Numa populagdo homogénea de heméacias a curva de
distribuicdo é simétrica e o seu pico corresponde ao VCM. O
RDW-CV tem sido sugerido como util na diferenciacdo entre
anemia ferropriva e beta talassemia heterozigotica, uma vez que
a populacdo de hemdcias microciticas é mais homogénea na
hemoglobinopatia do que na deficiéncia de ferro. Assim, na
anemia ferropriva sdo esperados valores de RDW-CV mais
elevados do que na beta talassemia heterozigdtica.

O RDW-CV é calculado a partir da relagdo entre a largura do
histograma na altura de 50% de freqiiéncia de eventos pelo valor
de VCM e é representado em %. O RDW-SD é uma medida
direta de um ponto determinado (20% da freqiiéncia) da largura
da curva de distribuigdo e é reportado em fl. E menos suijeito a
desvios do VCM e anemias macrociticas ou com anisocitose
muito acentuada mostram valores elevados de RDW-SD,
enquanto anemias microciticas com discreta anisocitose como a
beta talassemia heterozigética mostram valores de RDW-SD
normal ou pouco reduzido.

A partir dessa curva e de seus valores de RDW os equipamentos
podem emitir alarmes a respeito da presenga de microcitos ou
macrdcitos, antes que os valores de VCM estejam alterados,
indicando a necessidade de reviséo da lamina ao microscépio.

De maneira geral, anemias microciticas com nudmero de
hemécias abaixo de 5 x 10%/I e RDW elevado sio mais favoréaveis
ao diagndstico de anemia ferropriva, enquanto aquelas anemia
que apresentam microcitose, nimero de hemdcias acima de 5 x
10°/l e RDW normal ou pouco elevado merecem uma
investigagdo com a determinacdo dos niveis de HbA2, que
estardo elevados nos casos de [ talassemia heterozigética.

Ret He: contetido de Hb dos RTCs

Os indices reticulocitarios referentes ao contelido de Hb e
tamanho dos RTCs tem sido apontados como auxiliares no
diagnéstico das anemias e no acompanhamento do tratamento
das mesmas. Como a vida média dos eritrécitos é de cerca de 4
meses e a renovacgao didria da massa eritrocitaria corresponde a
1% das hemécias circulantes, alteracbes nos indices
hematimétricos nas anemias, excetuando as hemoliticas, levam
semanas para serem detectados. Os indices referentes as
hemécias maduras (VCM, HCM e CHCM) nao fornecem
informacdes répidas sobre alteracdes na atividade eritropoiética.
Vérios estudos tém demonstrado que as alteragdes
reticulocitarias precedem as dos outros indices hematimétricos
em diversos tipos de anemia. Assim, o conteido de Hb e
tamanho dos RTCs estar&o reduzidos antes do VCM e HCM das
hemdcias maduras, indicando precocemente, por exemplo, a
instalagdo da deficiéncia de ferro. O mesmo acontece na
deficiéncia de folato ou vitamina B12: macroreticuldcitos seriam
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preditores da deficiéncia desses 2 elementos, antes que a
anemia fosse manifestada.

O contetdo de Hb dos RTCs é uma medida direta do estado do
ferro nos RTCs e vérios estudos tem apontado como sendo o
melhor indicador da deficiéncia de ferro em pacientes
submetidos a hemodidlise, com maior sensibilidade e
especificidade do que as determinacdes de ferritina sérica e
saturacdo da transferrina. A avaliagdo do estado do ferro nesse
grupo de pacientes é particularmente importante para monitorar
a resposta a terapéutica com EPO recombinante. E estimado que
a perda anual de ferro em pacientes submetidos a regime de
didlise é de 1500 a 2000mg, decorrente da perda de sangue a
cada procedimento dialitico e das flebotomias freqlientes para os
exames laboratoriais de rotina, além das possiveis deficiéncia de
ingestdo ou menor absorcdo intestinal. A administragcéo de
eritropoietina e conseqliente aumento da atividade eritropoiética
levam a um maior consumo do ferro de estoque, que se néo for
devidamente reposto torna a terapéutica de recomposicdo
ineficaz. Dependendo do equipamento utilizado o contetdo de
hemoglobina dos reticulécitos pode ser reportado como CHr,
MRV ou RetHe, que vdo mostrar valores reduzidos na deficiéncia
de ferro, mas também em outras condi¢bes que cursam com
déficit de hemoglobinizacdo, como na [ talassemia
heterozigotica.  Algumas dificuldades tém limitado a utilizagcdo
dos indices reticulocitarios na pratica, a comecar pela definicdo
dos préprios indices, a dificuldade de padronizacéo e correlagéo
entre os diferentes métodos de deteccdo empregados pelos
equipamentos automatizados, até a possibilidade de falta de
estabilidade dos calibradores e controles de referéncia.
Interferentes como inclusdes celulares, como parasitas da
maldria ou corpusculos de Howell-Jolly também sdo apontados
como fatores que podem superestimar os valores dos
reticuldcitos mais imaturos.

sTfR: receptor soliivel da transferrina

E um produto da clivagem do receptor da transferrina localizado
na membrana das células, em especial naquelas que sintetizam
hemoglobina e necessitam que o ferro plasmatico seja
internalizado. Circula no plasma na forma soltvel do TfR (sTfR)e
tem sido apontado como um bom indicador do estado do ferro
funcional porque n&o sofre as influéncias sistémicas a que estéo
sujeitos o ferro sérico e a ferritina, por exemplo. A sintese do sTfR
é regulada pelos niveis de ferro teciduais. Durante a fase de
deplec&o de estoques os niveis de sTfR permanecem inalterados.
Entretanto, havendo diminui¢éo do ferro hd o estimulo para a
sintese de TfR e os niveis de sTfR elevam-se. A determinacdo do
sTfR pode ser realizada por testes imunoenzimaticos como teste
de ELISA e por nefelometria. Pacientes com anemia apléstica
apresentam niveis intensamente reduzidos de sTfR, compativeis
com a baixa massa de precursores eritréides na medula déssea.

Individuos com insuficiéncia renal crénica podem apresentar
niveis diminuidos de sTfR ja que a atividade eritropoiética em
geral estd reduzida devido a sintese inadequada de eritropoietina
pelos rins. Valores elevados de sTfR s&o encontrados na
deficiéncia de ferro e quando a atividade eritropoiética esta
acelerada, como em diversos tipos de anemias hemoliticas
hereditdrias e adquiridas. Sua principal indicagdo é na
diferenciagéo entre AF e ADC, j& que estd elevado na AF e
normal na ADC.

A relacdo sTfR/log da ferritina foi proposta como melhor
pardmetro na diferenciacdo entre AF, ADC e a combinagéo
AF+ADC, embora haja alguma sobreposicéo de valores na ultima
condicéo clinica.
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A andlise do sangue periférico pretende responder duas
questbes principais: 1) a medula dssea estd produzindo um
namero suficiente de células maduras de diferentes linhagens? e,
2) os processos de proliferacdo, diferenciacdo e aquisicdo de
fungdes de cada tipo celular estdo se desenvolvendo de maneira
adequada em todas as linhagens celulares? Alteracbes nesses
dois quesitos bdasicos estdo relacionadas com numerosas
condigBes patologicas e o hemograma tem como finalidade
fornecer respostas a essas questdes. A diversidade de
informacdes obtidas do hemograma, embora em geral bastante
inespecificas, torna esse exame laboratorial um dos mais
solicitados nas praticas clinica e cirdrgica.

Durante as ultimas décadas foi observada uma grande evolugéo
tecnoldgica na realizagdo do hemograma e as técnicas manuais
tem sido substituidas por sistemas automatizados que
apresentam maior precisdo nos resultados e em um menor
intervalo de tempo. Entretanto, a despeito de todo o avango
tecnoldgico a andlise microscdpica dos elementos sanguineos é
necessaria em diversas condicbes e pode ser muito Util na
elucidacdo de alguns diagndsticos. Cabe ao profissional do
laboratério estabelecer critérios bem definidos para a
necessidade de revisdo de lamina, que deve ser feita por pessoal
bem qualificado para essa atividade.

O quadro ao lado baseado na revisdo de Bain (2005) resume
essas condicdes.

Durante essa apresentacéo serdo apresentadas duas situagdes
onde a associacdo entre parametros fornecidos pelos
equipamentos hematoldgicos automatizados e as alteragdes
observadas a microscopia do sangue periférico auxiliou na
identificacdo de algumas condicdes clinicas. Essas observacoes
podem ser obtidas em um curto espaco de tempo, a partir dos
exames mais basicos, possibilitando o direcionamento na
requisicdo de outros exames mais especificos.

Concomitantemente serd feita uma discussdo breve sobre o
diagnéstico diferencial de alguns tipos de anemia e uma breve
apresentacdo de alguns parametros laboratoriais que podem
auxiliar na diferenciagcdo das anemias e das plaquetopenias.

Indicacoes clinicas para o exame
microscopico do sangue.

Niveis de Hb inexplicavelmente baixos ou presenca de
ictericia de causa desconhecida

Suspeita clinica de doenca falciforme: dactilismo,
esplenomegalia e palidez em crianga, dores abdominas,
tordcicas ou extremidades em adultos ou criangas mais
velhas

Sinais e sintomas sugestivos de trombocitopenia ou
neutropenia: presenca de petéqueas ou hematomas,
infecgdes graves e inexplicadas.

Sinais e sintomas sugestivos de doenca linfoproliferativa:
linfadenomegalia e esplenomegalia, alargamento do timo,
lesbes de pele sugestivas de infiltragdo, dores Gsseas e
sintomas gerais como febre, perda de peso, prurido.

Sinais e sintomas sugestivos de doenca mieloproliferativa:
esplenomegalia, pletora, prurido ou perda de peso.

Suspeita de coagulagéo intravascular disseminada

Insuficiéncia renal aguda ou aumento inexplicavel de
volume renal, em especial em criancgas

Alteragdes oculares como hemorragias, exsudatos, sinais
de hiperviscosidade ou atrofia optica

Suspeita de doenga parasitaria ou bacteriana passiveis de
diagnéstico pelo exame do sangue periférico

Suspeita de cancer ndo hematolégico disseminado: perda
de peso, mal estar geral, dores 6sseas.

Suspeita de mononucleose infecciosa ou outra infecgéo
viral, doenca inflamatéria ou neoplésica

(adaptado de Bain 2005)
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Discusséo 1:

A paciente FCF de 26 anos foi encaminhada de outro servigo,
onde estava internada na UTl h& 24hs. Ha cerca de 10 dias
apresentou dor abdominal, enterorragia e febre, além de
distensdo abdominal. Foi internada e medicada com antibiéticos.
Outros 5 membros da familia apresentaram quadro intestinal
semelhante. Na evolucgéo a paciente apresentou piora do quadro,
acrescido de tonturas, inclusive levando a queda da prépria
altura, tendo sido constatado hematoma subgaleal esquerdo a
TCE. Nas ultimas 12 horas houve piora do quadro neurolégico,
sonoléncia, associado ao aumento dos niveis de uréia e
creatinina, assim como queda importante dos niveis de
hemoglobina e do nimero de plaquetas. Apesar da reposicdo
volémica e estimulo diurético, ndo houve resposta com diurese
adequada.

Exames laboratorias: LDH: 656 U/L, Na: 131 mEq/L, K: 5,9 mEq/L,
TGO: 55 U/L, TGP: 22 U/L, BT: 0,8 mg/dL, Coombs D e I
negativos, R; 1,07, RNI: 1,33. Foi submetida a hemodidlise (uréia:
285 md/dL e creatinina: 12,8 mg/dL).

A internagdo na UTI do nosso servigo apresentava-se em REG,
mucosas descoradas +/4+, taquipnéica, afebril, consciente,
confusa, com estrabismo convergente, sem déficit motor.

PA 120/70, FC 115 bpm, MV+, com criptacdes em base E,
abdome flacido, RHA+, sem edema, sem sinais de TVP.

Ao hemograma:

WBC: 38,76 x 10°/mm°

RBC: 3,17 x 10°/mm®

Hb: 8,9 g/dL

Ht: 25,8%

VCM: 81,40 fL

HCM: 28,10 pg

RDW: 18,20%

PLQ: 44,0 x 10°/mm’®

Diferencial de leucécitos: mielécitos 1% (0,38 x 10°/mm?),
metamieldcitos 1% (0,38 x 10°/mm?®), bastonetes 12% (4,65 x
10°/mm?®), segmentados 83% (32,17 x 10°/mm>), linfécitos 2% (0,77
x 10°/mm?®), mondcitos 1% (0,38 x 10/mm>).

SV: 2 eritroblastos em 100 células contadas. Moderada
policromatofilia, moderada poiquilocitose com regular
quantidade de esferdcitos e esquisdcitos.

* Provavel diagnostico: Pdrpura Trombocitopénica Trombdtica/
Sindrome Hemolitico Urémica

* Fisiopatogenia da PTT/SHU adquirida: fatores
desencadeantes como infecgdo, doencas auto-imunes do
tecido conectivo, algumas drogas, transplante de “sem cell”
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ou cirurgia cardiaca levam ao desenvolvimento de um
autoanticorpo anti IgG contra a metaloprotease ADAMTS13,
que normalmente quebra grandes multimeros do fator de von
Willebrand, impedindo a agregagéo plaquetéria. Na PTT o
anticorpo anti a protease ADAMTS13 bloqueia a clivagem dos
multimeros do fator de von Willebrand, que védo se ligar as
plaguetas, formando oclusivos trombos plaquetérios. O
embolismo na microcirculacdo provoca a isquemia dos
6rgdos. Niveis plasméticos dos fatores de coagulacdo em
geral sdo normais e a plaquetopenia é decorrente do aumento
do consumo.

« PTT: trombocitopenia, anemia hemolitica microangiopética,

anormalidades neuroldgicas, faléncia renal e febre.

* HUS: trombocitopenia, anemia hemolitica microangiopdtica e

faléncia renal. Infeccdes associadas frequientes: Escherichia
coli com verotoxina 0157 (VTEC), Shigella.

* Sugerem o diagndstico: trombocitopenia, aumento do LDH e

presencga de esquisocitos.

» Tratamento: plasmaferese (plasma fresco congelado ou

criosupernadante): removem os grandes multimeros de vVWF
e o anticorpo, além de fornecer ADAMTS13; Anti CD20
rituximab

* Evolugdo dos exames associados com a microscopia do SP:

relagdo dos valores de hemdcias fragmentadas com os
achados do esfregaco do SP.
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Apresentacéao de alguns parametros:

Volume plaquetario médio (VPM):

O valor normal varia de 9,0 a 9,8 fl.

E obtido com a mesma técnica usada para a determinagdo do
VCM. Em geral existe uma correlacdo inversa entre o tamanho e
0 numero de plaquetas e, aparentemente, quanto mais jovem a
plaqueta, maior o seu tamanho e maior sua reatividade. Tem sido
proposta a utilizagdo do VPM na diferenciagcdo das
trombocitopenias: as resultantes de aumento de consumo (VPM
elevado), como na puarpura trombocitopénica idiopatica, de
outras causas de trombocitopenias de origem medular (VPM

normal ou diminuido). O VPM pode estar reduzido na anemia
aplastica, na anemia megalobldstica ou conseqiiente a
quimioterapia. Valores elevados podem ser observados apds
esplenectomia ou no hipoesplenismo.

IPF: “immature platelet fraction” - quantifica as plaquetas
imaturas recentemente liberadas da medula dssea e que contém
quantidade aumentada de RNA citoplasmatico. Corresponde as
plaquetas reticuladas quantificadas por citometria de fluxo
convencional usando corante fluorescente que se liga ao RNA. A
determinacdo do ndmero de IPF auxilia no diagndstico das
trombocitopenias, se de origem medular/falha na producéo (IPF
reduzido) ou de origem periférica/destruicdo (IPF elevado). E
utilizado também como indicador de recuperagdo medular apds
transplante de células precursoras ou apds quimioterapia.
Detecta alteragdes na producdo ou destrui¢do plaquetarias mais
precocemente do que o VPM.

IRF: “immature reticulocyte fraction”

A citometria de fluxo possibilita que os RTCs sejam subdivididos
em 3 classes de maturidade, de acordo com a intensidade de
fluorescéncia: os de alta intensidade, que correspondem aos
RTCs recém langados pela medula dssea, os de média
intensidade e os de baixa intensidade, que representam os RTCs
mais maduros, prestes a se tornarem hemdcias maduras. Por
ordem crescente de frequéncia no sangue, os mais imaturos sdo
mais raros, os de média maturidade encontram-se em valores
intermediérios e os de baixa intensidade ou mais maduros sdo os
predominantes na populagdo reticulocitdria. Em condicdes de
“stress” hematopoiético, como nas crises hemoliticas ou na
recuperagdo medular apds quimioterapia ou transplante de
medula éssea, hd uma elevagédo consideravel do nimero de RTCs
imaturos. Um aumento abrupto do ndmero de RTC imaturos tem
sido considerado util como preditor do periodo mais indicado
para a coleta de células CD34" no processo de mobilizagdo que
antecede o transplante de medula 6ssea.

Hemdcias fragmentadas: as células sdo fragmentadas devido a
lesdo mecénica, toxica ou induzida pelo calor. O aparecimento
dessas alteragdes esta associado com condi¢des como: hemdlise
grave, decorrente de anormalidades vasculares ou cardiacas, e
microangiopatia trombdtica, que inclui a sindrome hemolitica
urémica e a purpura trombocitopénica idiopéatica (PTT). Na PTT a
fragmentacdo das hemécias é frequentemente o primeiro sinal
da presenca de microangiopatia trombdtica. No esfregaco de
sangue periférico aparecem como esquisocitos, que podem ser
quantificados. Por automacdo: usa o canal de reticuldcitos, onde
pequenas células vermelhas com pequena quantidade de RNA
sdo consideradas como esquisocitos. Até 0 momento esse
parametro ndo foi liberado para a rotina laboratorial, podendo ser
consultado na “tela de servigo”.
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Discusséo 2: para cada uma das imagens abaixo ha um hemograma correspondente na tabela abaixo.
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Imagem C

Esses hemogramas sdo de 5 pacientes que
apresentam as seguintes condi¢cdes
clinicas (ndo estdo na ordem de
apresentacdo do quadro): anemia
ferropriva, beta talassemia heterozigdtica,
anemia de doenca cronica, alfa talassemia
(homozigoze para a delegdo _a’/_a*) e
deficiéncia de estoque de ferro.

Ferritina PCR sTfR RetHe
(ng/1) (mg/dL) (mg/L) (r9)
4,57 0,62 12,2 23,9
77 0,51 5,8 26,2
398,1 3,62 3,1 325
241,1 0,06 53 20,8
755 0,14 53 26,8

Valores de referéncia: Ferro sérico: %45-160 e &30-160 pg/dL; Saturagéo da transferrina: 15- 45%; Ferritina sérica: %30-400 e &13-150 pg/|
Proteina C-reativa: < 0,5 mg/dl; Receptor sollvel da transferrina: %2,2-5,0 mg/l e &1,9- 4,4 mg/l; Ret He: 29,8- 377 pg

Com os dados obtidos no hemograma e com
as alteracoes morfolégicas é possivel fazer
uma associacao entre eles de modo a ter um

diagndstico correto?
Apresentacéao de alguns parametros:

RDW: “red cell distribution width”

Representa a variabilidade da populac&o eritrocitaria quanto ao
tamanho, ou seja, é uma medida da anisocitose. Valores de RDW
alargados indicam grande variabilidade na populagdo
eritrocitdria, podendo representar a mistura de duas populacdes
distintas, como apds transfusdo de hemdcias normais em um
paciente com hemdcias de tamanho anormal, ou a presenca de
fragmentos ou aglutinacéo de hem4cias.

O valor de RDW é obtido a partir da curva de distribuicdo das
hemdécias de acordo com o seu tamanho e pode ser expresso
como RDW-SD e RDW-CV .

N° de eritrécitos

v

SD
RDW CV (%) vem

N° de eritrdcitos

20% da | VCM =851l fl VCM = 100 fl fl
curva
RDW SD (fl)
Normal Dupla populacdo
RDW CV = 13% RDW CV = 19%
RDW SD = 43 1l RDW SD =60 fl

Histograma de distribuicdo das hemécias de acordo
com o volume, para obtencéo dos valores de RDW.
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