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“O aumento do conhecimento é como uma esfera dilatando-se
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Resumo

A quantificacdo celular do Liquido Cefalorraquidiano (LCR) € uma metodologia com
grande relevancia nos servicos de Patologia Clinica, em especial na area de
hematologia, homeadamente em caso de doencas neuro-inflamatérias, hemorragias
subaracnoideias e doencas hemato-oncologicas. Apesar dos inimeros avangos
tecnolégicos dos contadores celulares autométicos, no Servico de Patologia Clinica
(SPC) do Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa Francisco Gentil (IPOLFG) a
contagem de células no LCR é atualmente realizada com hemocitémetro (camara de
Nageotte) e posteriormente, caso o numero de células ultrapasse o valor de referéncia,
procede-se a contagem diferencial de células utilizando técnicas de cito-centrifugacao
e coloragdo por May-Griinwald-Giemsa. Trata-se de um procedimento moroso e
dependente da presenca constante de profissionais altamente qualificados.

Neste trabalho foi avaliada a possibilidade de automatizar a contagem de células no
LCR, através de um estudo descritivo-comparativo, com o objetivo de validar e
implementar o método. Assim comparou-se o método manual de contagem de células
do LCR (método de referéncia) com o método automatico do Alinity hg. Os dados
obtidos foram tratados estatisticamente de modo a determinar a concordancia entre os
métodos e ainda a capacidade de o Alinity hq discriminar as amostras patolégicas (= 5
leucécitos/pL) das normais (<5 leucdcitos/uL).

Utilizando o método de Bland-Altman, obteve-se para os leucécitos uma diferengca média
entre 0 método manual e o Alinity hq de — 2,0 leucécitos/uL e uma concordancia (com
intervalo de confianga de 95%) de [-30,18 a 26,18 leucdcitos/pL]. Para os eritrocitos, a
diferenca média obtida foi de -106,36 eritrécitos/uL e a concordancia (com intervalo de
confianca de 95%) de [-934,64 a 721,96 eritrécitos/pL].

Apesar dos resultados obtidos abrangerem o conjunto de valores com interesse clinico,
seria desejavel obter-se mais resultados patolégicos e assim aprofundar o estudo do
desempenho do Alinity hqg.

A baixa concentracdo celular do LCR e os valores de aceitacdo clinica definidos para o

método, ndo apoiam a implementacéo do Alinity hq na pratica clinica.

Palavras-chave: liquido cefalorraquidiano; hemocitémetro; automatizagéo; Alinity hq;

contagem diferencial de células;
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Abstract

Cell guantification in the Cerebrospinal fluid (CSF) is a method with great relevance in
clinical pathology laboratories, especially in haematology, namely when neuro-
inflammatory, subarachnoid bleeding and neoplastic pathologies are suspected. Despite
the numerous technical improvements of the automatic haematology analysers, in the
Clinical Pathology Department at the Portuguese Institute of Oncology in Lisbon, the
CSF cell count is currently performed with a hemocytometer (Nageotte chamber).
Subsequently, if the cell count is higher than the reference value, the differential count is
accomplished through May-Griinwald-Giemsa staining. This is a time-consuming
process that depends on the availability of skilled professionals.

To access the possibility to automate the CSF cell count, a comparative-descriptive study
was conducted, with the aim to validate and implement the method. So therefore, a
comparison between the manual CSF cell count method (reference method) and the
Alinity hq automatic analyser was performed. The collected data was statistically
processed to access the limits of agreement between both methods and the ability of
Alinity hqg to discriminate pathological samples (= 5 leucocytes/uL) from normal samples
(< 5 leucocytes/uL).

Using Bland-Altman method, we obtained for leucocytes a mean difference between
manual count and automatic count of — 2,0 leucocytes/uL and an agreement (with a
confidence interval of 95%) of [-30,18 to 26,18 leucocytes/uL]. For the erythrocytes, we
obtained a mean difference of -106,36 erythrocytes/uL and an agreement (with a
confidence interval of 95%) of [-934,64 to 721,96 erythrocytes/uL]. Although the obtained
results cover the range of values with clinical interest, we hoped to get more pathologic
results and therefore improve the study of Alinity hg's performance.

The CSF low cellular content and the clinical accepted reference values imposed for the

method are a hinder to implement the Alinity hq in the clinical practice.

Keywords: cerebrospinal fluid; haemocytometer; automation; Alinity hq; cell differential

count;

Vi
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1. Introducao

O liquido cefalorraquidiano (LCR) é atualmente um foco de interesse na investigagéao,
particularmente nas areas do diagnostico com recurso a técnicas moleculares. Os
avancos conseguidos trouxeram novas perspetivas em relacdo ao diagnéstico de
patologias ja conhecidas, tratamentos e ainda novos campos de investigagdo'. No
entanto, ndo tem havido grandes progressos no que toca a sua quantificacao celular.
Independentemente dos inUmeros avangos tecnoldgicos dos laboratérios de patologia
clinica trazidos pela automatizacédo, principalmente no que respeita a uniformizacao de
procedimentos, rapidez de resultados, seguranca dos profissionais e reducéo de erros?,
a contagem de células no LCR continua a ser um procedimento manual. No Servico de
Patologia Clinica (SPC) do Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa Francisco Gentil
(IPOLFG), a contagem total de células no LCR é feita utilizando camara de Nageotte e
posteriormente, caso o nimero de células ultrapasse o valor de referéncia, procede-se
a avaliacdo por exame direto corado com técnica de cito-centrifugacdo e posterior
coloragdo por May-Griinwald-Giemsa (MGG)*.

A contagem de células no LCR é um procedimento fundamental num servico de
patologia clinica, particularmente na area de hematologia, quando existe suspeita de
doencas neuro-inflamatérias, hemorragias subaracnoideias e doencas hemato-
oncoldgicas®. Situacées emergentes de encefalite ou meningites obrigam a que néo sé
o exame, mas também profissionais altamente qualificados, estejam sempre
disponiveis®. Até hoje a metodologia de referéncia para o procedimento é a contagem
manual em camara®, seguida de contagem diferencial por microscopia®. A
implementacdo de contadores automaticos de células para este procedimento tem
apresentado varios desafios, particularmente técnicos, uma vez que o desempenho
analitico dos contadores automaticos esta dependente ndo s6 dos seus fundamentos
analiticos, como também do software utilizado*. Os equipamentos disponiveis ndo foram
concebidos para a contagem de amostras com baixa concentrag&o celular, assim como
para a identificacdo de células anormais que podem estar presentes no LCR*. Mesmo
existindo protocolos especificos para contagem total de células nucleadas em fluidos
biologicos, a baixa sensibilidade analitica dos mesmos traduz-se numa limitagdo da
tecnologia. Esta limitacdo tecnoldgica tem implicacdes na validade pratica dos
eguipamentos, caso os contadores celulares ndo sejam capazes de diferenciar valores

normais de patolégicos, entdo a sua utilizacédo é questionavel*®.
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Este projeto de investigacdo pretende avaliar e comprovar a validade do método
automatico para quantificar células no LCR, comparativamente com o método manual,
utilizando o contador celular Alinity hg e assim permitir a implementacdo do método no
SPC do IPOLFG. Séao espectaveis ganhos na rapidez de obtencdo de resultados e
resposta clinica, o aumento da disponibilidade de profissionais para outras tarefas, a
diminuicdo da variacdo intra e inter-operador inerente a técnica manual e ainda a

aguisicdo de dados do analisador que orientem o exame morfoldgico.
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2. Contextualizacao teorica

2.1. Liquido Cefalorraquidiano

O LCR é um liquido limpido e incolor, que reveste o cérebro e a espinhal medula e
desempenha funcdes essenciais a manutencdo da homeostasia do cérebro’.
Historicamente, o LCR era ja conhecido pelos antigos egipcios e gregos, como o liquido
que “preenche o cérebro™. Na verdade, durante séculos, o LCR fascinou fil6sofos,
anatomistas, fisiologistas, bioquimicos e neurologistas, que obtiveram grandes
progressos no entendimento do LCR®. Grandes anatomistas dos séculos XV e XVI, entre
0s guais da Vinci e Vesalius, descreveram a estrutura do sistema ventricular do cérebro,
sem, no entanto, concluirem sobre 0s seus mecanismos fisiolégicos. Sé mais tarde, em
1914 e em 1918, os neurocirurgides Harvey Cushing e Walter Dandy, respetivamente,
descreveram a producéo de LCR no adulto®. Apesar de hoje se reconhecerem ao LCR
mais funcdes do que somente de ambiente de suporte e resisténcia aos choques do
cérebro, durante muitos anos essas eram a Unicas fungdes que lhe eram atribuidas®.
Anatomicamente, o cérebro e a espinhal medula estdo cobertos por 3 membranas
meningeas: dura-mater a mais superficial, a membrana aracnéideia no meio e a pia-
mater no interior e que se liga estritamente a superficie do encéfalo e a espinhal medula.
O LCR esta presente no espaco subaracnoide, entre a membrana aracnoideia e a pia-
mater, circulando pelos hemisférios cerebrais até a espinhal medula. O LCR é
maioritariamente formado nos plexos coroideus, através de mecanismos de
ultrafitracdo e secrecdo ativa®. Existem granulacdes de tecido aracnoideu,
denominadas granulacdes de Pacchioni, nas quais 0 LCR passa para 0s seios durais.
Os seios durais estdo cheios de sangue e no seu interior o LCR reintegra a corrente
sanguinea. O epitélio do plexo coroideu e o endotélio dos capilares em contato com o
LCR formam a estrutura anatémica denominada barreira hematoencefalica®°. Adultos
saudaveis possuem um volume de LCR que varia aproximadamente entre 125 e 150mL,
do qual cerca de 20% encontra-se nos ventriculos®®.

O LCR é essencialmente composto pelos ides Na*, CI' e HCOs, com menores
quantidades de K*, Mg?*, Ca?*; algumas vitaminas (e.g. folatos, amino&cidos, tiamina e
fosfato piridoxal (forma ativa da vitamina B6)); péptidos e proteinas ativamente
transferidas para o LCR (e.g. leptina) ou sintetizados nos plexos coroideus e depois
transferidos para o LCR (e.g. transtiretina (pré-albumina), fator de crescimento

semelhante a insulina e fator neurotréfico derivado do cérebro). Sé uma pequena parte
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das proteinas plasmaticas sdo transferidas para o LCR, tendo este muito baixa
guantidade das mesmas e sendo a maioria albumina®.

O LCR também contém células, essencialmente uma pequena selecdo de células de
linhagem hematopoiética, como linfécitos ou mondcitos que passaram do sangue e
atravessaram a barreira hematoencefalica do plexo coroideu. Esta permite uma entrada
minima de células do sistema imunitario e ainda de algumas macromoléculas, como
anticorpos. Deste modo, as células do sistema imunitario que estao presentes no LCR
sdo em numero reduzido, predominantemente linfécitos CD4* de memodria, cuja funcéo
€ fazer vigilancia imunitaria do Sistema Nervoso Central (SNC). Parte destas células
regressam posteriormente a érgaos linfoides secundarios’.

Ha autores que consideram que as interacdes entre os plexos coroideus e o LCR
constituem a 32 circulagéo e que esta realiza muitas fungdes comparaveis aos rins, tais
como nutricdo e manutengao da estabilidade do meio interno®. Na verdade, é assumido
que o LCR tem multiplas outras fun¢des implicadas na salde cerebral, das quais se
destacam: (1) equilibrio e protecdo contra traumatismos cranioencefalicos; (2)
transferéncia de micronutrientes do sangue para o cérebro e posteriormente para o
espaco extracelular do cérebro (e.g. vitaminas e minerais); (3) transporte e estabilizacao
de moléculas de sinalizagédo provenientes do sangue (e.g. hormonas) ou sintetizadas
nos plexos coroideus (e.g. transtirretina); (4) remocao de moléculas desnecessérias
para o cérebro (e.g. riboflavina, nucleosideos); (5) transferéncia bidirecional de
imunorreguladores (e.g. fator neurotroéfico derivado do cérebro), estimulando o cérebro
e ajudando-o a adaptar-se a situacGes de stress®; (6) contribui para a vigilancia
imunitaria do SNC (e.g. as células de linhagem hematopoiética que patrulham o espaco
subaracnoide a procura de agentes patogénicos)’.

O método mais comum para obter LCR, € um procedimento denominado puncéo
lombar3. Antes da colheita, deve ser feita a histéria clinica do paciente e um exame fisico
ao mesmo. Para se obter a melhor informacgé&o possivel do LCR, a amostra tem de ser
corretamente colhida e processada. Os clinicos devem ter conhecimento da quantidade
de amostra necessaria para a realizacao dos testes requeridos e fornecer informacéao
clinica apropriada ao laboratério®. Idealmente, durante a colheita, as amostras de LCR
devem ser divididas em 3 amostras identificadas sequencialmente: a primeira para
estudos bioquimicos e imunoldgicos, a segunda para exame microbiol6gico e a terceira
para contagem total e eventual diferenciacdo celular®>. A puncdo lombar é um
procedimento invasivo, que consiste na introdu¢édo de uma agulha abaixo do final da
espinhal medula, atravessando a dura-mater, de forma a aceder ao espaco

subaracnoide. O procedimento é feito com o doente em posicao de decubito lateral ou



Quantificagdo celular no Liquido Cefalorraquidiano: estudo comparativo entre método manual e Alinity hq

sentado, de forma a aceder ao espaco entre as vertebras L3/L4 ou L4/L5, ambos

adequados ao procedimento?!.

Lumbar Puncture (Spinal Tap)

Lumbar
Vertebra L4

J

Figura 2.1. - Posicionamento do doente e localizagdo da pun¢éo lombar. Adaptado de

www.hopkinsmedicine.org.

A realizacdo de puncao lombar esté indicada em 4 categorias de doenca: (1) infecéo
meningea (e.g. infegbes bacterianas, virais e fungicas); (2) hemorragia subaracnoide
(e.g. resultante da rutura de um aneurisma); (3) doenca maligna envolvendo o SNC (e.g.
leucemias agudas e linfomas com envolvimento da espinhal medula, tumores do cérebro
com envolvimento do LCR como meduloblastoma); (4) doengas desmielinizantes (e.g.
esclerose multipla, polineuropatia desmielinizante inflamatéria)®>. Como qualquer
comportamento invasivo, se o risco do procedimento for superior ao beneficio, 0 mesmo
esta contraindicado!. Os principais riscos para proceder a punc¢édo lombar séo: infecéo
no local da puncéo, didtese hemorragica, anomalias congénitas e risco de herniagédo do
SNC!, Também podem surgir algumas complicacdes ap6s o procedimento: desconforto
local e dor radicular, hematoma no local da puncdo, meningite, cefaleias e fuga

persistente de LCR (apés a puncéo)*®.

2.2. Exame macroscopico do LCR
O aspeto normal do LCR é incolor e limpido®. Estando a decorrer algum processo
patolégico, o liquido pode assumir diferentes aspetos:

e Turvo - esta geralmente relacionado com pleocitose (associada a uma contagem

de leucécitos superior a 200/pL), presenca de microrganismos ou de eritrocitos
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(contagem de eritrocitos superior a 400/uL) ou ainda a presencga de valores de
proteinas aumentados?;

¢ Hematico — esta geralmente relacionado com a presenca de sangue e como tal
pode resultar de hemorragia subaracnoide, hemorragia intracerebral, enfarte ou
colheita traumatica?®;

e Xantocromico — esta geralmente relacionado com hemorragia subaracnoide, em
que a lise dos eritrocitos ocorre 1 a 2 horas apds o evento, originando uma
coloracdo rosada, alaranjada ou amarelada®. Esta coloracdo é resultante da
degradacdo da hemoglobina em oxihemoglobina, metahemoglobina e
bilirrubina’?. Quando ocorre hemorragia subaracnoide, 12 horas apdés o evento
a xantocromia esté presente em mais de 90% dos pacientes e pode permanecer

por duas a quatro semanas'?.

E ainda importante referir que o LCR normal ndo coagula®. No entanto em situacdes
de grande aumento de proteinas no LCR, amostras heméticas resultantes de
colheitas traumaticas (devido a presenca de fibrinogénio) ou situa¢des de infe¢des

meningeas, a amostra pode coagular®.

Figura 2.2. -. Aspeto macroscopico do LCR. Da esquerda para a direita, exemplos de LCR
normal, LCR hemético apds hemorragia subaracnéide recente e LCR apdés hemorragia

subaracnoide h& 36 horas. Imagem adaptada de Kjeldsber C, et al, 1993.

2.3. Avaliagéo laboratorial do conteudo celular do LCR

A contagem e diferenciacdo de células sdo fundamentais para investigacdo de
patologias relacionadas com o SNC. A contagem total de células geralmente obtém mais
atencdo dos clinicos, uma vez que estd pronta mais rapidamente que a avaliacao
citoloégica. Por outro lado, quando as contagens estdo elevadas, perceber quais as
células que estdo maioritariamente presentes também traz informacao fundamental ao

diagndstico’.
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Apesar de nos adultos os valores normais de leucdocitos serem consensuais, 0 mesmo
ndo acontece nas criancas®. Na tabela 2.1. (valores de referéncia do LCR utilizados no

IPOLFG) estdo indicados os valores normais utilizados no SPC.

Idade Leucocitos /uL
> 18 anos 0-5
>1 ano 0-10
<1lano 0-30

Tabela 2.1. - Valores de referéncia do LCR utilizados no IPOLFG. Adaptado de Kjeldsber
C, etal 1993.

As elevacBes do numero de leucédcitos acima dos valores normais no LCR séo
denominadas pleocitoses e séo caracteristicas de respostas inflamatérias a patologias
diversas, tais como meningite, patologias autoimunes do SNC ou disseminacdo
leptomeningea’. As pleocitoses podem ser de natureza ndo-inflamatoéria, surgindo em
situacbes como: acidente vascular cerebral, ataque epilético, traumatismo
cranioencefdlico, intervencdo neurocirdrgica ou hemorragia subaracnoideia’. Nestas
situacdes diz-se que a pleocitose € reativa e geralmente apresenta-se com contagens
ligeira ou moderadamente aumentadas’. Pleocitoses com grandes aumentos celulares
estdo geralmente associados a meningites’. Uma vez identificada a pleocitose, o valor
informativo do exame morfoldgico das células do LCR é fundamental’.

A presenca de eritrocitos no LCR pode dever-se a duas situagdes: hemorragia
subaracnoideia ou punc¢éo traumética. A distincdo entre ambas € importante, uma vez
que a hemorragia subaracnoideia estd associada a mortalidade e morbilidade
significativas. Apesar de existirem métodos mais precisos, a inspecédo visual do LCR
continua a ser pratica mais frequente para diagnosticar hemorragia subaracnoideia 2.
Apesar da verdadeira prevaléncia de puncdes traumaticas ser desconhecida, alguns
autores sugerem valores que variam entre os 10 e os 20%**. Uma préatica que poderia
ajudar a esclarecer se a puncao é traumatica, seria avaliar o contetdo celular de 3 tubos
de LCR colhidos consecutivamente!?. Se o ndmero de eritrécitos se mantiver
relativamente constante, assume-se que 0s eritrécitos tém origem numa hemorragia
subaracnoideia, se por contrario a contagem diminuir, entdo estaremos perante uma
puncéo traumatical?. O método dos 3 tubos, como é denominado, nem sempre eficaz!?
e geralmente ndo € utilizado. Na prética clinica para distinguir a proveniéncia dos
eritrocitos ha duas observacdes que € importante fazer: (1) durante a colheita o clinico

verifica visualmente que o primeiro tubo tem maior quantidade de sangue e que nos
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seguintes ha uma diminuigdo progressiva do mesmo, entdo suspeita-se de puncgao
traumatica3; (2) no laboratério, apés centrifugacdo da amostra, se a amostra estiver
limpida e com depoésito de eritrécitos no fundo do tubo, entdo trata-se de puncao
traumatica, mas se a alteracdo de coloracdo se mantiver trata-se de hemorragia
subaracnoideia®. Pode-se definir pungdo traumaética, quando se tem mais de 10
eritrécitos/uL no LCR®¥. A contagem de eritrécitos em si mesma tem pouco valor
diagnéstico, pois os mesmos sdo geralmente devidos a contaminacdo do sangue
durante a colheita®. No IPOLFG, o servico de pediatria tem especial interesse nas
contagens de eritrécitos, pois as mesmas servem para estratificar os doentes em
ensaios clinicos e avaliar o risco de leucemia do SNC (leucemia do SNC é definida como
a presenca de mais de 5 leucocitos/UL no LCR e a presenca de blastos?®). E ainda
importante referir que pungdes trauméticas com evidéncia de blastos no LCR, estdo
associadas a pior prognéstico®®.

Se houver suspeita de colheita traumatica, pode-se fazer um calculo com o objetivo de
corrigir a contagem de leucdcitos. Este célculo, no entanto, assume que todos 0s
eritrocitos presentes sdo resultado da colheita e ndo de qualquer hemorragia
intracerebral ou subaracnoide. A férmula utilizada no SPC esta de seguida descrita:

LeucS x EritF
EritS
Leuc = Leucdcitos no LCR antes de ser adicionado sangue

Leuc = LeucF —

LeucF = Contagem total de Leucécitos no LCR
EritF = Contagem total de eritrécitos no LCR
EritS = Contagem total de eritr4citos no sangue

LeucS = Contagem total de leucécitos no sangue

O tempo desde a colheita da amostra de LCR, até a sua chegada e processamento no
laboratério é critico para a avaliacdo do conteldo celular’. Apés a colheita, o LCR
rapidamente torna-se téxico para as células la presentes e limita muito o seu tempo de
vida’. Se o conteldo celular das amostras nao for avaliado logo apés a colheita, ocorrem
fendmenos de lise dos leucécitos que daréo resultados abaixo dos reais®. Em estudos
em que se adicionou sangue homélogo a amostras de LCR sem células, verificou-se
gue apos duas horas a temperatura ambiente 40% dos leucécitos foram lisados e que
a 4° C s6 15% sofreram lise®. Os mesmos estudos confirmaram que néo se verificou lise
significativa dos eritrcitos®. Nas amostras obtidas por puncgédo traumatica, a lise dos
eritrocitos comeca uma a duas horas apés a colheita e como tal € importante iniciar a

avaliacdo celular logo, para que néo haja casos de falsos positivos de xantocromia®. A
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juntar a este facto, as populacdes celulares presentes no LCR ndo diminuem ao mesmo
tempo, os granuldcitos sdo afetados primeiro, depois 0s mondcitos e por fim os
linfécitos’. O facto de o LCR ser um meio hipoténico, com baixa concentracéo de
proteinas e lipidos contribui para a destruicdo celular®. Se as amostras ndo forem
processadas idealmente num periodo de uma hora (no maximo duas horas apés a
colheita), poderemos estar a comprometer um correto diagnéstico. Quando se antecipa
um atraso nas contagens celulares, deve-se refrigerar a amostra®.

No presente estudo, ndo foram encontrados critérios bem definidos para a rejeicao de
amostras de LCR utilizados para contagens celulares. No laboratério de hematologia do

SPC do IPOLFG, s0 se rejeitam amostras muito hematicas e/ou com coagulo.

2.3.1. Contagem manual de células no microscopio 6ptico

As contagens totais de células no LCR sdo comumente executadas manualmente em
hemocitdmetros®® ou camaras de contagem. Quando se tornou claro o baixo contetdo
celular do LCR, o desenvolvimento de métodos fiaveis e praticos para a contagem de
células revelou-se um grande desafio. Em 1904, Fuchs e Rosenthal desenvolveram o
seu método de contagem em camara’, a camara de Fuchs-Rosenthal que ainda hoje é
o método de referéncia para a contagem de células no LCR*"1". Contudo, o método
desenvolvido sé permite fazer a contagem total de células, ndo as diferencia’. E
também importante referir que existem disponiveis no mercado véarios hemocitometros,
cujas diferencas consistem essencialmente nas medidas das grelhas de contagem e na
profundidade da camara. Uma vez conhecidas e percebidas as dimensdes da camara,
a area em que se faz a contagem pode ser adaptada para facilitar a contagem em
amostras com muitas ou poucas células®. No SPC o hemocitémetro utilizado para
executar contagens de células no LCR é a camara de Nageotte. A camara de Nageotte
permite executar contagens de leucécitos com concentracfes baixas e que estariam
perto dos limites de sensibilidade de outros hemocitémetros*®.

Independentemente do hemocitometro utilizado, as contagens manuais em camara
possuem a maioria das desvantagens associadas aos métodos manuais: resultados
mais demorados, relativamente alta inexatidédo, baixa precisdo?, alta variabilidade inter-
observador® e necessidade constante de pessoal especializado no laboratério*?-23,
Também existem desvantagens e problemas exclusivos do método manual com
hemocitometro, dos quais se destacam: obrigatoriedade de manter a camara limpa e
seca, necessidade de preenchimento correto com a amostra para controlar o volume

analisado, cuidado para ndo se deteriorar (partir e riscar) as camaras que séo de vidro
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e como tal frageis, risco de exposicdo a material potencialmente infecioso devido a

reutilizacdo das camaras?? e elevado custo do hemocitémetro.

Tiele Dept Hageotte (€

Figura 2.3. —Camara de Nageotte utilizada no SPC do IPOLFG. Imagem inédita.

2.3.2. Contagem de células automatica

Atualmente existe um consenso de que a automatizagéo dos laboratérios melhora a sua
produtividade, contribui para uma maior integridade dos dados diminuindo o tempo de
desenvolvimento dos métodos e de disponibilizacdo de resultados?. E também
amplamente aceite que a automatizacdo acarreta potenciais beneficios econdémicos?*,
A automatizacdo também aumenta a seguranca de todos os envolvidos no processo
analitico, uma vez que reduz a manipulacdo de amostras biol6gicas (e.g. transporte,
aliquotagem, menos processos manuais)?. Deste modo a automatizacdo assegura a
reducdo dos acidentes ocupacionais e das tarefas monétonas, possibilitando aos
trabalhadores dedicarem-se a tarefas que permitam o desenvolvimento e expanséo do

préprio ou do laboratério?.

2.3.2.1. Contador de células automatico Alinity hq

Figura 2.4. — Contador celular automatico Alinity hg. Adaptado de

www.corelaboratory.abbott.com

O equipamento Alinity hq é um analisador hematolégico automatico, concebido para
executar contagens de células hematopoiéticas, em amostras de sangue total'’. O

Alinity hg € um citometro de fluxo que utiliza principios 6pticos para todas as suas
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medi¢Bes: (1) a hemoglobina € lida por um método espectrofotométrico; (2) as células
nucleadas sdo medidas recorrendo a um reagente patenteado, composto por um
corante fluorescente utilizado para corar os nucleos das células e fazer a sua distincao
por dispersdo 6ptica e fluorescéncia. Deste modo, o Alinity hg, consegue fazer a
contagem diferencial de leucdcitos, reportando 6 populacdes, incluindo os granuldcitos
imaturos, e ainda distinguir os eritrocitos nucleados. E ainda importante referir que o
Alinity hg, no processo de contagem dos leucdcitos, faz a lise dos eritrécitos. Este
procedimento tem como objetivo diminuir a interferéncia dos eritrécitos ha contagem de
leucdcitos?; (3) eritrocitos e plaquetas também sdo contados por dispersdo Optica
utilizando detetores em angulos diferentes dos utilizados para os leucécitos. Durante as
medi¢Bes por dispersdo Optica, um feixe de luz laser incide numa amostra de sangue
diluido, que circula na célula de fluxo, utilizando uma tecnologia denominada focagem
hidrodinamica. A medida que as células vdo passando na célula de fluxo, a luz que
incide diretamente nas células é dispersa em varias dire¢cdes e captada por varios
detetores de luz, que posteriormente convertem esses mesmos sinais em impulsos
elétricos. Os impulsos elétricos sdo depois transmitidos para um computador que os
analisa e armazena. Os sinais fornecem detalhes acerca da estrutura da célula, como
por exemplo o tamanho, complexidade, lobularidade/segmentacdo nuclear e presenca
de granulos citoplasmaticos, que por sua vez permitem identificar a célula. Células com
propriedades de disperséo de luz semelhantes formam popula¢des que se aglomeram

em locais especificos dos citogramas e podem distinguir-se de outras populacdes

recorrendo a algoritmos avancados de software?.

‘ 90°D 0° Various

| Angles of

Focused Laser 10° Scattered
Beam : —Tight |

Figura 2.5. — Tecnologia MAPSS™. Adaptado de www.corelaboratory.abbott.com

Quanto maior o numero de detetores utilizados no equipamento, maior é a informacao
disponivel para distincdo das células e por conseguinte, maior a precisdo do método?.

A tecnologia utilizada pelo Alinity hg, denominada MAPSS™ (Multi-Angle Polaryzed
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Scatter Separation), resulta do aperfeicoamento de uma tecnologia ja existente em
equipamentos Abbott, sofrendo, no entanto, algumas melhorias. Deste modo, 7
detetores de luz, em combinagdo com fluorescéncia, criam sinais Unicos para cada
célula, permitindo a diferenciacdo de subpopulac¢des leucocitarias, assim como uma
distingdo fiavel de plaguetas e eritrocitos'’. A utilizacdo de um sinal fluorescente
aumenta ainda mais a capacidade de detecdo e diferenciagdo da tecnologia de
dispersédo optica®®. Os detetores, angulos em que se encontram e a respetiva funcéo,

encontram-se descritos na tabela 2.2. (detetores do Alinity hq e respetiva fung¢ao):

Tabela 2.2. — Detetores do Alinity hq e respetiva funcéo. Legenda: CBC (Complete Blood
Count). Adaptado de Wright D. et al.- (Advances in Automated Hematology Analysers: Optimizing

Optical Technology).
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Axial Light Loss 0°-0,61° Tamanho da Todos os
- célula maodulos
Intermediate 3,00 - 7,45° Conteudo Todos os
- Angle Scatter celular maédulos
Intermediate 2,240 - 4,5° Hemoglobina Eritrocitos,
Angle Scatter 1 plaguetas e
reticuldcitos
Intermediate 4,50 - 550 Volume celular Eritrdcitos,
Angle Scatter 2 plaguetas e
reticuldcitos
Intermdiate 5,59 - 7,45° Granulacdo Eritrocitos,
Angle Scatter 3 citoplasmatica plaguetas e
reticuldcitos
Polarized Side 90° (luz Segmentagéo Todos os
- Scatter polarizada) nuclear maédulos
Depolarized 90° (luz Granulos CBC
- Side Scatter despolarizada) eosindfilos (eosindfilos)
Fluorescense 90° Fluorescéncia CBC (células
Light 1 (fluorescéncia) nucleadas) e
reticulocitos
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IAS x ALL (WBC)

[t

FL1 x ALL (WBC) L° PSS x DSS (WBC) ,»|  1AS1 xIAS3 (RBC/PLT) 1°

83538

ALL

ALL

DSS
1453

1AS FL1 ] 1AS1

Figura 2.6. — Citogramas obtidos no Alinity hg a partir de um sangue normal. Os trés
primeiros citogramas mostram a separacdo das células com base no tamanho (ALL),
complexidade (IAS), fluorescéncia (FL1), lobularidade (PSS) e despolarizacdo da luz (DSS). As
diferentes cores representam as células: azul (linfécitos), roxo (monécitos), amarelo (neutrofilos),
verde (eosindfilos) e branco (basdfilos). O citograma da direita, representa a separacdo de

eritrécitos (vermelho) e plaguetas (amarelo). Imagem inédita.

2.3.3. Exame cito-morfologico do LCR

O método de referéncia para a contagem diferencial de células no LCR é a microscopia
optica®. Assim sendo, a contagem é feita apds cito-centrifugacéo da amostra e posterior
coloracdo®. No SPC, a coloracéo utilizada é o May-Grunwald — Giemsa (MGG). Apesar
de j& existirem registos de utilizacdo de equipamentos automaticos para contagem de
células no LCR e de estes fazerem concomitantemente a diferenciacdo das células
presentes na amostra, os métodos automaticos nao podem atualmente substituir a
microscopia na diferenciacdo de células?. Para que tal aconteca, terdo de se resolver
algumas limitagBes tecnoldgicas relacionadas com volume de amostra necessario para
processamento e também com o reconhecimento e diferenciacdo de células?.
Atualmente os contadores celulares ndo tém capacidade de detetar certas células
patolégicas que podem ser encontradas no LCR, tais como células ndo hematopoiéticas
(e.g. células neoplasicas)’. Deste modo, o exame citolégico do LCR é de grande valor
informativo. Porém, ha que ter em consideracao que dependendo do sistema imunitario
de cada paciente, idade, comorbilidades, estadio da doenca e terapéutica instituida, os
achados citologicos podem ser mais ou menos caracteristicos e até coincidir entre
diferentes etiologias’. A tabela 2.3. (células predominantemente encontradas no LCR e
respetivas possiveis importancias clinicas) d4d uma indicag¢éo, ndo exaustiva, das células

predominantemente encontradas no LCR e dos seus possiveis significados.
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Tipo de célula Principal importancia clinica

Linfocito Célula normalmente presente no LCR.

Meningite viral, tuberculosa e fangica.

Ocasionalmente, meningite bacteriana.
Esclerose mdltipla.

Doencas inflamatérias.

Neutrofilos Meningite bacteriana.
Fase inicial de meningite viral, tuberculosa e fungica.
Hemorragia intracraniana.
Injecdes intratecais.
Monécitos Célula normalmente presente no LCR.
Meningite viral, tuberculose e fungica.
Esclerose mdltipla.
Eosindfilos Infecdes parasitarias,
Reac0Bes alérgicas.
Macréfagos Meningites crénicas, meningites bacterianas tratadas.
Injecdes intratecais.

Hemorragias intracranianas.

Blastos Leucemias, linfomas.
Células linfoides Linfomas, leucemias.
malignas
Plasmacitos Esclerose multipla.

Reacdes inflamatorias sub-agudas e cronicas.
Células malignas Carcinomas metastaticos.
Carcinomas primarios do SNC.

Células ependimais e do Trauma, cirurgia, shunt ventricular e injecdes intratecais.

plexo coroideu

Tabela 2.3. — Células predominantemente encontradas no LCR e respetivas possiveis

importancias clinicas. Adaptado de Kjeldsber C, et al, 1993.

2.3.3.1. Cito-centrifugacao

A cito-centrifugagéo é uma metodologia usada com o objetivo de aumentar a capacidade
de identificar as células presentes no LCR®. Vai concentrar as células do LCR na lamina
para observacdo ao microscoépio optico, fornecendo mais células para andlise®. O
sistema de cito-centrifugacdo consiste num recipiente em forma de funil, papel de filtro

que absorve o0 excesso de liquido e numa lamina de vidro. Estes elementos sdo
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encaixados juntos através de um suporte especifico, sendo depois colocado um volume

7

de amostra estabelecido e o conjunto completo é centrifugado. As células sdo
concentradas e depositadas numa pequena area da lamina, formando um “botao” de
células, sendo o excesso de fluido absorvido pelo papel de filtro. A centrifuga é operada
a baixa velocidade, de modo a minimizar as altera¢cdes morfologicas dos elementos
celulares e apesar de haver alguma perda de células no papel de filtro, como esta nao

é seletiva, proporciona uma amostra representativa das células presentes no LCR?,

Figura 2.7. — Sistema de cito-centrifugacao do IPOLFG. Da esquerda, para a direita: suporte

de lamina, 1&mina, funil com respetiva tampa e sistema montado. Imagem inédita.

2.3.3.2. Coloracéo de May-Grunwald — Giemsa

O principal objetivo da coloragdo de amostras biolégicas como o LCR é observar as
células hematolégicas e avaliar a sua morfologia®. A coloragéo utilizada no SPC para
contagem diferencial de LCR é a de MGG, que por sua vez pertence a um grupo mais
amplo, as coloragbes de tipo Romanowski. Os corantes de tipo Romanowski s&o
bastante utilizados na rotina laboratorial e com eles obtém-se resultados bastante
satisfatérios?’. As suas notdveis capacidades de permitirem distingGes subtis de
coloracéo dos diferentes organelos celulares (efeito Romanowsky ou metacromasia),
dependem essencialmente de dois componentes: Azure B (trimetiltionina) e a Eosina Y
(tetrabromofluoresceina)?’. As reacbes de coloracdo sdo dependentes do pH%. Os
mecanismos pelos quais os componentes estruturais das células coram com corantes
especificos (4cidos e basicos) dependem das interagbes complexas que se
estabelecem entre 0s corantes e as estruturas quimicas das células, assim como das

interacdes das moléculas dos proprios corantes. O Azure B liga-se a moléculas
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anionicas e a Eosina Y liga-se aos locais catidénicos das proteinas. Assim sendo, as
estruturas acidas dos 4cidos nucleicos e das proteinas do nucleo e o citoplasma das
células mais primitivas, ligam-se ao corante Azure B, por outro lado, a presenca de
grupos basicos na molécula de hemoglobina, resulta na sua afinidade pelos corantes
acidos e cora com a eosina. Os granulos do citoplasma dos neutrofilos coram
fracamente pelos complexos Azures, os granulos dos eosindéfilos contém espermina e
sdo alcalinos, corando com a Eosina e os granulos dos baséfilos contém heparina, que

é acida e tem afinidade para o componente basico do corante?.

a O F

Figura 2.8 —Morfologia de células de leucemia linfoblastica aguda de um LCR, obtidas
apos cito-centrifugacao e coloragéo por May-Grinwald — Giemsa. Imagem adaptada de
Kjeldsber C, et al, 1993.
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3. Objetivos e hipoteses do estudo

3.1. Questéo de investigacao

E possivel automatizar a contagem total de células no LCR, utilizando o contador celular
automético atualmente disponivel no SPC, o Alinity hg?

3.2. Objetivo geral

s

Um dos desafios que os laboratorios atualmente enfrentam, é verificar se os seus
contadores celulares automéaticos estdo aptos a realizar a contagem de células em
liquidos biol6gicos'®, particularmente no LCR. Muitos laboratérios ja efetuam contagens
de células no LCR nos seus contadores automaticos ou j& comegaram a fazer a
verificacdo dos mesmos!®. Apesar de ja existirem alguns estudos a apoiar estas
verificacOes, é importante referir que estes, por vezes, sao feitos com equipamentos
para os quais os fabricantes ndo tém especificacées de desempenho?®. Deste modo,
torna-se responsabilidade do laboratério executar uma validagdo completa e ndo sé uma
verificagdo!®. A validacdo é geralmente executada pelo fabricante e fornece as
caracteristicas de desempenho de um método. Quando a validagdo néo é feita pelo
fabricante, a mesma deve ser realizada pelo laboratorio e deve seguir recomendagdes
e orientacbes para desenvolvimento de testes in-housel®. A verificacdo avalia a
conformidade do desempenho reportado pelo fabricante, no local onde o equipamento
operal®,

O objetivo geral deste estudo é comparar a contagem de células no LCR feitas pelo
método manual implementado no SPC, com a contagem feita pelo método automatico
do contador celular Alinity hg, de forma a permitir a sua implementagdo na rotina

laboratorial.

3.3. Objetivos especificos

Podem-se também descrever os seguintes objetivos especificos para este estudo:

e Validar a contagem de células no LCR no contador celular Alinity hq;
¢ Implementar o método desenvolvido para a contagem de células no SPC;
e Determinar que tipo de informagéo € possivel obter a partir da analise dos

citogramas, assim como dos alarmes dados pelo analisador;
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3.4. Hipobteses

No presente estudo foram colocadas as seguintes hipoteses:

HO — A contagem de células no LCR obtida pelo método manual é divergente dos
resultados obtidos no contador celular Alinity hq.

H1 — Os resultados das contagens de células no LCR obtidos pelo método manual
e pelo contador celular Alinity hg sdo reprodutiveis.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Tipo de estudo

Este estudo classifica-se como:

Quantitativo e ndo experimental — Um estudo quantitativo caracteriza-se pela
medida de varidveis e obtencdo de resultados numéricos, que podem
posteriormente ser generalizados a outras populacdes ou contextos?®. Um
estudo ndo experimental ndo visa estabelecer uma relagédo causa efeito, como
tal ndo existe intervencédo por parte do investigador, ndo existe grupo controlo e,
por conseguinte, distribuicdo aleatéria de participantes em grupo controlo e
grupo experimental?,

Descritivo-comparativo — O estudo descritivo tem como objetivo final definir as
caracteristicas de um fenébmeno e é utilizado quando existe pouco ou henhum
conhecimento acerca de um determinado assunto?®. Neste estudo realizdmos a
comparagdo entre a contagem manual de células no LCR com camara de
Nageotte e a contagem de células no LCR automatica utilizando o equipamento
Alinity hg®.

As variaveis que o compde sao:

Variadvel dependente — as contagens de células no LCR;
Variaveis independentes — a contagem manual de células e a contagem

automatica de células.

4.2. Local do estudo

A populacéo alvo do estudo foram os doentes a quem foi colhido LCR, em qualquer

servico do IPOLFG e aos quais foi pedida uma contagem de células.

4.3. Amostras

As amostras foram colhidas em tubos de centrifugagéo ndo estéreis de fundo conico,

com tampa de rosca, sem anticoagulantes e aditivos.
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4.4, Amostragem

O método de amostragem é ndo probabilistico, e fez-se por escolha racional®®. A
selecdo fez-se tendo em conta o volume da amostra de LCR (foram elegiveis as
amostras com um volume minimo de 0,5 mL, o suficiente para permitir a contagem de
células manual em camara de Nageotte, contagem de células automatica no Alinity hq
e caso fossem consideradas patologicas, a cito-centrifugacdo com eventual
concentracdo celular). Obteve-se um numero de amostras (N) de 222 amostras,
bastante superior ao minimo de 40 recomendados pelo International Council for

Standartization in Hematology (ICSH) para se obterem dados estatisticos validos?®.

4 5. Colheita de dados

A recolha de dados foi feita por meio de medidas objetivas: as contagens manuais de
células feitas em camara de Nageotte e as contagens de células autométicas feitas no

contador celular Alinity hg?®.

4.6. Procedimento laboratorial

4.6.1. Contagem de células

As amostras, independentemente do método de contagem, devem ser processadas
assim que recebidas no laboratério. Na altura da rececdo da amostra, faz-se uma
observacdo macroscOpica para a caracterizar como: limpida, turva, hematica ou

xantocrémica.

4.6.1.1. Contagem manual de células em camara de Nageotte

Ap6s homogeneizagdo da amostra, cobre-se uma camara de Nageotte limpa e seca
com lamela para controlar o volume da amostra. Procede-se ao preenchimento da
camara utilizando uma pipeta de Pasteur e deixa-se a amostra repousar, permitindo as
células sedimentar. A camara é colocada numa caixa de Petri, com papel de filtro no
fundo humedecido com &gua, até a sua observagdo microscépica. Para proceder
efetivamente a contagem, coloca-se a camara de contagem na platina do microscopio
e foca-se com a objetiva de 10X, de modo a observarem-se as malhas de contagem.

De seguida, muda-se para a objetiva de 40X e faz-se a contagem manual dos leucdcitos
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e/ou eritrécitos presentes na amostra. Contam-se no minimo 4 campos retangulares e
calcula-se a média dos elementos celulares encontrados. Cada campo retangular
possui um volume de 1,25 mm? (10 mm de comprimento, 0,25 mm de largura e 0,5 mm
de altura), como tal multiplica-se o valor obtido por 0,8 para fazer a conversao em células
por mm?3 ou pl.

Em situacdes de amostras hematicas, pode-se proceder a lise dos eritrocitos. Adiciona-
se acido acético de modo a obter-se uma diluicdo de 1:2 e reporta-se 0 numero de
leucécitos encontrados, multiplicando-se antes pelo fator de diluicdo (2X). Este
procedimento ndo se pode aplicar a doentes com Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA).
Nestes doentes procede-se & contagem dos eritrécitos e, se necessario para facilitar a
contagem, pode-se diluir a amostra com soro fisioldgico (0,9% de cloreto de sédio).

As amostras hematicas que se considerem resultantes de uma puncdo traumatica,
devem ser reportadas ao clinico, informando-se que as células encontradas s&o
eventualmente provenientes de contaminagdo da amostra. Se o clinico considerar
necessario obter-se uma contagem diferencial das células encontradas, deve fazer-se
uma correcdo da contagem de leucécitos, utilizando a féormula ja descrita. Este
procedimento ndo € aplicado aos doentes com LLA.

4.6.1.2. Contagem de células no contador de células automatico
Alinity hq
Tendo em conta o baixo conteudo celular do LCR e os riscos de contaminacdo da
amostra, as contagens de células no LCR no Alinity hq, tém de ser sempre realizadas
apos execucgdo de uma leitura de fundo. Esta contagem ir4 garantir que o equipamento
cumpre os critérios de desempenho necessarios e evidencia que as células contadas
pertencem & amostra e que ndo sao resultantes de contaminacéo dos componentes do
equipamento (tubos, sondas, agulhas). Tendo em conta o baixo contetdo celular do
LCR estabeleceu-se como limite da leitura de fundo 1 leucdcito/uL. Caso a leitura de
fundo esteja superior aos limites definidos, deve-se proceder a uma manutencao diaria
do equipamento e no fim, repetir a leitura de fundo. Se esta cumprir os critérios pré-
definidos, pode-se proceder a contagem de células, caso contrario ndo se podera utilizar
0 equipamento Alinity hqg.
A contagem no Alinity hg é feita em modo aberto, ap6s homogeneizagdo manual da

amostra pelo operador.
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4.6.2. Exame cito-morfolégico

Se houver amostras, cujos resultados da contagem manual sejam superiores aos
valores de referéncia, faz-se uma contagem diferencial celular das mesmas. Esta é feita
apo6s uma cito-centrifugacdo da amostra e posterior coloracdo por MGG. As amostras
que possuam uma contagem de leucdcitos inferior a 50 células/uL, devem ser
concentradas para aumentar a sensibilidade do método.

A concentracdo da amostra faz-se por centrifugacdo a 350 RCF (Relative Centrifugal
Force) durante 10 minutos, ap0s os quais se dispensa 0 sobrenadante e se
homogeneiza o sedimento que sera utilizado.

Monta-se o sistema de cito-centrifugagéo (suporte, lamina ja identificada e funil de cito-
centrifugacéo) e pipetam-se 100uL de amostra de LCR previamente homogeneizada
para um funil de cito-centrifugacdo. Centrifuga-se 2 minutos a 20 RCF na cito-centrifuga
Shandon Cytospin Il Cytocentrifuge (marca e modelo respetivamente). Apds secagem,
as laminas estao prontas para serem coradas.

Procede-se a coloracdo por MGG de acordo com o protocolo instituido no SPC: 7
minutos de May-Grunwald, 10 minutos de Giemsa, seguidos de 3 minutos de lavagem
com agua corrente e secagem das laminas.

As amostras coradas sdo depois observadas no microscépio optico.

4.7. Considerac0Oes éticas e legais

Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica para a Saude do IPOLFG, com a
referéncia UIC/1540, e pela Comissdo de Etica da ESTeSL, com a referéncia CE-
ESTeSL-N°. 104-2022. O presente estudo tem base num conjunto de amostras cedidas
pelo SPC do IPOLFG. N&o houve necessidade de obter consentimentos informados,
uma vez que nao foram tratados quaisquer dados pessoais e nao foi colhido volume de

amostra superior para o desenvolvimento deste trabalho.
4.8. Financiamento

O estudo decorreu no laboratério de hematologia do SPC, localizado no IPOLFG, sem

financiamento associado.
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5. Resultados

No presente estudo, com o objetivo de comparar os métodos de contagem de células
no LCR, obtiveram-se, no SPC do IPOLFG, 222 amostras de LCR, as quais foram
processadas de acordo com a metodologia previamente descrita.

De acordo com o seu aspeto macroscopico, as amostras foram caracterizadas como
limpidas, heméticas e turvas. No grafico 5.1. (caracterizacdo das amostras quanto ao
seu aspeto macroscépico) encontra-se representada a distribuicdo das amostras

obtidas, de acordo com a classificacdo descrita.

Amostra hemadtica

4.5% B Amostra limpida
Amostra turva B Amostra hematica
4.05% B Amostra turva

Amostra limpida
91.4%

Caracterizagao de amostras

Gréfico 5.1. — Caracterizagdo das amostras quanto ao seu aspeto macroscopico.

No anexo 1 (tabela de resultados) encontram-se os resultados obtidos para as amostras
processadas no estudo. Para os leucdcitos, o0 nimero minimo de leucdcitos obtidos em
ambos os métodos foi de 0 leucdcitos/pL, ja a contagem méaxima obtida para o método
manual foi de 810 leucocitos/uL e para o Alinity hq foi de 497 leucdcitos/pL.
Relativamente aos eritrocitos, também se obteve em ambos os métodos uma contagem
minima de O eritrocitos/pL e relativamente & contagem méaxima, obteve-se um méximo
de 2640 eritrécitos/uL na contagem manual e de 34000 eritrécitos/ pL com o Alinity hq.
A distribuicdo das amostras de leucdcitos obtida por método manual e por método
automatico, consoante concentracao celular acima e abaixo do valor normal, encontra-

se representada no grafico 5.2. (Contagens de leucécitos <5/uL e =5/uL), onde se
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observa que, em ambos os métodos, a grande maioria das amostras ndo sdo

consideradas patoldgicas (< 5 leucécitos/ pL).

B Leucocitos <5
& Leucocitos >=5

Contagem de leucocitos

Grafico 5.2. — Contagens de leucécitos <5/uL e 25/uL. A esquerda resultados obtidos por

contagem manual e a direita, resultados obtidos no Alinity hq.

No grafico 5.3. (Contagens de eritrocitos <1000/uL e =1000/uyL) encontra-se
representada a distribuicdo das amostras de eritrocitos obtidas por método manual e
por método automatico. O valor utilizado para representar a distribuicdo das amostras
(<1000 eritrécitos/uL e =1000eritrocitos/uL) representa o limite de detecdo do
equipamento Alinity hq para os eritrocitos. Como se pode observar no grafico, a maioria
das amostras tem uma contagem de eritrécitos < 1000/uL, no entanto a discrepancia

entre ambos os métodos é maior do que para os leucécitos.
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B Eritrocitos <1000
" Eritrocitos >=1000

7.21%

92.8%

Contagem de eritrocitos

Grafico 5.3. — Contagens de eritrécitos <1000/uL e 21000/uL. A esquerda resultados

obtidos por contagem manual e a direita, resultados obtidos no Alinity hq.

A analise dos graficos e citogramas disponibilizados pelo Alinity hq foi realizada, no
entanto, tal como se pode verificar na figura 5.1. (Citogramas obtidos no Alinity hg a
partir de amostra de LCR), os citogramas obtidos sao paucicelulares. Este facto advém
do baixo contetdo celular do LCR, que se traduz em poucos sinais obtidos e incluidos
nos citogramas, populacgdes dispersas (no citograma) e incapacidade do analisador em
gerar alarmes morfologicos.
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IAS x ALL (WBC) <2 FL1 x ALL (WBC) 12

BSE3S

ALL
ALL

IAS FL1

Figura 5.1. — Citogramas obtidos no Alinity hq a partir de amostra de LCR. O gréfico da
esquerda distingue as células com base no tamanho (ALL) e complexidade (IAS) e o da direita
com base no tamanho (ALL) e fluorescéncia (FL1). Foi nesta amostra que se obtiveram maior
numero de leucdcitos (497/uL). Imagem inédita.

5.1. Analise estatistica dos resultados

Os dados obtidos no estudo relativamente as contagens celulares manuais e
autométicas foram introduzidos e trabalhados com recurso ao software R verséo 4.2.2.
(2022.10.31 ucrt) Copyright © 2022. Para tal recorreu-se a andlise da concordancia com
0 método de Bland-Altman.

O método de Bland-Altman € utilizado quando o objetivo é determinar com segurancga
se um método pode ser substituido por outro, ou seja, se existe concordancia entre 0s
resultados obtidos, ndo comprometendo a interpretacéo clinica dos resultados®®=32. O
método de Bland-Altman pode ser utilizado para comparar duas medi¢des, em que se
compara um novo método com um método de referéncia ou com um método ja
implementado3°:3133,

O método de Bland-Altman quantifica a diferenca entre duas medic¢des recorrendo a um
método grafico. Desenha-se um gréfico de dispersdo no qual o eixo-X representa a
média de duas medicdes [(M1+M2)/2] e o eixo-Y representa a diferenca entre duas
medicdes (M1-M2). Apbs o gréafico ser obtido, o valor médio da diferenga — d (valor
médio de M1-M2) - e os intervalos de confiancga (intervalos de concordancia) devem ser
quantificados. Primeiro, com um software de estatistica, calcula-se a média e o desvio

padrdo recorrendo ao teste t. De seguida, os pontos do grafico podem ser restritos
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usando dois desvios-padréo para demonstrar um intervalo de confianca de 95% dos
dados. O intervalo de confianca calcula-se da seguinte forma: média +1.96 desvio-
padrdo. Um valor d de zero entre os dois métodos representa uma concordancia ideal,
assim como um d e limites préximos de zero também representam um panorama ideal*.
O gréfico obtido pode ser avaliado de acordo com a dispersdo dos pontos do grafico.
Quando existe uma boa concordancia, a disperséo dos pontos é baixa e 0s pontos ficam
relativamente proximos da linha que representa d. Como medida quantificavel, d e os
limites de concordancia dao informacdo acerca da utilidade do método em
investigacdo®®. O d diz-nos, quando diferente de zero, que o método em investigacdo
mede + X do que o método implementado. Esse viés (ou diferenca) pode ser constante
ou um valor médio resultante de valores ou de concentracdes especificas®. O limite de
concordancia de 95% permite-nos estimar o tamanho do erro de amostragem®. E
também importante referir que o método de Bland-Altman apenas define os intervalos
de concordancia entre dois métodos, ndo indica se esses limites sdo ou ndo aceitaveis.
Os limites de aceitagdo sé@o definidos previamente e baseados em necessidades

clinicas®.

5.1.1. Andlise estatistica dos resultados-leucécitos

Apos a obtencéo dos resultados e antes de se comecar a avaliar a concordancia dos
resultados dos leucécitos, verificou-se se os resultados obtidos tinham uma distribuicao
normal. Para tal recorreu-se ao teste de Kolmogorov-Smirnov. Os resultados
encontram-se no anexo Il (resultados estatisticos dos leucdcitos) e uma vez que o valor
de P<0.05, rejeitamos a hip6tese nula e como tal aceita-se que os resultados néo
possuem uma distribuicdo normal.

A avaliacao visual aos resultados obtidos nas contagens dos leucécitos (anexo | —
tabela de resultados) permitiu verificar que as diferencas obtidas entre os dois métodos
variam na mesma ordem de grandeza independentemente da classificacdo do aspeto
macroscépico da amostra (limpido, turvo ou hematico). Um resultado que se destacou
foi 0o da amostra 117, no qual se obteve uma grande diferenca entre a contagem manual
e a contagem automatica. A contagem automéatica (da amostra 117) subvaloriza a
concentracao de leucécitos num fator de 10x. Para melhor identificacdo deste resultado,
fez-se uma regresséao linear com e sem esse resultado de modo a perceber se 0 mesmo
poderia ser considerado um outlier. Os resultados estdo expressos no gréfico
5.4.(regresséo linear dos resultados dos leucécitos). Da interpretacdo do grafico pode-
se constatar que sem a amostra 117 (que, entretanto, se considerou um outlier) obtém-

se um declive da reta e uma interce¢cdo da mesma mais proximo do ideal, ou seja declive
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proximo de 1 e intercecdo da reta no eixo Y proximo de 0. A interpretagdo do coeficiente
de determinacdo (r?), permite verificar a quantidade de variancia dos métodos, ou seja
0 quéo préximos estdo os resultados da linha de regresséao ajustada. Quanto maior o r?,
melhor 0 modelo se ajusta aos dados, neste caso o grafico sem o outlier obtém melhores
resultados. Fez-se uma investigacdo mais aprofundada as condicGes de andlise desta
amostra e verificou-se que a contagem automatica foi feita cerca de 2h30 depois da sua
entrada no laboratério. De acordo com o procedimento adotado nesta investigacao, as
amostras deveriam ser analisadas o mais rapido possivel desde a sua chegada ao
laboratério e idealmente num periodo inferior a duas horas. Assim sendo, temos de ter
em conta os seguintes fatores (1) duas horas apés a colheita de LCR a contagem de
leucécitos reduz-se em 40%?3, (2) 2h30 é o tempo que temos a certeza da diferenca de
contagens e estamos ainda a excluir o tempo desde a colheita até a chegada ao
laboratério (3) as contagens, manual e automéatica, ndo foram feitas nas mesmas

condi¢des. Deste modo, decidiu-se excluir esta amostra da andalise dos leucdcitos.

Antes da remocao do outlier Apods remocgao do outlier.
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Grafico 5.4. — Regressao linear dos resultados dos leuc6citos. Com a amostra 117 (a
esquerda) e sem a amostra 117 (a direita). Sem a amostra 117, obtém-se uma reta de regressao

melhor (declive mais préximo de 1, intercecdo no eixo Y mais préximo de 0O e maior r?).

Analisou-se os resultados das 221 amostras com o método de Bland-Altman estando
0S mesmos expostos no grafico 5.5. (grafico de dispersdo da andlise da concordancia
dos leucécitos, utilizando o método de Bland-Altman). No eixo X estdo representados
os valores médios das contagens obtidos pelos dois métodos e no eixo Y a diferenca

obtida entre a contagem por método manual e a contagem por método automatico. A
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diferenca média (d) entre as medi¢Bes foi de -2,00, os limites de concordancia
superiores e inferiores calculados (d + 1,96 desvio padrao) séo respetivamente 26,18 e
-30,18. O valor critico do método (1.96 desvio padréao — d) é 28,18. Da analise do grafico
de dispersao, verifica-se que para contagens de leucdcitos baixas, as diferencas dos
métodos em relacdo ao valor médio estdo maioritariamente dentro dos limites de
concordancia, mas a medida que as contagens de leucdcitos aumentam, encontramos
algumas contagens fora dos limites de concordancia. No entanto, hdo conseguimos
estabelecer um padrdo que sugira, por exemplo, que quanto mais altas estiverem as

contagens, maior as diferencas encontradas entre os métodos.

Bland-Altman Leucocitos
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Grafico 5.5. — Grafico de dispersado da analise da concordancia dos leucdcitos, utilizando
0 método de Bland-Altman. No eixo X média das contagens obtidas por dois métodos e no
eixo Y diferenca entre contagem manual e contagem automatica. A linha vermelha representa d

(média das diferencas de contagens) e as linhas a azul representam os limites de concordancia.

Os dados apresentados no grafico 5.6. (distribuicdo de amostras de acordo com o valor
critico dos leucocitos (28,179 leucdcitos/pL), representam a distribuicdo das amostras
de acordo com o valor critico obtido pelo método de Bland-Altman. Como se pode
verificar, a grande maioria das amostras obtidas (95,9%) encontra-se a abaixo do valor

critico obtido.
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Distribuicao das amostras em relagao ao valor critico

Gréfico 5.6. — Distribuicdo de amostras de acordo com o valor critico dos leucocitos
(28,179 leucocitos/puL).

Como ja foi referido a contagem de células no LCR é de grande importancia no
diagnéstico de patologias relacionadas com o SNC, bem como a diferenciagdo das
células presentes’. Assim sendo, e apesar do estudo da concordancia dos métodos ser
fundamental para a comparacdo dos mesmos, pensa-se que seria igualmente
importante fazer uma curva caracteristica de operacao do recetor — curva ROC
(Receiving Operation Characteristic) — de modo a determinar o desempenho do Alinity
hg em discriminar se amostra é positiva (25 leucdcitos/pL) ou negativa (<5
leucocitos/pL). Quando se tém diversos meios a disposicéo e se sabe que 0s mesmos
possuem diferencas entre si, por vezes o que é necessario saber é se uma determinada
condicéo esta presente ou ndo**, neste caso se o numero de leucécitos no LCR 25/L.
Para se construir uma curva ROC, a sensibilidade e a especificidade para diferentes
valores de um ensaio continuo sdo ordenados sistematicamente. Como resultado,
obtém-se uma lista de vérios valores recolhidos e a sensibilidade e especificidade
correspondentes para um determinado valor. Para produzir graficamente a curva ROC,
coloca-se a sensibilidade (taxa de verdadeiros positivos) no eixo Y e no eixo X coloca-
se 1 - especificidade (taxa de falsos positivos)®**. Com a curva ROC podemos calcular a
AUC (area under the curve — area debaixo da curva), que é uma medida que nos permite

30



Quantificagdo celular no Liquido Cefalorraquidiano: estudo comparativo entre método manual e Alinity hq

determinar a precisdo da técnica. Um teste com AUC de 0,5 representa um teste sem
capacidade de discriminacdo e um com AUC de 1 representa um teste com uma
capacidade de discriminacéo perfeita3.

O grafico 5.7. (curva ROC dos leucdcitos) mostra a curva ROC do Alinity hg para os
leucécitos considerando o teste negativo se leucocitos <5/l e positivos se 25/uL. A
sensibilidade obtida pelo indice de Youden foi de 0,665, a especificidade de 0,543 e a
AUC de 0,5835.
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P
>
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[
Q
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1.00 0.75 0.50 0.25 0.00
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Grafico 5.7. — Curva ROC dos leucécitos, apresentando no eixo X 1 — especificidade

(taxa de falsos positivos) e no eixo Y a sensibilidade.

5.1.2. Andlise estatistica dos resultados-eritrocitos

ApOs a obtencéo dos resultados e antes de se comegar a avaliagdo da concordancia
dos resultados dos eritrocitos, verificou-se se 0s resultados obtidos tinham uma
distribuicdo normal. Para tal recorreu-se ao teste de Kolmogorov-Smirnov. Os
resultados encontram-se no anexo Il (resultados estatisticos dos eritrocitos) e uma vez
que o valor de P<0.05, rejeitamos a hipétese nula e como tal aceita-se que os resultados
ndo tém uma distribuicdo normal.

Fez-se também uma regressao linear com os resultados dos eritrécitos, expressa no

grafico 5.8. (regressao linear dos resultados dos eritrocitos), para se ter uma ideia da
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distribuicdo dos resultados e consegue-se perceber que os dois métodos tém uma
correlacdo baixa.

Para a andlise da concordancia dos métodos para a determinacado dos eritrcitos, foram
avaliadas 208 amostras. Utilizaram-se menos amostras para este estudo, porque a
contagem de eritrécitos por método manual é demorada*?°?>2® e a contagem de
eritrécitos em si mesma tem pouco valor diagnostico (0s mesmos sdo geralmente
sinbnimo de contaminacdo com sangue durante a colheita — colheita traumatica)?,
acabando muitas vezes por se dar o resultado como >1000 eritrocitos/uL. Este facto por
sua vez impossibilita o tratamento estatistico e como tal a compara¢do dos métodos.
Fez-se a analise dos resultados das 208 amostras com o método de Bland-Altman e os
resultados estdo expostos no grafico 5.9. (grafico de dispersdo da andlise da
concordancia dos eritrécitos, utilizando o método de Bland-Altman). No eixo X estdo
representados os valores médios das contagens obtidos pelos dois métodos e no eixo
Y a diferenca obtida entre a contagem por método manual e a contagem por método
automatico. Obteve-se uma diferenga média (d) entre as medic¢des de -106,36, os limites
superiores e inferiores de concordancia calculados (d £ 1,96 desvio padrdo) sao
respetivamente 721,92 e -934.64. O valor critico do método (1.96 desvio padrao — d) é
828,28. Da observacao do grafico 5.9. (grafico de dispersao da analise da concordancia
dos eritrocitos, utilizando o método de Bland-Altman) verifica-se que ndo ha uma
dispersdo dos resultados em torno da média em nenhuma gama de resultados. O
padrdo de dispersao obtido, resulta das grandes diferencas dos métodos e sobretudo
do facto de o Alinity hg ndo dar resultados inferiores a 1000 eritrécitos/uL e de

manualmente, por norma, néo se fazerem contagens >1000 eritrécitos/pL.
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Gréfico 5.8. — Regressao linear dos resultados dos eritrdcitos, apresentando no eixo X

a contagem por método manual e no eixo dos Y a contagem por método automatico.
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Gréfico 5.9. — Gréfico de dispersao da analise da concordancia dos eritrécitos, utilizando
0 método de Bland-Altman. No eixo X média das contagens obtidas por dois métodos e no

eixo Y diferenca entre contagem manual e contagem automatica. A linha vermelha representa d
(média das diferencas de contagens) e as linhas a azul representam os limites de concordancia.
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6. Discussao e Conclusodes

6.1. Discussao

O presente estudo tinha como objetivo principal comparar a contagem de células no
LCR feita pelo método manual ja implementado no SPC, com a contagem feita pelo
método automatico do contador celular Alinity hg, em ordem a se avaliar se este ultimo
se poderia implementar na rotina laboratorial. Atualmente os laboratérios procuram
implementar, sempre que possivel, métodos automaticos, os quais estdo habitualmente
associados a ganhos no tempo de resposta e na reducdo da variabilidade
interlaboratorial?®*. Historicamente a contagem de células no LCR é feita manualmente,
recorrendo a um hemocitémetro e como a grande maioria das técnicas manuais esta
sujeita a alguns problemas, tais como demora na obtencdo de resultados, presenca
constante de pessoal qualificado e maior variabilidade nos resultados*?4. Os contadores
celulares sdo uma presenca constante nos laboratérios modernos e como tal, nos
ultimos anos, tém sido desenvolvidos inimeros estudos de forma a determinar se estes
podem representar uma alternativa a utilizar na pratica clinica®. Antes de iniciar a
discusséo, ha algumas desvantagens para os contadores automaticos que é relevante
analisar e que ndo podem ser ignoradas: (1) os contadores celulares sdo concebidos
para contagem de células no sangue e como tal possuem intervalos de mediacao
analitica (AMR — Analytical Measurement Range) que ndo sdo adequados as baixas
concentracdes celulares do LCR; (2) a matriz do LCR difere consideravelmente da
matriz do sangue; (3) podem estar presentes células no LCR que geralmente ndo estédo
presentes no sangue (e.g. células ndo hematopoiéticas) e como tal os equipamentos
ndo sdo capazes de as diferenciar, podendo inclusivamente interferir com a contagem
das outras células?*. Se os contadores celulares forem incapazes de diferenciar valores
normais de patoldgicos, entdo os mesmos ndo tém aplicacéo pratica*®.

Para se avaliar a concretizagdo do objetivo principal, recorreu-se a avaliacdo da
concordancia, utilizando o método de Bland-Altman. Desta maneira, sabendo-se que
iria sempre haver diferengas entre os dois métodos, o que se pretendia verificar era a
dimensao, o significado dessas diferengas, ndo obstante que os critérios de aceitagdo
do método sdo definidos com base em necessidades clinicas®. Para os leucécitos o
valor utilizado para definir a aceitacdo do método foram os 5 leucocitos/uL e para os
eritrocitos, 10 eritrécitos/uL, o valor a partir do qual se considera que existe puncéo
traumatica®®. Assim que se comecaram a obter amostras e se verificou que o valor mais

baixo reportado pelo Alinity hg era de 1000 eritrocitos/pL, tornou-se percetivel que a
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concordancia dos métodos ndo seria possivel para os eritrocitos e que 0 mesmo nao
serviria 0 nosso propdésito.

E relevante referir que dos artigos consultados e referenciados neste trabalho, quer se
focassem especificamente no LCR, quer estudassem a utilizacdo dos contadores
automaticos para outros liquidos bioldgicos, a amostragem é inferior a apresentada
neste trabalho. No desenvolvimento do presente projeto, procurou-se obter amostras
representativas da realidade do IPOLFG e em numero suficiente, que permitissem
analisar dados estatisticamente significativos. Ao contrario do referido na bibliografia,
em que a maior parte das colheitas de LCR se fazem para investigacado de infecbes e
de processos inflamatérios no SNC’, neste estudo a maior parte das amostras foram
colhidas com intuito de verificar a presenca de células neoplasicas hematopoiéticas e
ndo-hematopoiéticas (leucemia do SNC e infiltragdes leptomeningeas).

Relativamente aos resultados dos leucécitos verifica-se que a grande maioria dos
resultados tém baixas concentracdes celulares. A diferenca média (d) obtida entre os
dois métodos (método manual — Alinity hq) foi de -2,00 leucdcitos/pL, o que significa que
o Alinity hqg, sobrevaloriza a contagem do método manual, em média em cerca de 2
leucocitos/pL. Ao calcular o desvio padréo das diferencas entre os métodos, podemos
calcular os limites de concordancia dos métodos. Os limites de concordancia, obtidos
pela formula: d +1,96 desvio padréo, sao [-30,18 a 26,18]. Estes limites significam que
95% das diferencas obtidas entre os métodos podem variar até +28,179 leucocitos/pL.
Este valor é o valor critico do método, representando o valor a partir do qual podemos
utilizar o equipamento e é bastante superior ao limite de aceitagdo estabelecido. As
diferencas obtidas nas contagens que estejam dentro deste intervalo, atribuem-se a
diferencas inerentes aos métodos e as diferencas superiores sdo resultantes de
limitacBes técnicas do Alinity hqg.

Por as amostras obtidas terem maioritariamente baixas concentracdes de leucdcitos,
achou-se pertinente determinar a capacidade de o equipamento diferenciar as amostras
entre positivas e negativas. Para tal obtivemos uma curva ROC, com uma AUC de
0,5835. Este valor indica-nos que o Alinity hg ndo possui uma boa capacidade de
discriminacao.

No que toca aos resultados dos eritrécitos, apesar de os mesmos nao terem valores de
referéncia definidos ou valores criticos, estabeleceu-se como limite de aceitacdo 10
eritrécitos/pL (valor que nos permite determinar se a puncéo é ou ndo traumatica)® e,
por conseguinte, conhecer a proveniéncia das demais células nucleadas. O limite de
detecao do Alinity hg é bastante superior e como tal, ndo é de grande utilidade. A
diferenca média (d) obtida entre os dois métodos (método manual — Alinity hq) foi de -

106,36 eritrocitos/pL, o que significa que o Alinity hq, sobrevaloriza a contagem do
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método manual, em média em cerca de 106 eritrocitos/pL. Ao calcular o desvio padréo
das diferencas entre os métodos, podemos calcular os limites de concordancia dos
métodos. Os limites de concordancia, obtidos pela formula: d £1,96 desvio padrao, sdo
[-924,81 a 721,92]. Estes limites significam que 95% das diferencas obtidas entre os
métodos podem variar até +828,28 eritrocitos/uL. E ainda importante referir que basta
que existam quaisquer interferéncias ou “ruido” eletrénico na contagem para que o
equipamento conte 1000 eritrocitos/uL e como tal se obtenham diferencas muito
grandes em relacdo ao método manual. Ja em situacdes em que o LCR esta claramente
hematico e manualmente se d& o resultado como >1000 eritrocitos/uL, provavelmente
com o Alinity hq poder-se-ia dar uma melhor estimativa da quantidade de eritrocitos
presentes na amostra®.

Uma possivel utilizagdo que se poderia dar ao Alinity hq seria a de fazer um rastreio as
amostras de LCR. Caso as mesmas tivessem valores acima dos valores criticos,
poderiamos confiar e utilizar os resultados. Caso os valores fossem inferiores, teriamos
que confirmar os resultados com o método implementado. Tendo em conta que a grande
maioria das amostras estdo abaixo do valor critico, ver gréfico 5.6. (distribuicdo de
amostras de acordo com o valor critico dos leucécitos (28,179 leucdcitos/uL), esta
pratica ndo faz sentido aplicar, exceto, eventualmente, numa situacdo em que nao exista
disponibilidade de profissionais qualificados e se avance para um rastreio.

Os limites de concordancia obtidos entre os métodos, podem ser explicadas por
limitagcBes tecnolégicas do método: (1) o Alinity hg foi concebido para contagem de
células no sangue periférico, cujas concentracdes celulares sdo muito superiores. As
contagens de leucdcitos séo feitas com uma diluicdo de 1:35 (28 pL amostra + 980 uL
de reagente) e as de eritrécitos com uma diluicdo de 1:250 (8,5 puL amostra + 2125 pL
de diluente)®, o que seguramente diminui ainda mais a precisdo do método,
principalmente em amostras de baixo contetdo celular. As amostras com celularidade
baixa (5 — 30 leucdcitos/uL) sédo aquelas onde a imprecisdo do equipamento é maior* e
cujas diferengas de valores encontrados, por mais pequenas que sejam, poderao ter
implicagdes clinicas. Apesar de os eritrocitos ndo terem limites de precisédo e de
sensibilidade no LCR tdo restritos como os leucécitos, deve-se pelo menos tentar
quantificar pequenas contaminag¢des de sangue (<1000 eritrécitos/pL)*. Em relagdo a
utilizar o Alinity hq para dar uma melhor estimativa de amostras muito heméticas e que
geralmente pelo método manual se da o resultado como >1000 eritrécitos/uL, ha que
ter em consideracdo que o software dos fabricantes bloqueia valores abaixo de 1000
eritrécitos/pL, devido a baixa precisédo dos resultados* e que o AMR do Alinity hg é de
0.1 x 10%uL a 8.08 x10%uL, o que significa que para valores dentro deste intervalo

teriamos garantias de precisdo do fabricante, mas sera que o poderiamos fazer para
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valores entre 0os 1000 e os 10000 eritrocitos/uL? Apesar de termos poucas amostras
guantificadas manualmente com resultados nesta ordem de grandeza, o valor critico
obtido pela analise do Bland-Altman (828,28 eritrocitos/uL) sugere que esta
possibilidade é exequivel. O desenvolvimento de um maédulo (software) de fluidos
bioldgicos, j& disponivel por alguns fabricantes, com diluicdes mais baixas e utilizando
um maior volume de amostra, poderia contrariar estas limita¢des. (2) O ambiente do
LCR é toxico para as células e limita muito o seu tempo de vida, pelo que quanto maior
o tempo que decorre desde a colheita até a andlise da amostra, mais sujeitas estardo
as células a fenémenos de lise’. Deste modo, a utilizacdo de reagentes que fazem a lise
dos eritrcitos durante o pré-tratamento das amostras, poderdo contribuir para
resultados em que as contagens obtidas no método automéatico sdo mais baixas que as
contagens manuais. (3) O procedimento do estudo requer que antes do processamento
de amostras de LCR no Alinity hq se faca uma ou mais leituras de fundo, de forma a
garantir o desempenho do equipamento, uma vez que 0 equipamento fornece uma
contagem que tem origem num reagente isento de células ou em “ruido” eletrénico. Ao
executar a leitura de fundo tenta-se evitar um fenébmeno denominado carry-over. O
carry-over representa a transferéncia de componentes sanguineos de uma amostra
geralmente com grande celularidade para outra de baixa celularidade, ou
inadvertidamente que uma amostra que nao seja de sangue processada antes do LCR
dilua a amostra e cause um resultado falsamente inferior?®*3. Dos varios artigos
consultados e que estudam o fendmeno, apesar da pré-diluicAo das amostras
representar uma possibilidade, nos contadores hematologicos a principal preocupacao
com o fendmeno de carry-over é sobretudo com a sobrevalorizacdo das contagens, dai
a implementagéo da leitura de fundo antes da analise do LCR. Caso se verifiqgue o
fendmeno de pré-diluigdo, o equipamento ndo estara a cumprir com 0s seus critérios de
desempenho e seguramente nao representara um problema s6 para as amostras de
LCR, mas também para as amostras de outros produtos bioldgicos, assim como para
os resultados do controlo de qualidade interno. Assim sendo, todos os equipamentos
que utilizem sistemas de auto-pipetagem devem fazer um estudo de carry-over®. No
caso dos Alinity hg recentemente instalados no SPC, durante o processo de instalacédo
fez-se um estudo do carry-over e 0 mesmo cumpria os requisitos do fabricante. Tendo
em conta a baixa celularidade do LCR o estudo do carry-over é fundamental e caso os
resultados ndo estejam de acordo com os limites de aceitacdo, deve-se requisitar uma
manuten¢do ou intervencdo no equipamento®. (4) As contagens mais altas obtidas no
Alinity hg, em relacdo ao método manual, podem ser explicadas por particulas que nao
sejam leucécitos ou eritrécitos e que podem influenciar as contagens?. Entre os

possiveis interferentes destacam-se agentes microbianos (bactérias e fungos),
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lipossomas, detritos celulares e agregados celulares. Segundo alguns autores, é
possivel que as interferéncias possam ser detetadas nos citogramas do equipamento®,
no entanto da analise realizada aos citogramas do Alinity hg o que se verificou € que
tendo em conta o baixo conteddo celular das amostras, 0s citogramas estdo
paucicelulares e é muito dificil recolher informacdo dos mesmos. A melhoria dos
algoritmos das leituras de fundo poderia eventualmente contornar estas interferéncias.
O baixo numero de amostras positivas ndo possibilitou a recolha de dados
estatisticamente significativos que permitissem determinar que tipo de informacédo se
pode retirar da analise dos citogramas e dos alarmes do Alinity hq.

Caso tivesse existido concordancia dos métodos e se avancgasse para uma validacao
do método, um problema que teria de ser resolvido, seria o controlo de qualidade das
amostras de LCR. Uma vez que o fabricante ndo tem o método validado, nao
disponibiliza controlos de qualidade e ter-se-ia que averiguar a disponibilidade de

produtos comerciais que permitissem testar o equipamento na zona inferior do AMR?°,

6.2. Conclusoes

Apesar do desenvolvimento tecnoldgico do Alinty hg e do mesmo cumprir com todos os
requisitos para os quais foi concebido, a contagem de células no LCR continua a ser um
grande desafio para o mesmo, sendo o baixo valor de referéncia o grande responsavel
por essa limitacdo. Para os leucécitos, o valor a partir do qual se obtém concordancia
com o método implementado (28,179 leucdécitos/uL) nédo esta de acordo com o limite de
aceitacdo definido clinicamente. No entanto, ndo esta longe de valores encontrados para
outros equipamentos (cerca de 20 leucdcitos/pL)*. Relativamente aos eritrécitos, o valor
da concordancia obtido (828,28 eritrocitos/uL) esta bastante longe dos limites de
referéncia estabelecidos. As divergéncias em relagdo ao método implementado estéo
relacionadas com a imprecisdo do método para as concentragdes celulares tipicas do
LCR. Deste modo, nao se pode utilizar o Alinity hq para contagem de células no LCR e
substituir o método manual ou utilizar os dois métodos indistintamente. A grande
percentagem de amostras obtidas abaixo do valor critico, impedem a utilizag&o do Alinity
hqg como teste de rastreio.

Eventualmente, numa situacdo limite, na auséncia de profissionais qualificados e
utiizando amostras para as quais a contagem de eritrécitos ndo tenha particular
relevancia (amostras que ndo pertengam a pacientes pediatricos com LLA), poder-se-ia
efetuar a contagem de células no Alinity hg e caso a contagem de leucécitos fosse

superior a 28,18/uL, poder-se-ia aceitar a contagem e avancar para cito-centrifugacao.
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7. Limitacdes do estudo e perspetivas futuras

Como limitagBes deste estudo reconhece-se que infelizmente ndo se obtiveram muitas
amostras patolégicas e com um espectro de valores maior, apesar do numero de
amostras obtidas e do intervalo de tempo em que se esteve a processar as amostras
ser representativo da realidade do IPOLFG. A obtencédo de mais amostras consideradas
patoldgicas e com contagens de leucdcitos mais elevadas, alargaria, eventualmente, as
investigagcbes que se poderiam realizar. Por exemplo poder-se-ia comparar 0s
resultados das contagens diferenciais obtidas pelos dois métodos e ainda, se existissem
alarmes do Alinity hqg, poder-se-iam tentar associar a alguns tipos de células
encontradas no exame cito-morfolégico. Sendo o IPOLFG um local privilegiado para o
estudo de patologia oncoldgica, seria expectavel obter amostras com infiltracdes
leptomeningeas e, por conseguinte, perceber o desempenho do equipamento com as
mesmas. Infelizmente, para o estudo, apesar das varias amostras suspeitas, nenhuma
revelou infiltrag&o por células neoplésicas. Uma investigacdo mais prolongada no tempo
poderia colmatar esta caréncia.

N&o obstante do facto de ndo se ter um nimero de amostras hematicas que permitissem
obter dados estatisticamente significativos, poder-se-ia ter realizado contagem manual
(ou seja nédo dar resultado como >1000 eritrécitos/uL) a todas as amostras hematicas e
assim obter dados mais robustos para determinar a capacidade do Alinity hg dar uma
melhor estimativa dos resultados com eritrécitos >1000/L.

Esté previsto, para breve, a instalacdo de um maodulo de fluidos biologicos no Alinity hqg.
Quando o mesmo for introduzido, € imperativo realizar novo estudo e averiguar se
conseguimos obter valores criticos para os leucécitos e para os eritrocitos, que sejam

compativeis com os limites de aceitacao definidos.
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9. Anexos

Anexo | — Tabela de resultados

Ne CONTAGEM CONTAGEM  CONTAGEM CONTAGEM ASPETO
AMOSTRA MANUAL AUTOMATICA  MANUAL AUTOMATICA  MACROSCOPICO
LEUCOCITOS LEUCOCITOS ERITROCITOS  ERITROCITOS
(N2CELULAS  (N2CELULAS  (N2CELULAS (N2CELULAS

/uL) /ut) /ut) /ut)
1 3,2 4 0,8 0 Amostra limpida
2 1 1 140 0 Amostra limpida
3 0 1 0 0 Amostra limpida
4 0 3 0 0 Amostra limpida
5 0,8 1 0,8 0 Amostra limpida
6 4 2 166 0 Amostra limpida
7 0 1 147 0 Amostra limpida
8 1 1 5 0 Amostra limpida
9 0 3 0,8 0 Amostra limpida
10 0 4 0,8 0 Amostra limpida
11 0 3 2640 4000 Amostra hematica
12 21,6 21 22,4 0 Amostra limpida
13 40 34 0,8 0 Amostra limpida
14 0 1 400 1000 Amostra limpida
15 0 3 10 0 Amostra limpida
16 0 0 400 0 Amostra limpida
17 0 0 0 0 Amostra limpida
18 0 0 0,8 0 Amostra limpida
19 1 1 0,8 0 Amostra limpida
20 0 1 1 0 Amostra limpida
21 3 1 2 0 Amostra limpida
22 1 0 31 0 Amostra limpida
23 1 0 1 0 Amostra limpida
24 23 28 >1000 21000 Amostra hematica
25 1 3 362 0 Amostra limpida
26 0 1 1 0 Amostra limpida
27 1,2 134 0 Amostra limpida
28 0 3 18 0 Amostra limpida
29 7 11 0,8 0 Amostra limpida
30 1 0 1 0 Amostra limpida
31 2 0 390 1000 Amostra limpida
32 1 3 0,8 0 Amostra limpida
33 0 0 615 0 Amostra limpida
34 14 17 51 0 Amostra limpida
35 215 219 6 1000 Amostra limpida
36 0 0 0 0 Amostra limpida
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Anexo Il = Resultados estatisticos dos leucécitos

Teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov) — contagem automatica

L aUu L) b 9 =0 L] U o c Ll U U DIIU

Asymptotic one-sample Kolmogorov-Smirnov test

data: Resultados_LCR_bck$Contagem_Automatica_leucécitos
D = 0.5, p-value < 2.2e-16
alternative hypothesis: two-sided

Asymptotic one-sample Kolmogorov-Smirnov test

data: Resultados_LCR_bck$Contagem_Manual_leucdcitos
D = 0.5, p-value < 2.2e-16
alternative hypothesis: two-sided

Output do método Bland-Altman

$based.on
[1] 221

$lower.limit
[1] -30.1822

$mean.diffs
[1] -2.802715

$upper.limit
[1] 26.17677

$lines

lower.limit mean.diffs upper.limit
-30.182202 -2.002715 26.176772

$CI.lines
lower.limit.ci.lower lower.limit.ci.upper mean.diff.ci.lower mean.diff.ci.upper
-33.48350418 -26.88089968 -3.90872267 -0.09670719
upper.limit.ci.lower upper.limit.ci.upper
22.87546982 29.47807431

$two
[1] 1.96

$critical.diff
[1] 28.17949
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Anexo lll = Resultados estatisticos dos eritrocitos

Teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov) — contagem automatica

> Ks.test(Resultados_ DCK>Lontagem_automatlca_eritrocitos, pnorm

Asymptotic one-sample Kolmogorov-Smirnov test

data: Resultados_LCR_bck$Contagem_automatica_eritrécitos
D = 0.5, p-value < 2.2e-16
alternative hypothesis: two-sided

Teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov) — contagem manual

> ## test normal distribution
> ks.test(Resultados_LCR_bck$Contagem_manual_eritrécitos, "pnorm")

Asymptotic one-sample Kolmogorov-Smirnov test

data: Resultados_LCR_bck$Contagem manual_eritrécitos
D = 0.5, p-value < 2.2e-16
alternative hypothesis: two-sided

Output do método Bland-Altman

$based.on
[1] 209

$lower.limit
[1] -934.6369

$mean.diffs
[1] -106.3603

$upper.limit
[1] 721.9163

$lines
lower.limit mean.diffs upper.limit
-934.6369 -106.3603 721.9163

$CI.lines
lower.limit.ci.lower lower.limit.ci.upper mean.diff.ci.lower mean.diff.ci.upper upper.limit.ci.lower
-1034.45037 -834.82341 -163.98763 -48.73295 622.10284
upper.limit.ci.upper
821.729860

$two
[1] 1.96

$critical.diff
[1] 828.2766
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Anexo IV — Cddigo em R da estatistica

## Bland-Altman for Fred
# 2-2-2023

## correr com e sem valores hemorragicos

# Set library path (only for Filipe)
#.libPaths(c("C:/Rlib/4.1"))

## Install needed libraries (only need to do this once)
install.packages("BlandAltmanLeh")
install.packages("ggplot2")
#install.packages("SimplyAgree")
#install.packages("mcr")

## Load needed libraries
library(BlandAltmanLeh)
library(ggplot2)
library(readxl)
library(plotly)
library(dplyr)
library(gridExtra)
library(pROC)
library(tidyr)
#library(SimplyAgree)
#library(mcr)

## load the data
Resultados_LCR <- read_excel("/Users/filipebraganca/Downloads/OneDrive-2023-04-
30/Resultados LCR_R 11 4 23.xIsx", col_types = ¢("numeric", "numeric", "numeric",

"numeric”, "numeric", "numeric",
"text"))

data_plot = data.frame(table(Resultados_LCR$Comentarios))
## Grafico com caracterizacdo da amostra
fig <- plot_ly(data_plot, labels = ~Varl, values = ~Freq, type
'pie',textinfo="label+percent")
fig <- fig %>% layoult(title = 'Caracteriza¢cdo de amostras’,
xaxis = list(showgrid = FALSE, zeroline = FALSE, showticklabels

FALSE),

yaxis = list(showgrid = FALSE, zeroline = FALSE, showticklabels
FALSE))

fig
## Grafico com N leucécitos com N leucécitos<5e>ou=ab

Resultados_LCR$N_leucicitos_categoria[Resultados_LCR$Contagem_Manual_leucéc
itos< 5] <- 'Leucocitos <5'
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Resultados_LCR$N_leucicitos_categoria[Resultados_LCR$Contagem_Manual_leucéc
itos>=5] <- 'Leucocitos >=5'
data_plotl = data.frame(table(Resultados_LCR$N_leucicitos_categoria))

Resultados_LCR$N_leucicitos_categoria[Resultados LCR$Contagem_Automatica_leu
cacitos< 5] <- 'Leucocitos <5'

Resultados_LCR$N_leucicitos_categoria[Resultados LCR$Contagem_Automatica_leu
cOcitos>=5] <- 'Leucocitos >='
data_plot2 = data.frame(table(Resultados_LCR$N_leucicitos_categoria))

data_plot_final = data_plotl
data_plot_final$Freq2 = data_plot2$Freq

fig <- plot_ly()
fig <- fig %>% add_pie(data = data_plot_final, labels = ~Varl, values = ~Freq,
name = "Contagem_Manual_leucdcitos"”, domain = list(row = 0, column
=0))

fig <- fig %>% add_pie(data = data_plot_final, labels = ~Varl, values = ~Freq2,
name = "Contagem_Automatica_leucdcitos”, domain = list(row = 0,
column = 1))
fig <- fig %>% layout(title = "Contagem de leucocitos", showlegend = T,
grid=list(rows=1, columns=2),

xaxis = list(showgrid = FALSE, zeroline = FALSE, showticklabels

FALSE),
FALSE, showticklabels

yaxis = list(showgrid = FALSE, zeroline
TRUE))

fig ## FIXME add missing title on subplots ##
## Grafico com N eritoriocitos com N Eritrocitos<5e>ou=ab5

Resultados_LCR$N_eritrocitos_categoria[Resultados_LCR$Contagem_manual_eritréc
itos< 1000] <- 'Eritrocitos <1000

Resultados_LCRS$N _eritrocitos_categoria[Resultados LCR$Contagem_manual_eritré¢
itos>=1000] <- 'Eritrocitos >=1000'

Resultados LCRS$N _eritrocitos_categoria[is.na(Resultados LCR$Contagem_manual_
eritrgcitos)] <- 'Eritrocitos >=1000'

data_plotl = data.frame(table(Resultados_LCR$N_eritrocitos_categoria))
Resultados_LCR$N_eritrocitos_categoria[Resultados_LCR$Contagem_automatica_eri
trocitos< 1000] <- 'Eritrocitos <1000

Resultados_LCR$N_eritrocitos_categoria[Resultados_LCR$Contagem_automatica_eri
trocitos>=1000] <- 'Eritrocitos >=1000'

data_plot2 = data.frame(table(Resultados_LCR$N _eritrocitos_categoria))

51



Quantificagdo celular no Liquido Cefalorraquidiano: estudo comparativo entre método manual e Alinity hq

data_plot_final = data_plotl
data_plot_final$Freq2 = data_plot2$Freq

fig <- plot_ly()
fig <- fig %>% add_pie(data = data_plot_final, labels = ~Varl, values = ~Freq,
name = "Contagem_Manual_eritrocitos", domain = list(row = 0, column
=0)
fig <- fig %>% add_pie(data = data_plot_final, labels = ~Varl, values = ~Freq2,
name = "Contagem_Automética_eritrocitos"”, domain = list(row = O,
column = 1))
fig <- fig %>% layout(title = "Contagem de eritrocitos", showlegend =T,
grid=list(rows=1, columns=2),
xaxis = list(showgrid = FALSE, zeroline = FALSE, showticklabels =
FALSE),

yaxis = list(showgrid = FALSE, zeroline = FALSE, showticklabels =

TRUE))

fig ## FIXME add missing title on subplots ##

# make a copy of teh data for the plot
Resultados LCR_bck <- Resultados LCR

### Remove outlier
Resultados_LCR <- Resultados_LCR['Resultados LCR$N° Amostra’== 117,] #
remove outlier
eq <- function(x,y) {
m <- Im(y ~ x)
as.character(
as.expression(
substitute(italic(y) == a + b %.% italic(x)*","~~italic(r)"2~"="~r2,
list(a = format(coef(m)[1], digits = 4),
b = format(coef(m)[2], digits = 4),
r2 = format(summary(m)$r.squared, digits = 3)))
)
)
}

pl<- ggplot(aes(x =(Contagem_Manual_leucdcitos), y
=(Contagem_Automatica_leucdcitos) ),
data =Resultados_LCR_bck) + geom_point()+ geom_smooth(method ='Im',formula=

y~X, se=FALSE )+

gotitle('Antes da remocéao do outlier’)+

annotate("text", x = 500, y = 20, label = "Outlier") +

annotate("segment”, x = 600, xend = 750, y = 20, yend = 70,

colour ="red", linewidth = 1, arrow = arrow())+

geom_text(x = 300, y = 400, label =

eq(Resultados_LCR_bhck$Contagem_Manual_leucécitos,
Resultados_LCR_bck$Contagem_Automatica_leucécitos),

parse = TRUE)

p2<- ggplot(aes(x =(Contagem_Manual_leucdcitos), y
=(Contagem_Automatica_leucdcitos) ),
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data =Resultados_LCR) + geom_point()+ geom_smooth(method ='Im',formula=
y~X, Se=FALSE ) +
ggtitle('Apds remocao do outlier.")+
geom_text(x = 150, y = 400, label
eq(Resultados_LCR$Contagem_Manual_leucdcitos,
Resultados_LCR$Contagem_Automatica_leucocitos), parse

= TRUE)

grid.arrange(p1,p2,nrow=1)

# Plot Leucocitos Bland altman
bland.altman.plot(Resultados_LCR$Contagem_Manual_leucécitos,
Resultados_LCR$Contagem_Automética_leucécitos ,

main="Bland-Altman Leucocitos", xlab="Means",
ylab="Differences",conf.int=.95, pch=19)

bland.altman.stats(log(Resultados_LCR$Contagem_Manual_leucdcitos+1),
log(Resultados_LCR$Contagem_Automaética_leucocitos+1))

## display critical value

Resultados_LCRS$N_leucicitos_categoria[Resultados  LCR$Contagem_Manual_leucéc
itos< 28.17] <- 'Leucocitos <Critical diff’
Resultados_LCR$N_leucicitos_categoria[Resultados_LCR$Contagem_Manual_leucéc
itos>=28.17] <- 'Leucocitos >=Critical diff'

data_plot = data.frame(table(Resultados_LCR$N_leucicitos_categoria))

## Grafico com caracterizacdo da amostra

fig <- plot ly(data_plot, labels = ~Varl, values = ~Freq, type

'pie',textinfo="label+percent")

fig <- fig %>% layoult(title = 'Distribuicao das amostras em relacao ao valor critico’,
xaxis = list(showgrid = FALSE, zeroline = FALSE, showticklabels

FALSE),
yaxis = list(showgrid = FALSE, zeroline = FALSE, showticklabels

FALSE))

fig

# Plot Eritoricitos Bland altman
# Plot Leucocitos Bland altman

# remove NA
Resultados LCR_bck <-
Resultados_LCR_bck[!is.na(Resultados_LCR_bck$Contagem_manual_eritrécitos),]

# regression
# formula para a regressao
eq <- function(x,y) {
m <- Im(y ~ X)
as.character(
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as.expression(
substitute(italic(y) == a + b %.% italic(x)*","~~italic(r)"2~"="~r2,
list(a = format(coef(m)[1], digits = 4),
b = format(coef(m)[2], digits = 4),
r2 = format(summary(m)$r.squared, digits = 3)))

ggplot(aes(x =(Contagem_manual_eritrocitos), y =(Contagem_automatica_eritrécitos)

),
data  =Resultados LCR_bck) + geom_point)+  geom_smooth(method

='lm',formula= y~x, se=FALSE ) +

ggtitle('Contagem de eritrocitos’)+

geom_text(x = 700, y = 3500, label =
eq(Resultados_LCR_bhck$Contagem_manual_eritrocitos,

Resultados_LCR_bck$Contagem_automatica_eritrcitos),

parse = TRUE)

pl<- ggplot(aes(x =(Contagem_Manual_leucdcitos), y
=(Contagem_Automatica_leucdcitos) ),
data =Resultados_LCR_bck) + geom_point()+ geom_smooth(method
='lm',formula= y~X, se=FALSE )+
gotitle('Antes da remocao do outlier)+
annotate("text", x = 500, y = 20, label = "Outlier") +
annotate("segment”, x = 600, xend = 750, y = 20, yend = 70,
colour = "red", linewidth = 1, arrow = arrow())+
geom_text(x = 300, y = 400, label
eq(Resultados_LCR_hck$Contagem_Manual_leucdcitos,
Resultados_LCR_bck$Contagem_Automatica_leucécitos),

parse = TRUE)

# baland altman
bland.altman.plot(Resultados_LCR_bck$Contagem_manual_eritrécitos,
Resultados_LCR_bck$Contagem_automatica_eritrécitos ,

main="Bland-Altman Eritrocitos", xlab="Means",
ylab="Differences",conf.int=.95, pch=19)

bland.altman.stats(Resultados_LCR_bck$Contagem_manual_eritrécitos,
Resultados_LCR_bck$Contagem_automatica_eritrocitos)

## Avaliar 0 nivel de concordacncial
"text™)

Teste_de_reprodutibilidade <- read_excel("Downloads/OneDrive-2023-04-30/Teste de
reprodutibilidade.xIsx")

CV=sd(Teste_de_reprodutibilidade$Leucbcitos) /
mean(Teste_de_reprodutibilidade$Leucdcitos)
CcVv
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## CURVA ROC ### FIXME ##

data_long <- gather(Resultados_LCR, condition, measurement,
Contagem_Manual_leucocitos:Contagem_Automatica_leucécitos, factor_key=TRUE)
data_long

#define object to plot

ROC_leucocitos <- roc(condition ~measurement , data = data_long, smooth = FALSE )

#create ROC plot
ggroc(ROC_leucocitos)

coords(ROC_leucocitos,x="best", as.list=TRUE,best.method=c('youden"))
auc(ROC_leucocitos)

## test normal distribution
ks.test(Resultados_LCR_bck$Contagem_Manual_leucécitos, "pnorm™)

## test normal distribution
ks.test(Resultados_LCR_bck$Contagem_automatica_eritrécitos, "pnorm"™)

# IQR and median for data

# Leucocitos
summary(Resultados_LCR$Contagem_Automatica_leucdcitos)
summary(Resultados_LCR$Contagem_Manual_leucécitos)
summary(Resultados_LCR$Contagem_Automatica_leucdcitos)
summary(Resultados_LCR$Contagem_Manual_leucécitos)

# Eritrocitos
summary(Resultados_LCR$Contagem_automatica_eritrécitos)
summary(Resultados_LCR$Contagem_manual_eritrécitos,na.rm = TRUE)
summary(Resultados_LCR$Contagem_automatica_eritrécitos,na.rm = TRUE)
summary(Resultados_LCR$Contagem_manual_eritrécitos,na.rm = TRUE)
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Anexo V — Autorizacdo concelho de éticado IPOLFG

/" f_‘) S 20 A
INSTITUTO PORTUGUES DE ONCOLOGIA DE LISBOA
FRANCISCO GENTIL, E.P.E.
Ipo Unidade de Investigacéo Clinica
NOTA DE SERVICO
De: Unidade de Investigagéo Clinica Data: 08/11/2022
Conceigao Costa
Para:Dra. Lucilia Salgado N.°: 85/2022

Diretora Clinica

Assunto: Projeto de investigagdo “Quantificagdo celular no Liquido Cefalorraquidiano:
estudo comparativo entre método manual e Alinity HQ” — UIC/1540.

Obtidos os pareceres favoraveis do Conselho de Investigagao e da Comisséo de Etica, submeto
para autorizagao final o estudo mencionado em epigrafe.

Com os melhores cumprimentos,

&\«5{\0/\&7’4}0

st

LUCILIA SALGADO

Diretora Clinica
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Anexo VI - Autorizacdo do concelho de ética da Escola Superior

de Tecnologia da Saude de Lisboa

CE-ESTeSL-N°.104 - 2022 - Frederico Braganca

De Comiss&o Etica <conselhodeetica@estesl.ipl.pt> em 2022-12-23 13:14

Detalhes Cabecalhos Texto simples

REFERENCIA INTERNA DO PROJETO: CE-ESTeSL-N°. 104 -2022 - Frederico Bragancga
TITULO DO PROJETO: Quantificacéo celular no Liquido cefalorraquidiano: estudo comparativo
entre método manual e Alinity HQ

Tipo de Projeto/Estudo: Investigagcdo 29 ciclo

INVESTIGADOR/A RESPONSAVEL: Frederico Braganca

Equipa: Prof2. Doutora Edna Soraia Gregorio Ribeiro - ESTeSL

INSTITUICAO PROMOTORA: Escola Superior de Tecnologia da Saude do Instituto Politécnico
de Lisboa

Instituicao(des) envolvidas: Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa; ESTESL-IPL,;

Exma. Senhora Prof2. Doutora Edna Ribeiro
Exmo. Senhor Dr. Frederico Braganca, estudante de mestrado

Pela analise do contelido da proposta apresentada, conclui-se que a investigacdo em
causa tem pertinéncia, é clara nos seus objetivos, explicita nas suas opgdes
metodologicas e no essencial dos procedimentos relativos a recolha dos dados. O objetivo
fundamental do estudo consiste em comparar duas técnicas laboratoriais de quantificacéo
celular com vista a sua automatizacéo, a partir de amostras de doentes de qualquer
servico do IPOLFG (n — 400), ndo implicando que os doentes em causa sejam sujeitos a
qualquer procedimento adicional ou que sejam usados dados de salde dos mesmos.

A Comisséo de Etica da ESTeSL (CE-ESTeSL) aprovou por unanimidade a emisséo de
parecer favoravel. Ndo obstante, e como recomendagéo, sublinhamos a salvaguarda de
que os dados sejam anonimizados previamente a serem entregues ao investigador.

Lembramos que todos os estudos que envolvem a autorizagdo dos participantes e a
recolha de amostras e dados anonimizados e/ou codificados tém de cumprir com o
estabelecido no Regulamento Geral sobre a Protecdo de Dados de 27 de abril de 2016.
Por ultimo, solicita-se que, ao abrigo do art® 19 da Lei 21/2014 de 16 de abril e do disposto
no n° 23 da atual versédo da Declaracdo de Helsinquia, seja dado conhecimento a CE-
ESTeSL do relatorio final, com as conclusdes do estudo, bem como de eventuais
alteracdes ao protocolo de investigacdo e demais informacdes tidas por relevantes.

Aproveitamos ainda para desejar o0 maior sucesso no desenvolvimento deste trabalho.
Com os melhores cumprimentos

Rute Borrego
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Anexo VIl — Cronograma de atividades

Atividades

Redacdo da tese

Pesquisa Bibliogréafica
Criacao e otimizagdo do
protocolo

Processamento de amostras
Tratamento estatistico
Interpretacdo de resultados
Conclusbes

Validagéo e implementagéo

Entrega da tese

2022

X X X

12

x

x
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2023
01

x

x

02

x

X X X X

03 04
X X
X X
X

X

X X
X

X X

05

06



