sensibilidade e especificidade com o exame da hemocultura devido ao
baixo nimero de pacientes com resultados (n=53) no prontuario online do

hospital.

Curva ROC

Origem da curva
__IG_Abs

IG_Rel

Linha Referéncia

0,87

Sensibilidade

(=]
=
1

0,27

00—t T T T T T
00 02 04 06 08 1,0

1-Especificidade

Figura 1. Curva ROC comparando IG e PCR

As amostras apresentaram distribuicdo assimeétrica, identificadas atraves
do teste de Shapiro-Wilk. Desta forma, foi optado por realizar o teste de
correlacdo de Spearman entre os valores de leucdcitos totais, neutrofilo absoluto
e neutrofilo relativo e os valores de IG. O coeficiente de correlagéo rs foi de 0,477
entre leucacitos totais e IG# e 0,479 entre neutrofilos absolutos e IG# (Tabela 2),

0 que corresponde a correlagdes moderadas.
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Tabela 2. Correlagao entre os valores de IG x valores de leucécitos e neutroéfilos

Leucdcitos Neutrofilos # Neutrofilos %
rs p valor rs p valor rs p valor

IG # 0,477 <0,0001 0,479 <0,0001 ,081 0,387
IG % 0,174 0,061 0,190 0,040 ,006 0,950

rs: coeficiente de correlag@o de Spearman para amostras ndo-simétricas. P-valor <0,05 foram considerados
significativos. IG#: valor de granulécitos imaturos absoluto; IG%: valor de granulécitos imaturos relativo (%).

Para relacionar a contagem de IG com a deteccdo de granulécitos
imaturos no diferencial manual, utilizamos a faixa de normalidade encontrada no
grupo controle - de 0 a 0,06 para IG# e de 0 a 0,63 para IG% - como ponto de
corte. A tabela 3 mostra a relacéo entre os valores de IG e a presenca de pelo
menos um granuldcito imaturo (pro-mielécito, mieldcito ou metamielécito). Todos
os resultados apresentaram p<0,05 segundo teste de associa¢do qui-quadrado
de Pearson. O indice de concordancia Kappa para os valores de |G absolutos
foram de 0,637 (p<0,01), o que indica uma concordancia substancial com a
deteccdo de granuldcitos imaturos no diferencial manual. Para o IG relativo o

indice Kappa foi de 0,411, demonstrando uma concordancia moderada.

Tabela 3. Determinacédo do IG na preseng¢a ou auséncia de granulécitos imaturos e bastdes

na contagem diferencial manual do hemograma de pacientes com doencga renal.

Granulocitos Imaturos BastBes %
- _ Total _ >5 Total
0 (n=85) 21 (n=32) (n=117) p valor | 0 (n=109) (n=8) (n=117) p valor
Abaixo 69 o 69 o
de 0,06  (81,2%) 0 69 (59,0%) (63,3%) 0 69 (59,0%)
IG # <0,0001 0,001
Acima 16 32 . 40 8 o
de 0,06 (182%)  (10006) 48 (41.0%) (36,7%)  (100%) 38 (41.0%)
Abaixo 52 o 52 o
de 063  (612%) 0 52 (44,8%) (47.7%) 0 52 (44,4%)
IG % <0,0001 0,009
Acima 33 32 o 57 8 o
de 0,63 (38.8%) (100%) ©°(55:2%) (523%) (100%) ©° (556%)

Valores de p com base em qui-quadrado exato de Fischer e de Pearson para valores categdricos. I1G#: valor de
granuldcitos imaturos absoluto; 1G%: valor de granulécitos imaturos relativo. PCR: proteina C reativa. Granuldcitos
imaturos: pro-mieldcitos, mielocitos e metamielécitos.

A tabela 3 também apresenta a relacdo entre a porcentagem de bastdes

encontrados no diferencial com os valores de 1G. Os mesmos valores, acima
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citados, foram usados para definir o ponto de corte. A Sociedade Internacional
de Laboratério Hematoldgico (ISLH) recomenda que cada laboratorio defina os
valores de referéncia para bastdes de acordo com seus procedimentos de
operacdo padronizados (11). O nosso laboratorio definiu o valor de 5% como
referéncia para bastbes no sangue periférico. Os resultados apresentaram p <
0,05 segundo Teste Exato de Fisher. As concordancias obtidas entre I1G e
presenca de bastbes foi fraca segundo o indice Kappa de concordéancia: 0,191
(IG#) e 0,111 (1IG%).

Discusséo

No campo das analises hematoldgicas, os analisadores automatizados
nos oferecem diversos parametros, principalmente no diferencial dos leucécitos,
como a quantificacdo dos granuldcitos imaturos que nos permitem uma
otimizacdo do processo de liberagdo do hemograma. Entretanto, a revisédo
manual ainda é necessaria em muitos momentos. A adocdo de valores de
normalidade € fundamental para que os casos verdadeiros positivos para revisao
microscépica sejam detectados sem que haja um grande numero de falsos
positivos, prejudicando o andamento de exames a serem avaliados (11).

Cada laboratoério deve determinar intervalos de referéncia durante o
processo de validacao de seus analisadores de hematologia (11). Intervalos de
normalidade, tanto para leucécitos totais quanto para granulécitos imaturos (IG),
variam de acordo com a idade dos pacientes e a populacéo atendida por cada
hospital (12). O intervalo de normalidade para IG encontrado pelo nosso estudo
foi de 0 — 0,06X10"3/uL e 0 — 0,630% utilizando os percentis 2,5 e 97,5. Esses
valores estdo abaixo de outros estudos descritos na literatura (13) (6),
provavelmente devido ao tipo de amostra selecionada e aos rigorosos critérios
utilizados entre o laboratorio de hematologia e o banco de sangue do HCPA para
a aceitacao das amostras que foram utilizadas como grupo controle. Entretanto,
encontramos valores semelhantes a estudos que também utilizaram doadores
de sangue saudaveis. Bruegel et al (2011) obteve valores de referéncia de 1G
inferior a 0,03x1073/uL e 0,5%, utilizando os percentis 5 e 95 (14). Pekelharing
et al (2011), com um n amostral de 309 doadores saudaveis, encontrou 0 —
0,06x10”"3/uL e 0 — 0,6%, com intervalo de confianca de 95% (15). As medidas
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de IG absolutas e relativas apresentaram excelente precisdo intra-ensaio,
utilizando controle de trés niveis.

A quantidade de granulécitos imaturos em relacdo ao valor total de
granuldcitos é uma ferramenta clinica de valor preditivo de infec¢cdo bacteriana
aguda. Entretanto, estudos demonstram que a razdo entre neutréfilos néo
segmentados e segmentados seria um indice com acuracia muito melhor para
avaliacao da severidade de infec¢cbes bacterianas. A primeira etapa da infecgéo
bacteriana, entre 12 e 24h, ocorre com uma diminui¢cdo dos leucécitos totais,
sem aparecimento de desvio a esquerda no hemograma (17). Dessa forma,
evidencia-se a necessidade de se obter biomarcadores precoces que cobrissem
esse periodo de tempo crucial para o desenvolvimento da infec¢do. Atualmente,
a proteina C reativa é uma proteina de fase aguda muito usada em diagndstico
de doencas infecciosas. Entretanto, seu valor preditivo para algumas patologias
€ contestado, ja que seu pico plasmatico ndo ocorre antes de 48 horas (18).
Muitos biomarcadores, em particular, proteinas de fase aguda como
procalcitonina (PCT), estdo sendo investigados. A PCT é utilizada clinicamente
como suporte para diagnostico, mas devido ao seu elevado valor preditivo
negativo (99%) é mais frequentemente usado para excluir sepse (2).

Na infeccdo bacteriana, os parametros de IG devem ser analisados
estratificados por tempo, e ndo em uma Unica analise, devido as alteracées
drasticas na contagem de neutrofilos e leucdcitos totais (17). Essa analise
seriada pode ser uma alternativa também para outros grupos de patologias que
podem envolver aumento de granulécitos imaturos no sangue periférico. Os
nossos resultados demonstram que o valor de IG# nos pacientes com
comprometimento renal, esteve correlacionado com os valores de leucdécitos
totais, sugerindo um possivel valor clinico semelhante entre os dois parametros.
Entretanto, grande parte dos nossos pacientes fazia uso dos medicamentos
Tacrolimus ou Ciclosporina, imunossupressores que alteram as quantidades de
leucdcitos totais no sangue periférico (19).

Em 16 pacientes (18,2%) foram encontrados valores de IG acima dos
valores de normalidade, delimitados pelo nosso estudo, sem a presenca de ao
menos um granuldcito imaturo na revisdo microscopica. A contagem diferencial
manual € muito questionada devido a sua baixa sensibilidade, uma vez que cada

analisador conta apenas 100 leucécitos. Em funcé@o destes resultados falso-
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positivos, para se ter uma real avaliacdo do parametro do IG, seria importante
testar a correlacdo entre o IG e algum outro biomarcador que apresente alta
sensibilidade e especificidade. O mesmo deve ser levado em consideragdo em
relacdo aos neutrofilos bastonados: 40 pacientes (36,7%) apresentaram valor de
IG# alterados e 57 (52,3%) valor de IG% alterados, sem a presenca de bastbes
no diferencial manual. Devemos nos questionar se os valores de IG elevados
realmente significam resultados falsos positivos ou se eles ndo estariam
precedendo a presenca de bastdes pela revisdo microscopica manual.

A correlacao diagnéstica entre PCR e 1G ndo obteve valores significativos
para o grupo com doencga renal. Como dito anteriormente, o valor preditivo da
PCR é questionavel, utilizamos esse parametro por se tratar de um exame de
facil acesso e disponibilidade. Portanto, ndo devemos excluir a importancia do
IG e invalidar um possivel valor preditivo apenas pelo resultado da comparacao
com os valores de PCR nessa populacdo. Sao necessarios estudos adicionais
com outros biomarcadores disponiveis no mercado e grupos de paciente com

diferentes condicdes clinica para uma real avaliacdo da aplicacéo clinica do IG.
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Anexo 1

Clinical & Biomedical Research
Instrucdes aos Autores
Escopo e politica

A Clinical and Biomedical Research (CBR), antiga Revista HCPA, € uma
publicacdo cientifica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(FAMED/UFRGS). E um periédico cientifico de acesso livre que tem a finalidade
de publicar trabalhos de todas as areas relevantes das Ciéncias da Saude,
incluindo pesquisa clinica e béasica. Os critérios de selecdo para publicacédo
incluem: originalidade, relevancia do tema, qualidade metodologica e adequacéao
as normas editoriais da revista.

A CBR apoia as politicas para registro de ensaios clinicos da Organizacéo
Mundial da Saude (OMS) [http://www.who.int/ictrp/en/] e do International
Committee of Medical Journal Editors (ICMJE)
[http://www.icmje.org/clin_trial.pdf]. Sendo assim, somente serdo aceitos para
publicacdo os artigos de pesquisas clinicas que tenham recebido nimero de
identificagdo do Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC)
http://www.ensaiosclinicos.gov.br ou de outro banco de dados oficial dedicados
ao registro de ensaios clinicos. Todos os artigos publicados séo revisados por
pares andnimos. Uma vez que o artigo seja aceito para publicacdo, os seus
direitos autorais sao automaticamente transferidos para a revista. O contetdo do
material enviado para publicacdo na CBR implica que o0 mesmo nao tenha sido
publicado e ndo esteja submetido a outra revista. Artigos publicados na CBR,
para serem publicados em outras revistas, ainda que parcialmente, necessitardo
de aprovacao por escrito dos editores. Os conceitos e declara¢gbes contidos nos
trabalhos sé@o de total responsabilidade dos autores. Os artigos podem ser
redigidos em portugués, inglés ou espanhol. As submissdes em inglés sdo
fortemente encorajadas pelos editores. O manuscrito deve enquadrar-se em
uma das diferentes categorias de artigos publicados pela revista, conforme a
seguir:

Forma e preparacao de artigos

SERAO CONSIDERADOS PARA PUBLICACAO

Editorial

Comentario critico e aprofundado, preparado a convite dos editores e submetido
por pessoa com notorio saber sobre o assunto abordado. Os editoriais podem
conter até 1000 palavras. Esta secao pode incluir o editorial de apresentacéo da
Revista, assinado pelo Editor, além de editoriais especiais, que compreendem
colaboracdes solicitadas sobre temas atuais ou artigos publicados na Revista.

Artigos de Revisao
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Artigos que objetivam sintetizar e avaliar criticamente os conhecimentos
disponiveis sobre determinado tema. Devem conter até 6.000 palavras. Esses
artigos devem apresentar resumo, ndo estruturado com ndmero ndo superior a
200 palavras (exceto revisdes sistematicas — ver estrutura de resumo em ‘Artigos
Originais’) e uma lista abrangente, mas preferencialmente ndo superior a 80
referéncias. Tabelas devem ser incluidas no mesmo arquivo do manuscrito (apés
as referéncias) e as figuras devem ser enviadas como documento suplementar
em arquivos individuais.

Artigos Especiais

Manuscritos exclusivamente solicitados pelos editores, sobre tema de relevancia
cientifica, a autores com reconhecida expertise na area e que nao se enquadrem
nos critérios de Editorial.

Artigos Originais

Artigos com resultados inéditos de pesquisa, constituindo trabalhos completos
gue contém todas as informacdes relevantes que o leitor possa avaliar seus
resultados e conclusdes, bem como replicar a pesquisa. A sua estrutura formal
deve apresentar os topicos: Introducdo, Métodos, Resultados e Discussao. A(S)
conclusao(des) deve(m) estar no ultimo paragrafo da Discussdo, ndo sendo
necessaria uma secéo especifica. Implicacdes clinicas e limitagcdes do estudo
devem ser apontadas. Para os artigos originais, deve-se apresentar um resumo
estruturado (Introducéo, Métodos, Resultados e Conclusdes) em portugués e em
inglés (Abstract), nos casos em que o artigo nao for escrito na sua totalidade na
lingua inglesa. O Resumo e o Abstract ndo devem exceder 250 palavras.

Os artigos submetidos nesta categoria ndo devem exceder 3.000 palavras.
Tabelas devem ser incluidas no mesmo arquivo do manuscrito (ap6és as
referéncias) e as figuras devem ser enviadas como documento suplementar em
arquivos individuais.

Relatos de Casos

Sédo artigos baseados em casos peculiares e comentarios sucintos sobre a
importancia do caso em relacdo ao conhecimento atual na area. Devem conter
até 1.000 palavras, com um total de, no maximo, duas tabelas ou figuras e 15
referéncias, jA& que o objetivo dos relatos ndo € apresentar uma revisdo
bibliografica.

A sua estrutura deve apresentar os seguintes topicos: Introducao, explicando a
relevancia do caso;

Apresentacao do caso (Relato do Caso) e Discussao. Os relatos de casos devem
descrever achados novos ou pouco usuais, ou oferecer novas percepgdes sobre
um problema estabelecido. O conteudo deve limitar-se a fatos pertinentes aos
casos. O sigilo em relacédo a identificacdo dos pacientes € fundamental, ndo
devendo ser relatadas datas precisas, iniciais ou qualquer outra informacao nao
relevante ao caso, mas que eventualmente possa identificar o paciente. Os
Relatos de Caso devem ter Resumo nédo estruturado com no maximo 150
palavras.

Tabelas devem ser incluidas no mesmo arquivo do manuscrito (apdés as
referéncias) e as figuras devem ser enviadas como documento suplementar em
arquivos individuais.
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Relatos de Casos: Imagens em Medicina

Secao destinada a publicacdo de Imagens elucidativas, ndo usuais e/ou de
amplo interesse de situacdes médicas. Deve conter até 500 palavras e um total
de 5 referéncias. Duas a trés imagens (resolucdo minima de 300 dpi).

Cartas

Opinides e comentarios sobre artigo publicado na Revista, sobre temas de
relevancia cientifica e/ou observacdes clinicas preliminares. O texto deve ser
breve com, no maximo, 500 palavras. Apenas uma tabela e uma figura sédo
permitidas e, no maximo, cinco referéncias. Nao devem ter resumo.

Comunicacdes Breves

ComunicagOes breves séo resultados preliminares de pesquisas originais ou
estudos mais pontuais que contém todas as informacdes relevantes para que o
leitor possa avaliar os seus resultados e conclusbes, bem como replicar a
pesquisa. A estrutura € semelhante a artigos originais; no entanto, o resumo
(Portugués, Espanhol ou Inglés) ndo deve exceder 150 palavras e o texto nao
deve exceder 1.200 palavras. Ter no maximo duas Tabelas ou Figuras.

Suplementos
Além dos numeros regulares, a CBR publica o suplemento da Semana Cientifica
do HCPA.

CONFLITOS DE INTERESSE

Conflitos de interesse surgem quando o autor tem relagcbes pessoais ou
financeiras que influenciam seu julgamento. Estas relacdes podem criar
tendéncias favoraveis ou desfavoraveis a um trabalho e prejudicar a objetividade
da analise. Os autores devem informar sobre possiveis conflitos de interesse.
Isso se estende para editoriais e artigos de reviséo, e deve ser feito nha ocasiao
do envio do manuscrito. Cabe ao editor decidir se esta informacéo deve ou ndo
ser publicada e uséa-la para tomar decisdes editoriais. Uma forma comum de
conflito de interesse é o financiamento de trabalhos de pesquisa por terceiros,
que podem ser empresas, 6rgaos publicos ou outros. Esta obrigacdo para com
a entidade financiadora pode levar o pesquisador a obter resultados que a
satisfagcam, tornando o estudo tendencioso. Autores devem descrever a
interferéncia do financiador em qualquer etapa do estudo, bem como a forma de
financiamento e o tipo de relacionamento estabelecido entre patrocinador e
autor. Os autores podem optar por informar nomes de pareceristas para 0s quais
seu artigo ndo deva ser enviado, justificando-se.

PRIVACIDADE E CONFIDENCIALIDADE

Informacdes e imagens de pacientes que permitam sua identificacdo sé devem
ser publicadas com autorizacédo formal e por escrito do paciente, e apenas
quando necessarias ao objetivo do estudo. Para a autorizacdo formal, o paciente
deve conhecer o conteudo do artigo e ter ciéncia de que este artigo podera ser
disponibilizado na internet. Em caso de duvida sobre a possibilidade de
identificacdo de um paciente, como fotos com tarjas sobre os olhos, deve ser
obtida a autorizacdo formal. No caso de distorcdo de dados para evitar
identificacdo, autores e editores devem assegurar-se de que tais distorcbes
naocomprometam os resultados do estudo.
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EXPERIENCIAS COM SERES HUMANOS E ANIMAIS

Toda matéria relacionada com pesquisa em seres humanos e pesquisa em
animais deve ter aprovacao prévia de Comité de Etica em Pesquisa ou Comiss&o
de Etica no uso de animais, respectivamente. Os trabalhos dever&o estar de
acordo com as recomendacdes da Declaracdo de Helsinque (vigente ou
atualizada), das Resolucdbes CNS 196/96 e complementares e da Lei
11.794/2008 para estudos em animais. E importante indicar o nimero do registro
do projeto no respectivo Comité ou Comisséo de Etica, bem como da Comiss&o
Nacional de Etica em Pesquisa, se aplicavel.

PREPARO DO ARTIGO

O cadastro no sistema e posterior acesso ou login sdo obrigatérios para
submisséo e verificacdo do estagio das submissoes.

Identificacdo: devem constar: a) Titulo do artigo, que deve ser claro e conciso.
N&o usar abreviaturas. Deve-se apresentar a versao do titulo reduzido para
constar no cabecalho e titulo no idioma inglés; b) nome completo dos autores; c)
instituicdo e o setor ou unidade da instituicdo a que cada autor esté filiado (titulos
pessoais e cargos ocupados ndo deverao ser indicados); d) nome da instituicao
onde o trabalho foi realizado; e) indicacdo do autor responsavel pela
correspondéncia, acompanhada do endereco completo; f) se tiver sido
apresentado em reunido cientifica, deve-se indicar o nome do evento, o local e
a data da realizagéo.

TODOS OS NOMES DOS AUTORES INCLUIDOS NO MANUSCRITO DEVEM
SER CADASTRADOS NO SISTEMA

Resumo e Palavras-chave: os artigos devem conter o resumo em portugués e
em inglés. Verificar a estrutura e o nUmero maximo de palavras conforme
descrito para cada tipo de artigo especifico (ver anteriormente). Os resumos
estruturados, exigidos apenas para 0s artigos originais, devem apresentar, no
inicio de cada paragrafo, o nome das subdivisbes que compdem a estrutura
formal do artigo (Introducéo, Métodos, Resultados e Conclusées). As palavras-
chave, expressdes que representam o assunto tratado no trabalho, devem ser
em numero de 3 a 10, fornecidas pelo autor, baseando-se no DeCS (Descritores
em Ciéncias da Saude) publicado pela Bireme, que é uma traducdo do MeSH
(Medical Subject Headings) da National Library of Medicine, disponivel no
endereco eletrbnico: http://decs.bvs.br. As palavras-chave devem ser
apresentadas em portugués e em inglés.

Manuscrito: devera obedecer a estrutura exigida para cada categoria de artigo.
Citacdes no texto e as referéncias citadas nas legendas das tabelas e das figuras
devem ser numeradas consecutivamente na ordem em que aparecem no texto,
com algarismos arabicos. As referéncias devem ser citadas no texto
sobrescritas, conforme o exemplo: Texto?. texto!3, texto*6:2,

Tabelas: devem ser numeradas consecutivamente, com algarismos arabicos, na
ordem em que foram citadas no texto e encabecadas por um titulo apropriado.
Devem ser citadas no texto, mas deve-se evitar a duplicagdo de informacao. As
tabelas, com seus titulos e rodapés, devem ser autoexplicativas. As abreviacdes
devem ser especificadas como nota de rodapé sem indicacdo numérica. As
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demais notas de rodapé deverdo ser feitas em algarismos arabicos e
sobrescritas.

Figuras e graficos: as ilustracdes (fotografias, graficos, desenhos, etc.) devem
ser enviadas em arquivos separados, em formato JPG (em alta resolucédo — no
minimo, 300 dpi). Devem ser numeradas consecutivamente com algarismos
arabicos, na ordem em que foram citadas no texto e serem suficientemente
claras para permitir sua reproducao e estarem no mesmo idioma do texto. Ndo
serdo aceitas fotocopias. Se houver figuras extraidas de outros trabalhos
previamente publicados, os autores devem providenciar a permissao, por escrito,
para a sua reproducdo. Esta autorizacdo deve acompanhar 0os manuscritos
submetidos a publicacdo. As figuras devem possuir um titulo e legenda (se
necessario). Ambos devem preceder a figura propriamente dita.

Abreviagdes: as abreviagdes devem ser indicadas no texto no momento de sua
primeira utilizacdo. No restante do artigo, ndo é necessario repetir 0 nome por
extenso.

Nome de medicamentos: deve-se usar o nome genérico.

Havendo citacao de aparelhos/equipamentos: todos 0Ss
aparelhos/equipamentos citados devem incluir modelo, nome do fabricante,
estado e pais de fabricagao.

Agradecimentos: devem incluir a colaboracdo de pessoas, grupos ou
instituicbes que tenham colaborado para a realizacdo do estudo, mas cuja
contribuicdo néo justifigue suas inclusées como autores; neste item devem ser
incluidos também os agradecimentos por apoio financeiro, auxilio técnico, etc.
Devem vir antes das referéncias bibliograficas.

Conflitos de interesse: Caso haja algum conflto de interesse (ver
anteriormente) o mesmo deve ser declarado. Caso ndo haja, colocar nesta
secao: “Os autores declaram n&o haver conflito de interesse”.

Referéncias: devem ser numeradas consecutivamente, na mesma ordem em
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