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CAPITULO 1
PROCEDIMENTOS BASICOS

RECEPCAO DO PACIENTE

A recepgio do paciente é fundamental no conjunto de
acOes que envolvem as analises hematoldgicas e a credibilidade do
laboratério. Toda pessoa que procura o laboratério busca resposta
para algum questionamento de ordem fisiologica ou
fisiopatologica. Assim, sempre ha ansiedade que varia em grau de
intensidade de pessoa para pessoa, bem como da causa que a levou
a procurar o laboratério. Por essa simples razio, a recepgio do
paciente deve ser de respeitosa atengdo. Apods os procedimentos
relativos as documentac¢des de guias de convénios, ou da
apresentacio dos valores dos exames solicitados pelo médico, deve-
se proceder a realizagdo do registro do paciente, especialmente
com referéncia a sua identificagio que incluem o nome completo,
sexo e idade. O endere¢o completo, e-mail e telefone para contato,
também sdo importantes. Da mesma forma, o nome completo do
médico solicitante das analises deve compor o registro.

Apos a fase de identificagdo é importante observar se o
cliente esta bem ou se esta ofegante, febril, palido, ictérico, excitado e
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asseado (limpo). Cuidados especiais devem ser dados a clientes
gestantes.

A pessoa ofegante inclui o cansago, a respiragio dificultosa
e a ansiedade. Todas essas situacdes devem ser anotadas na ficha
laboratorial do paciente, pois podem alterar os resultados do
hemograma, em especial a contagem total de leucocitos que pode
apresentar leucocitose fisiologica. Da mesma forma, se o paciente
procura o laboratério apos ter realizado exercicios fisicos, ou a
gestante com pelo menos cinco meses de gestagio, geralmente podem
apresentar leucocitose fisiologica. Para minimizar esse efeito
fisiologico, aconselha-se ao paciente descansar por 20 a 40 minutos
antes da coleta do sangue. O paciente febril é mais complicado pois
pode incluir alteragdes leucocitarias patoldgicas motivadas pela causa
da febre (p. ex. infec¢io bacteriana). Para esses casos sugere que a
coleta de sangue seja feita no paciente sem febre, solicitando a0 mesmo
que faga uso de antitérmico sob receita médica. Entretanto, ha casos
em que a coleta de sangue foi solicitada com urgéncia em paciente
com febre e esse fato necessariamente deve ser anotado na sua ficha e
no resultado emitido ao médico.

A palidez geralmente esta associada com a diminui¢do da
hemoglobina e, conseqiientemente, com anemia. Essa informagio na
ficha laboratorial do paciente é essencial para o profissional que realiza
os exames hematolégicos. O mesmo procedimento deve ser seguido para
pacientes que apresentam ictericia. A ictericia se deve ao extravasamento
da bilirrubina para o sangue devido a insuficiéncia da fungio hepatica
(p. ex.: hepatite), ou destrui¢do macica de eritrécitos (p. ex.: anemias
hemoliticas). Assim, muitas vezes a ictericia pode estar associada a um
processo anémico que requer aplicagdo de exames especificos e nesses
casos o laboratorista pode trocar experiéncia e sugestdes com o médico
do paciente.

A excitagdo também é um fator que deve ser levada em
consideragio, apesar de que ndo ha base cientifica que suporta correlagio
com alteragdes de exames. Da mesma forma o asseio do paciente também
deve ser anotado, especialmente em situagdes que se fazem por merecer.
A falta de asseio indica desleixo, facilidade de se contaminar e se
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infectar, condi¢des que predispde as alteragdes do hemograma com
ampla interpretacio e esses fatos justificam a anotagdo na ficha
laboratorial do paciente.

Outras informagdes dadas espontaneamente pelo
paciente, p. ex.: menstruagio abundante ou prolongada,
sangramentos, dores Osseas e articulares, indisposi¢io, cansago,
taquicardia, dores nas pernas, dor ou desconforto abdominal, devem
ser incluidos na ficha laboratorial. Informagdes solicitadas ao paciente,
p. ex.: medicagGes em uso e tipo de trabalho (pessoas que trabalham
com agrotoxicos, combustivel, pintura automotiva, sidertrgicas, etc.)
podem ser relevantes.

Ap6s o preenchimento da ficha laboratorial, certifique se o
paciente esta em jejum que, preferencialmente para o hemograma, deve
ser superior a quatro horas. Para bebés que necessitam de se alimentarem
com maior constancia deve ser anotado o tempo entre a tltima refei¢io
e a coleta de sangue. Sugere-se para esses casos 0 tempo minimo de
jejum de uma a duas horas.

COLETA DE SANGUE

A coleta de sangue usual é obtida do sangue venoso,
extraido notadamente de uma veia da fossa antecubital. Na regido
antecubital a veia preferida é a cubital mediana, uma vez que é
habitualmente grande e bem fixada nos tecidos, mas as veias cefalicas
e basilicas também costumam ser satisfatorias. Podem ser usadas
outras veias do antebraco, mas essas sio mais moéveis e dificeis de
serem penetradas. As veias do dorso do punho e da mio tém um
fluxo menor e a pungdo venosa nessas regides tem maior probabilidade
de causar hematomas.

A coleta pode ser efetuada com agulhas de calibre 0,8 ou
0,9mm para adultos e 0,7 ou 0,8mm para criangas ou adultos com veias
finas. A coleta em tubo a vacuo sio mais convenientes para multiplas
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amostras com diferentes anticoagulantes, assim varios tubos a vacuo
podem ser aplicados sucessivamente. E desnecessario enfatizar que
seringas e agulhas devem ser descartaveis e os tubos esterilizados.

Quando é necessaria uma amostra volumosa, ou um
grande numero de amostras para diferentes analises com
anticoagulantes diversos, o sangue pode ser colhido por meio de
buttetfly que é uma agulha fina conectada a uma pequena canula
flexivel. A canula pode ser facilmente removida permitindo que sejam
ligadas varias seringas sucessivamente. Essa técnica também é Gtil em
criangas e nos casos em que as veias sio muito finas e dificultam a
puncio venosa.

O anticoagulante para sangue venoso preferencialmente
é o acido etileno-diamino-tetracético ou EDTA com sal sédico (EDTA-
Na,), ou sal potassio (EDTA-K,). O anticoagulante recomendado ¢ o
EDTA-K, na concentragio final de 1,5 a 2,2mg/ml de sangue, em p6 ou
em solugdo. A vantagem da solugio é a facilidade de misturar-se com o
sangue evitando sua coagulagio. Quando a quantidade de sangue colhida
no tubo é muito pequena, o EDTA liquido pode causar alteragdo dos
resultados pela dilui¢io. O excesso de EDTA também tem efeitos
danosos sobre a morfologia celular no esfregago de sangue. O EDTA-
K, é mais solvel que o EDTA-Na,. Ha um outro tipo de EDTA ligado
ao K (EDTA-K,) que tem a desvantagem de provocar a desidratagdo do
eritrocito e dessa forma reduzir o micro-hematocrito e volume celular. A
heparina, usada como anticoagulante do sangue venoso, altera a
morfologia dos eritrocitos e leucdcitos, bem como as caracteristicas
tintoriais dessas células. O seu uso é recomendado somente para o teste
de fragilidade osmotica.

A coleta de sangue capilar somente deve ser efetuada em
situagOes excepcionais e feita somente com lancetas descartaveis. Usa-
se essa forma de coleta quando bebés, lactentes e adultos tém veias
dificeis. A coleta de sangue capilar se faz por meio de lanceta atingindo
1,5mm de profundidade da ponta do dedo de adultos e criangas, ou
das areas laterais da planta do pé (regido do calcanhar) de bebés e
lactentes. O sangue capilar é colhido por meio de tubos capilares e
transferidos para pequenos tubos (eppendorf) com anticoagulante
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EDTA. E importante destacar que as contagens de plaquetas no
sangue capilar sio freqiientemente mais baixas que as feitas no sangue
venoso. Outros parametros também podem variar no sangue capilar,
como € o caso da concentragio da hemoglobina que resulta elevada.

O sangue de corddo umbilical é coletado por meio de
seringa, agulha e anticoagulante EDTA-K,. Os parametros
hematolégicos no sangue de cordio diferem daqueles obtidos por
puncio venosa no recém-nascido sem, entretanto, afetar
estatisticamente os resultados.

Outros locais menos usuais de obtengdo de sangue sio as
veias do tornozelo, veia femural e veia das jugulares externas.

ESFREGACO SANGUINEO

O esfregaco, ou distensio sanguinea, pode ser feito de
sangue venoso sem anticoagulante, ou de sangue com anticoagulante
EDTA durante o procedimento da coleta de sangue. A distribuicio
das plaquetas no sangue sem anticoagulante promove a formagio de
pequenos agregados, enquanto que no sangue com anticoagulante
EDTA as plaquetas ficam individualizadas e homogeneamente
distribuidas. Quando o sangue é obtido por pungdo capilar as
agregacOes plaquetarias sdo volumosas, dificultando a analise
morfologica e a quantificacio.

Aslaminas de vidro devem estar limpas e desengorduradas.
E usado um distensor que deve ser um pouco mais estreito do que a
lamina.

A distensdo do sangue na lamina pode ser efetuada de
duas formas: a tradicional e o esfregaco italiano. Para obter o
esfregaco tradicional, cuja analise proporciona as avaliagdes qualitativa
e quantitativa de leucdcitos e plaquetas, bem como da morfologia
eritrocitaria, usa-se o distensor da gota de sangue inclinado em relagio a
lamina num angulo entre 25 e 30 graus. Por meio dessa forma de
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esfregaco obtém-se visualmente a composigio de trés por¢des: fina, médiae
espessa. Na porgio fina a disposi¢io de eritrdcitos e leucdcitos € defeituosa,
com células deformadas artefatualmente. Na porgio média se concentram
as células com distribui¢io homogénea, perfeitas para analise. Na porgao
espessa as células se congestionam, dificultando a analise. O esfregaco italiano
é especifico para analise da morfologia eritrocitaria “a fresco”, sem uso de
corante. E muito ttil na avaliacio do tamanho e forma dos eritrécitos. A
foto 1 mostra o esfregaco e as trés porgdes.

A foto 2 representa trés esfregacos identificados pelas letras a,
b e c. Nos esfregacos a e c as setas mostram os deslizamentos periféricos da
objetiva do microscopio durante a analise citologica. Procedendo dessa forma,
as contagens especificas para diferenciagdo dos leucdcitos resultario
artefatualmente em maior nimero de neutrofilos, eosinéfilos e mondcitos,
pois essas células estio em maior nimero nas regides marginais do esfregaco.
O correto ¢ o esfregaco b, pois os linfécitos que se dispdem na regido
central sio contados de forma equilibrada com as outras células, permitindo
aavaliag@o correta.

Quando o sangue a ser analisado é proveniente de paciente
com anemia grave, a gota de sangue deve ser um pouco maior que o habitual.
Por outro lado, se o paciente tem hematdcrito alto (policitemia) a gota
deve ser menor, ou misturada (v:w) com solugio salina (NaCl 0,8%).

As distensdes de camada de leucécitos (buff coat) sdo uteis
para concentrar células nucleadas, ou pesquisar bactérias no sangue. Obtém-
se os leucdcitos por meio da centrifugagio do sangue em tubo de hemolise
ou no tubo de Wintrobe (hematdcrito) e sua coleta é efetuada por micro-
pipetas ou pipeta Pasteur. Para que a distensio seja efetuada com viscosidade
reduzida, mistura-se uma gota da camada de leucécitos com uma gota do
plasma do paciente (autdlogo).

A gota espessa, como o proprio nome indica, é feita pela
deposi¢io de uma gota de sangue, com ou sem anticoagulante, no centro da
lamina e espalhada num diametro de dois centimetros por meio de um
palito ou haste de vidro ou de plastico. Esse teste € indicado para pesquisa
de parasitas da malaria e de outros hematozoarios. A lamina com a gota
espessa ndo requer fixagio e deve ser corada diretamente com solugio aquosa
de Giemsa para que haja hemolise, fato que permite a visualizagio mais
clara dos parasitas no sangue.

12
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Finalmente, a analise de parasitas moveis como as
microfilarias é feita “a fresco” em sangue sob laminula. Coloca-se entre
alamina e laminula uma gota de sangue com anticoagulante permitindo
que os parasitas possam ser vistos no aumento 200 ou 400 vezes (x)
agitando os eritrécitos.

Foto 1- Esfregaco tradicional com as trés porgdes:
e: espessa; m: média; f: fina

Foto 2 - Deslizamento do “charriot” do microscopio paraa leiturae
reconhecimento dos leucécitos. A forma aconselhavel esta representada
naliminab
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COLORACAO DAS CELULAS

Ha varios tipos de corantes hematolédgicos disponiveis no
mercado para serem adquiridos. Esses corantes sio compostos por duas
misturas, o azul de metileno que fixa os componentes protéicos basicos
(ex.: nucleos) e a eosina que revela as proteinas acidas. Esses dois
compostos sdo as bases para os principais corantes usados na maioria
dos laboratorios brasileiros. Entre os corantes hematoldgicos destacamos
0 May-Grunwald-Giemsa, o de Wrigth e o de Leishman. Em qualquer
dos trés corantes ha necessidade que sejam tomadas as seguintes
precaugdes: (1) esfregaco totalmente fresco; (2) o pH do tampio fosfato
(agua tamponada) ajustado (pH 7 a7.4) e a sua concentragio apropriada
(0,01M); (3) o tempo de coloragio adequadamente padronizado. Quando
o pH do tampdo do corante esta abaixo de 7.0 os componentes basofilos
ndo se coram adequadamente, os leucdcitos ficam palidos e o esfregaco
adquire coloragdo com tons vermelhos. Quando o pH esta acimade 7.5
ha excesso de coloragio, com dificuldade de caracterizar os eritrdcitos
policromaticos e o esfregaco tem cor azul escuro.

CONTAGENS MANUAIS E
ELETRONICAS DOS ERITROCITOS,
LEUCOCITOS E PLAQUETAS.

As contagens manuais e eletronicas requerem
necessariamente dilui¢des precisas. A contagem manual, que na
realidade é microscopica, é feita por meio de uma lamina apropriada
conhecida por camara de Neubauer, cujas cavidades milimétricas
associadas a calculos de correcio do sangue diluido, permitem expressar
os valores em milhares (para leucdcitos) e milhdes (para eritrécitos) por
milimetro ctbico de sangue. A contagem manual de eritrocitos €

14
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desaconselhada quando ha muitos hemogramas para serem avaliados.
Nesses casos aumentam as possibilidades de erros na contagem devido
principalmente ao cansago 6ptico de quem as realiza. Para essas situacdes
sugere-se a contagem de eritrécitos quando o paciente esta com a
hemoglobina diminuida. Para aqueles com hemoglobina e hematocrito
normais, a contagem de eritrécitos pode ser dispensada — a ndo ser quando
ha solicitagdo médica. Por outro lado, a contagem manual de leucécitos,
quando efetuada por pessoas bem treinadas, € confiavel.

Atualmente, o mercado de equipamentos laboratoriais
oferece contadores eletronicos de células do sangue que avaliam de
trés parametros (eritrocitos, leucécitos e hemoglobina) até 40 ou mais
parametros. Essas contagens podem ser efetuadas por impedancia de
um ou de multiplos canais, até a medida de células por fluxo dirigido
(citometria de fluxo). Na impedancia o contador avalia os eritrécitos,
leucdcitos e plaquetas por meio de um sensor, enquanto que na citometria
de fluxo ha uma combinacio de impedancia e dispersio da luz laser. O
fluxo se refere ao direcionamento especifico para eritrocitos, leucocitos
e plaquetas, dirigidos hidrodinamicamente para passarem em fila inica
atraves do feixe laser.

Obviamente as contagens eletronicas sio mais precisas e
tecnologicamente mais informativas. Entretanto, se faz necessario a
calibragido periddica, checagem diaria de valores conhecidos, suporte
elétrico estavel (estabilizagdo da corrente elétrica) e manutengio técnica.

Atualmente ha contadores eletronicos que fornecem alem
dos resultados globais dos eritrocitos, leucocitos e plaquetas, a avaliagio
especifica dos leucocitos com a determinagdo numérica dos neutroéfilos,
linfocitos, mondcitos, eosindfilos e basofilos. E ha também contadores
que diferenciam e quantificam os linfocitos B e T, e sub-tipos de linfécitos
T (CD4 e CD8) por meio de imunofenotipagem associada a citometria
de fluxo.

A escolha por um desses dois meios de contagens de células
(manual ou eletronica) deve levar em consideragdo a viabilidade
economica e o volume de analise por dia. Para laboratérios pequenos
que desejam substituir a contagem manual pela eletronica ha boas op¢des
de equipamentos com trés e cinco parametros. Para laboratorios médios
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(com ntmero superior a 50 hemogramas por dia) sugere-se
equipamentos mais robustos com 7 a 20 parametros e que elaboram
também a avaliagio especifica dos leucécitos. Para laboratérios em
que a rotina de hemograma apresenta movimento diario superior a
cem amostras, sugere-se equipamentos especiais com capacidade para
analisar entre 90 a 120 exames por hora. E importante ressaltar que a
contagem especifica de leucécitos efetuada por varios tipos de
contadores de células automatizados carecem de confiabilidade.
Aconselha-se comparar as contagens especificas automatizadas com
as efetuadas em microscopios.

EMISSAO DE RESULTADOS
E COMENTARIOS TECNICOS

A emissio de resultados é uma das principais partes do
trabalho da hematologia laboratorial. A exposi¢do dos resultados deve
ser clara, acompanhada dos valores de referéncias especificos para a
idade, ou faixa etaria e sexo (tabelas 1 e 2). Os valores de referéncia
podem ser expostos no laudo dos resultados integralmente como nas
tabelas 1 e 2, ficando a cargo do médico a identificagdo dos valores
referenciais para o seu paciente, ou entdo o laboratorista destaca com
caneta marcadora a coluna dos valores referenciais, especifica para a
faixa etaria do paciente. Com a utilizagio de informatica em
laboratérios, a faixa etaria pode ser destacada das tabelas 1 e 2 conforme
a idade do paciente e assim facilitar a interpretagdo, por exemplo:

Paciente: C.G.P. Sexo: I
Médico: Dr. AN. Coleta: 02/02/07
Registro: 23594 Idade: 69.00

Liberagao: 04/02/07

HEMATOLOGIA
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ERITROGRAMA

Analise Resultados

Padrdo para sexo e idade

Eritrocitos (1012/1.) 41
Hemoglobina (g/dL) 12.4
Hematocrito (%) 37
VCM (fL) 90
HCM (pg) 30
CHCM (g/dL) 33

40a54
11.3a16.3
36248
77292
2732
30a35

Morfologia Eritrocitaria: Normocitose, Normocromia

Comentario: Valores normais

LEUCOGRAMA

Anilise Resultados

Padrio para sexo e idade

(%) (x1000/mm?)
Leucocitos total 3.8
Neutrofilo Bastonete 4 0.15
Neutréfilo Segmentado 39 1.48
Eosinéfilo 8 0.30
Basofilo 0 0.00
Linfécito 41 1.56
Monbcito 8 0.30

(%) (x1000/ mm?)

4.0a11.0

224 01204
36266 2.0a7.5
224 01204
Oal 0.020.1
25245 15240
2210 0.2a1.5

Morfologia Leucocitaria: Células conservadas

Comentario: Discreta leucopenia, Fosinofilia relativa, Neutropenia absoluta

Plaquetas: Granulares: 380.000 / mm?
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Como se observa nesse exemplo, os resultados do
hemograma foram impressos numa tnica folha, com valores referenciais
para a idade (69 anos) e sexo (feminino), fatos que facilitam a
interpretagio pelo médico.

Ha muitos laboratorios que imprimem os resultados da série
vermelha em folha separada ao da série branca. O tnico inconveniente
€ o volume de papéis e o tempo dispendido para a sua confecgio.

A inclusio ou n3o do comentario técnico nos resultados
do hemograma é uma opgio de cada laboratorio, pois para interpretar
o resultado laboratorial o profissional deve ter conhecimento sobre
o assunto. Por ex.: A série vermelha apresentou valores abaixo do
referencial normal nos exames de eritrdcitos, hematdcrito e
hemoglobina, com indices hematimétricos (HCM, VCM e CHCM)
normais, alteragdes morfoldgicas dos eritrdcitos com anisocitose
(células normociticas e microciticas) e anisocromia (normocromia e
discreta hipocromia). Ha aparelhos que fornecem o indice RDW que
indica a média calculada das superficies celulares de eritrécitos
microciticos, normociticos e macrociticos. Valores alterados de RDW
indica, anisocitose, entretanto sua melhor analise é feita em conjunto
com o valor de VCM do paciente. Exemplos iguais a esse serdo
abordados no capitulo 3 desse manual. Outro problema da inclusdo
ou nio da conclusio dos resultados esta na dependéncia da sua
aceitacdo pelos médicos que usam o servigo do seu laboratorio. Ha
médicos que nio aceitam o comentario laboratorial nos exames
solicitados, pois argumentam que para isso € necessario conhecer o
estado (ou situagio) clinica do paciente. Sob esse ponto de vista o
laboratorio deve evitar o confronto, pois se trata de posi¢do
estabelecida por formagio profissional e assim os resultados devem
incluir apenas os valores numéricos e a avaliagdo qualitativa da
morfologia celular.

Os papéis contendo os resultados dos exames devem ser
colocados em envelope lacrado, ou fechado com selo do laboratorio. Os
meédicos, em geral, nio aceitam que os resultados sejam avaliados
inicialmente pelo paciente, pois podem tirar conclusdes erradas e as vezes
absurdas dos resultados. Caso o laboratorio funcione dentro do hospital
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ndo ha necessidade de envelope e nesses casos costuma-se dobrar e
grampear a folha contendo os exames, com os resultados na parte
interna do papel.

VALORES DE REFERENCIA
NO HEMOGRAMA

A interpretagdo do resultado de qualquer exame laboratorial
requer que se avalie se o resultado é normal ou ndo. Normal significa
que os resultados estdo dentro dos parametros de normalidade (valores
padrdes) para sexo e idade. Assim, os valores de referéncia no hemograma
e em outros testes laboratoriais sio obtidos por meio de critérios definidos,
oriundos de uma populagio clinicamente sadia que incluiu individuos
que participaram desses critérios. Os valores de referéncia sio os
resultados dos exames feitos nos individuos de referéncia e obtidos
estatisticamente dentro de limites que estabelecem a média, a medianae
amoda. A mediana revela numa curva de distribui¢io dos resultados os
valores acima e abaixo da média. A moda indica os valores mais
freqtientes da distribuigio. Desses calculos se obtém os valores normais
que se distribuem numa faixa de normalidade, estabelecidos por valores
normais minimos e maximos, conforme podem ser apreciados nas tabelas
1e2.E importante destacar que para cada indice avaliado (ex.: contagem
de eritrocitos, dosagem de hemoglobina, hematocrito, etc.) ha unidades
especificas que indicam a sua referéncia em relagio ao espago ocupado,
conforme se segue nos quadros 1 e 2.
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Quadro 1

Indice Unidade Prefixo Simbolo Multiplo
Eritrocitos * x10%/L litro L 1
Hemoglobina g/dL decilitro dL 10!
Hematdcerito % - - -
HCM ** pg picograma pg 1012
VCM ** L fentolitro L 10
CHCM** g/dL decilitro dL 10t
RDW ** %

*#*HCM (Hemoglobina Corpuscula Média), VCM (Volume Corpuscular Médio),
CHCM (Concentragio da Hemoglobina Corpuscular Média), RDW (Distribuicio
da Amplitude dos Eritrécitos).

* Em muitos laboratérios ainda se usa a avaliagdo quantitativa de eritrocitos em
milhdes/mm? (ex.: 5.000.000/mm?). Atualmente o convencional é por litro,

entretanto devido ao nimero excessivo de zeros a representagio € dada da seguinte
forma: 5,0x 10'/L.

Quadro 2

No caso do leucograma as avaliagdes quantitativas também obedecem as mesmas
regras de indice e unidade, conforme se segue:

Indice Unidade Prefixo Simbolo  Multiplo
Leucdcitos totais* x 10°/L litro L 1
Neutréfilo Absoluto x 10°/L litro L 1
Neutréfilo Relativo %

* oux 1000/mm?

Para determinados exames ha variagdes de acordo com
idade, sexo ou origem étnica; por exemplo, em gestantes o hemograma
sofre variagdes determinadas por situagdes fisiologicas (cansago, esforgo)
e podem se agravar em situagOes patoldgicas (anemias carenciais). A
tabela 3 indica algumas situagdes que alteram os resultados do
hemograma.
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A diferenga do volume sanguineo entre adultos do sexo
masculino e sexo feminino se deve ao fato de que no homem ha em
média 75ml de sangue (plasma + células) por quilo de peso, enquanto na
mulher é 65ml/kg peso. Assim, um homem com 60 quilos tem cerca de
4,5 litros de sangue e uma mulher com 60 quilos tem 3,9 litros, conforme
representagio abaixo:

Homem Mulher
Volume de Plasma 40ml/Kg 37ml/Kg
Volume de Células 35ml/Kg 28ml/Kg
Total 75ml/Kg 65ml/kg

TABELA 1 - Valores minimos e maximos dos valores
eritrocitarios, conforme a faixa etaria e sexos masculino e feminino em
adultos obtidos na regido de Sio José do Rio Preto, SP.

Eritrograma RN* lall la2 3a10 10 a15 | Adulto** | Adulto**
meses anos anos anos masc. fem.
Eritrocitos 52 40-49 | 40-51 | 40-51 | 40-51 | 45-6.1 | 40-54

Hemoglobina | 17.0 105-125(105-13.0(11.5-14.5|11.5-14.5 | 12.5-16.5| 11.5- 15.5
Hematoécrito 52.0 33 -41 33 -41 34 - 42 34 - 42 40 - 54 36 - 48

HCM 27 - 31 25 -29 25 -29 26 - 29 26 - 29 27 - 29 27 - 29

VCM 80 -100 | 75 -90 75 -90 77 - 90 77 - 90 77 =92 77 =92

CHCM 30-35| 30-35 30 - 35 30 - 35 30 - 35 30 - 35 30 - 35

RDW 10-15 | 10-15 | 10-15 | 10-15 | 10-15 | 10-15 | 10-15
* Valores médios

** O termo adulto nesse caso € considerado quando os niveis hormonais estdo bem
estabelecidos e a massa corporal bem definida, geralmente acima dos 15 anos.
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TABELA 2 - Valores minimos e maximos dos valores glo-
bais (contagem absoluta) e especificos (contagem percentual) de
leucocitos obtidos na regido de Sdo José do Rio Preto, SP.

Leucocitos 1a 3 anos 4 a 14 anos Acima de 14 anos
% absoluta** % absoluta** % absoluta**

Leucocitos

Totais —- 5.0-15.0 ——  45-13.5 - — 4.0-11.0
N. Bastonete * 2-8 0.1-0.6 2-4 0.1-04 2-4 0.1-0.4
N. Segmentado * | 20 - 40 2.0-6.0 35-55 2.0-6.0 36 - 66 20-75
Eosinéfilo 4-10 0.2-15 4-8 03-1.0 2-4 0.1-0.4
Basofilo 0-1 0.0-0.1 0-1 0.0-0.1 0-1 0.0-0.1
Linfécito 40-60 2.0-8.0 30-55  1.5-6.5 25-45 1.5-4.0
Monécito 4-10 0.2-15 4-10 02-1.0 2-10 0.2-0.8

*N: Neutrdfilo
**.%10°/L ou x 1000/ mm?>

TABELA 3 - Situagdes mais conhecidas e comuns que al-
teram os resultados do hemograma.

Recém-nascidos - Elevagio do hematdcerito e hemoglobina.

Coleta de sangue capilar - Leucocitose discreta.
- Plaquetopenia. Elevagio de Hb.

Posigio do brago - Eritrograma com valores mais elevados quando
o brago esta no nivel do coragio.

Uso do Garrote - Aplicagio prolongada do garrote eleva
discretamente os valores do eritrograma.

Anticoagulante - Anticoagulante liquido pode reduzir os valores
de eritrécitos e leucécitos, especialmente quando
o volume de sangue coletado esta abaixo de 2ml.

Exercicios Fisicos -Leucocitose; neutrofilia e linfocitose absolutas.
Gravidez - Leucocitose, neutrofilia e monocitose.
Menopausa - Diminui os valores de leucécitos e neutréfilos.
Tabagismo - Aumento dos valores do eritrograma,

neutrofilia e monocitose.
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Varias influéncias sio admitidas como normais quando
estabelecidas previamente, como s3o os casos de etnia, altitude, idade e
sexo. Etnia: o nimero de leucdcitos em negros € menor que em bran-
cos. Altitude: os valores da eritrograma sdo mais elevados em pessoas
que vivem em regides altas (acima de 3.000 metros). Idade: os valores
normais em recém-nascidos, lactentes e criancas variam entre si e di-
ferem amplamente dos encontrados nos adultos. Sexo: os valores do
eritrograma estdo mais elevados em homens que em mulheres apos a
adolescéncia. As mulheres em idade reprodutiva tém leucécitos em
maior numero que nos homens. Na menopausa os valores de
leucécitos diminuem. Assim, ao analisar o hemograma é importante
que se conhega a idade, tipo de trabalho e local de moradia (cidade,
bairro). A importancia de se conhecer a cidade e o bairro se deve ao
fato de poder avalia-lo em relagdo ao saneamento basico. Ha bairros
que ndo tem rede de esgoto e de tratamento de agua e essas situagdes
podem determinar leucocitoses ou leucopenias, bem como
eosinofilias “inexplicadas”. Quando houver suspeita de anemia é im-
portante saber a origem racial ou étnica. Por exemplo, entre descen-
dentes de africanos destaca-se maior prevaléncia de anemia falciforme,
enquanto entre descendentes de italianos, gregos e sirio-libaneses e
cipriotas sobressai a talassemia tipo beta.
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CAPITULO 2
SERIE VERMELHA

A série vermelha quantitativa é avaliada por meio da
contagem de eritrocitos (CE), dosagem da hemoglobina (Hb) e
hematocrito (Ht). Desses trés valores se obtém trés indices
hematimétricos: Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), Volume
Corpuscular Médio (VCM) e a Concentragio da Hemoglobina
Corpuscular Média (CHCM). Apesar dos valores relativos a contagem
de eritrécitos, dosagem de hemoglobina e hematécrito variarem com a
1dade e com o sexo na fase adulta, os indices hematimétricos se mantém
constantes na maior parte das faixas etarias e entre os sexos masculino e
feminino (tabela 1).

A Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) se obtém pela
aplicagio da seguinte formula:

Hb(g/dL) x 10
HCM = = pg (picograma)
CE (10”7)/L

Exemplo: C.E.: 5,6 x 10/L e Hb = 15,8g/dL

15,8 x 10
HCM = = 28,2 pg
56
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O Volume Corpuscular Médio (VCM) é calculado da
seguinte formula:

Htx 10
"CM = = L (fentolitro)
CE (107)/L

Exemplo: C.E.: 5,6 x 10'?/L e Ht = 52%

52510
VCM = = 92,8/
56

A concentragio da Hemoglobina Corpuscular Média é
calculada pela aplicagio da féormula abaixo:

Hb(g/dl) x 100
CHCM = = dL.
HT (%)

Exemplo: Hb15,8g/dL e Ht: 52%

15,8 x 100
CHCM = = 30,3¢/dL.
52

A série vermelha qualitativa € avaliada por meio de analise
citologica da morfologia eritrocitaria, como se vera no capitulo 3. Porém
a analise final dos resultados referentes a série vermelha deve ser em
conjunto, caso contrario podem ocorrer erros graves que depdem contra
a credibilidade do laboratorio. Para exemplificar o que foi dito acima,
tomemos como exemplo o eritrograma de uma mulher adulta em que o
laboratério “adultera” os resultados da série vermelha, tendo por base
apenas o valor do hematécrito e desse se obtém, por calculos

26



HEMATOLOGIA LABORATORIAL - ERITROCITOS

“magicos”, a contagem de eritrécitos e a dosagem de hemoglobina,
como se segue abaixo:

Hematocrito “de fato”™: 36%
Hemoglobina adulterada: 36 x 3,5 (fator de adulteragio)
— 12,6g/dL

Contagem adulterada de eritrécitos: 36 + 4 (fator de adulteragio)
— 4,0x 107

Assim, essa pessoa, apresentou os seguintes resultados
adulterados:

Contagem de eritrocitos = 4,0 x 10*/L
Dosagem de hemoglobina = 12,6% g/dL
Hematocrito = 36%

HCM = 31,5pg
VCM = 90 fL
CHOM - 35 ¢/dL

Como se observa, os resultados adulterados estio normais
para os padrdes de adulto feminino (ver tabela 1). Entretanto, a mulher
desse exemplo se queixava de cansago, dores nas pernas e discreta pali-
dez. O médico, diante de tanta insisténcia, sugeriu que a mulher procu-
rasse outro laborato6rio, onde foram repetidas a contagem dos eritrocitos,
a dosagem da hemoglobina e o hematécrito. Dos resultados obtidos so-
mente coincidiu o valor do hematdcrito: 36%; os outros resultados fo-
ram os seguintes:
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Contagem de eritrocitos = 5,0 x 10%/L
Dosagem de hemoglobina = 11,1% g/dL
Hematocrito - 36%

HCM = 22 pg

VCM = 72 fL
CHCoM = 30¢g/dL

Na analise desse ultimo eritrograma, a mulher apresenta
anemia microcitica e hipocrémica com VCM e HCM diminuidos,
respectivamente (ver tabela 1). Evidentemente havera alteracdes
morfologicas dos eritrocitos na analise citologica. E agora? Como ficaa
credibilidade do laboratério que adultera resultados?

Diante do exposto fica evidenciado a necessidade de se
realizar as analises da série vermelha de forma completa. Entretanto, ha
laboratérios que ainda ndo possuem contadores eletronicos para células
do sangue e se sabe que a contagem de eritrocitos em camara de Neubauer
é passivel de erros, especialmente quando a rotina laboratorial é
volumosa. Nesse caso especifico, aconselha-se a dosar a hemoglobina
e avaliar o hematécrito, uma vez que se define anemia pela diminuigio
da hemoglobina, além de realizar avalia¢do cuidadosa da morfologia
eritrocitaria. Os resultados liberados devem conter apenas as analises
efetuadas, que nesse caso foram: hematécrito, hemoglobina, o calculo
de CHCM e a morfologia eritrocitaria Mesmo assim, para
laboratorios nio automatizados é fundamental a contagem
eritrocitaria em camara de Neubauer para pacientes com suspeita de
anemia.

Por fim, os aparelhos mais sofisticados para contagem de
células do sangue incluem para a série vermelha um novo indice
hematimétrico além dos trés ja citados, o RDW, cuja tradugio significa
(amplitude da distribui¢do dos eritrécitos). Esse indice é extraido pelo
aparelho eletronico da populagio de células contadas e que se distribuem
dentro do padrio da curva de Gauss, ou distribui¢do gaussiana,
expressando um valor variavel de 11 a 15%. Valores superiores a 15%
indicam que os eritrocitos tém morfologia heterogénea, ou
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anisocitose. Ha ainda muita controvérsia em se estabelecer relacdes
entre valores RDW e alteragdes eritrocitarias que causam anemia,
pois ha muita subjetividade que também pode comprometer o
diagnoéstico laboratorial. Por isso se recomenda sempre a analise
citologica dos eritrocitos (ver capitulo 3) em que as morfologias
especificas de algumas altera¢des celulares podem auxiliar os
diagnésticos de varios tipos de anemias. Apesar disso o quadro abaixo
em que se relacionam valores de RDW e VCM pode auxiliar a
expectativa que se tera numa analise citologica dos eritrdcitos.

Quadro 3 —Relagio entre VCM e RDW para constatagdo
de normocitose, microcitose e macrocitose.

VCM
RDW NORMAL DIMINUIDO AUMENTADO
NORMAL Normocitose Microcitose Macrocitose
Homogénea Homogénea Homogénea
ALTO Normocitose Microcitose Macrocitose
Heterogénea Heterogénea Heterogénea

DOSAGEM DA HEMOGLOBINA

O método sugerido pelo Comité Internacional de
Hematologia para dosagem da hemoglobina é o da
cianometaemoglobina. Esse método apresenta trés importantes
vantagens: a) a hemoglobina, a metaemoglobina e a carboxiemoglobina
sio convertidas em cianometaemoglobina, sendo todas incluidas na
determinagio; b) facilidade de obter padrdes para calibragdo; c) a
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cianometaemoglobina tem uma faixa de absorbancia de 540nm,
podendo ler a densidade Optica tanto em espectrofotdmetro de faixa
estreita como em fotometro ou colorimento, com filtro verde-amarelo.

O método de referéncia exige a adigdo de um diluente que
contenha: a) cianeto e ferricianeto de potassio, para conversio em
metaemoglobina (liquido de Drabkin); b) fosfato de potassio hidrogenado
para baixar o pH, acelerar a reagio e permitir a leitura da absorbancia
ap0s 3 minutos de reac¢io; ¢) um detergente ndo-i0nico para acelerar a
hemolise e reduzir a turvagdo, incluindo a precipitagio das lipoproteinas
do estroma (proteinas de membrana) dos eritrocitos. O branco utilizado
pode ser a agua ou o proprio diluente.

Outros métodos que utilizam azida sddica, ou sulfato lauril-
sodio quase nio sdo utilizados.

A dosagem de hemoglobina deve ser expressa em g/L (massa
por volume) ou em mol/L (concentragio molar), entretanto o usual em
quase todos os laboratorios é expressar a Hb em g/dL ou g/100ml.

HEMATOCRITO

O hematécrito corresponde ao volume ocupado pelos
eritrocitos numa coluna de sangue centrifugado. Inicialmente, o termo
real de “hematdcrito” se deveu ao método original de Wintrobe que
requeria 1ml de sangue colocado em tubo especial de vidro e submetido
a centrifugagio de 1500rpm por 30 a 60 minutos. Depois esse teste foi
substituido pelo micro-hematdcrito que é rapido, eficiente e necessita
de pouco sangue. O micro-hematdcrito separa a coluna de sangue em
eritrocitos e plasma, com uma pequena camada de leucécitos e plaquetas
(buffy coat) que se acomodam sobre a coluna de eritrocitos. A obtengio
dessa separagio se faz por meio da centrifugagio dos tubos por 5a 10
minutos em alta rotagdo (entre 10.000 a 15.000 rpm). A leitura é realizada
usando uma escala apropriada que determina a porcentagem da coluna
de eritrocitos em relagdo ao volume total de sangue. Alguns fatores
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podem afetar o resultado do micro-hematdcrito, conforme mostra a
tabela 4.

TABELA 4 - Fatores que reduzem ou aumentam o micro-
hematocrito.

Fatores que Reduzem Fatores que Aumentam

Solugdo anticoagulante de EDTA*

Maior tempo de centrifugagio Menor tempo de centrifugagio
Rotagio acima de 15.000 rpm Rotagio inferior a 10.000 rpm
Tubos mais estreitos

* em proporg¢io aumentada com relagdo ao volume do sangue no tubo.

CONTAGEM DE RETICULOCITOS

Os reticulocitos sdo eritrocitos jovens, recém liberados pela
medula 6ssea e que ainda contém RNA ribossémico. Os esfregacos ou
células nio fixadas pelos corantes (Giemsa, Wright, etc) ao serem tratados
com o corante azul de crezil brilhante ou 0 novo azul de metileno, permitem
que o RNA ribossomico dos reticulécitos seja corado. A identificagio
do reticuldcito é variavel desde um minimo de dois ou trés grumos
(granulos de RNA) até um volumoso grumo na célula (figura 1).

Geralmente contam-se os reticulocitos em relagio a 100
eritrocitos.

Para essa contagem estimam-se quantos eritrocitos estio
num campo microscOpico e, entre esses, quantos reticulocitos podem
ser contados. Normalmente contam-se dez campos microscopicos.
Em esfregacos finos e homogéneos o ntimero de eritrocitos por

31



PAULOCESARNAOUM - FLAVIO AUGUSTONAOUM

campo varia entre 250 e 300 células. Por exemplo, em dez campos
obteve-se a contagem de 2.500 eritrocitos e foram contados 18
reticulocitos. Estabelece-se que 2.500 eritrocitos correspondem a 100%
do conjunto celular avaliado, e assim aplica-se a regra de trés simples:

2.500 eritrocitos 100%
18 reticuldcitos X
18 x 100
X= = 0,7% reticulocitos
2500

O ntmero normal para reticuldcitos, independente do
sexo, idade ou etnia, varia de 0,5 a 2%. O aumento de reticuldcitos
(acima de 2%) é indicativo de eritropoiese aumentada. O aumento da
eritropoiese se verifica nas anemias hemoliticas - devido reposicio
constante dos eritrdcitos precocemente retirados da circulagdo e na
resposta do tratamento de anemias ndo hemoliticas. A diminuicio
ocorre em anemias hipoproliferativas (p. ex.: ferropriva,
megaloblastica, etc) e na anemia aplastica. Entretanto, quando o
paciente a ser analisado padece de anemia, € importante que seja
realizada a corregio da contagem de reticulécitos usando a seguinte
férmula:

hematocrito paciente

Contagem corrigida de reticulécito = % reticulocitos X
hematocrito normal

O valor considerado para hematdcrito normal é 40% para mulher e
45% para homem.
Exemplo de contagem corrigida em homem com 38% de hematécrito e 0,7% de
reticulocitos: CCR=0,7 x 38/45=0,59%
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Valores acima de 2,0 nessa contagem corrigida sio
considerados elevados.

A interpretagio da contagem percentual de reticulécitos
estabelece que resultados elevados indicam que a medula 6ssea esta
sob estimulo da eritropoiese. Entretanto, o estimulo é dependente
do grau de anemia, ou seja, numa pessoa com hematocrito de 45%, o
reticuldcito demora um dia no sangue periférico para se transformar
em eritrocito. Em pessoas com hematocritos de 35%, 25% ou 15%, o
reticulocito demora 1,5 dia, 2 dias e 2,5 dias, respectivamente, para se
transformar em eritrocitos no sangue periférico. Ha assim uma
avaliagio que se denomina por indice de produgio de reticuldcitos
(IPR), cuja formula € a seguinte:

contagem corrigida de reticulocitos

tempo de maturagdo em dias

A interpretacio desse teste é importante para o
acompanhamento de um paciente sob controle terapéutico, sendo,
portanto, especifico para cada pessoa. A pessoa sem anemia tem a
maturacdo média de reticulécitos por volta de 3,5 dias na medula 6ssea
e um dia no sangue periférico. Quando ha aumento da eritropoiese como
resposta a um processo anémico ou terapéutico, o tempo de vida dessas
células no sangue periférico aumenta, fato que caracteriza a reticulocitose.
Nesses casos, ha liberagio de grande nimero de reticulocitos da medula
para o sangue periférico e essas células sio macrociticas, visualizadas
com discreta policromasia na analise do esfregaco.
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ELETROFORESE DE
HEMOGLOBINAS

A eletroforese de hemoglobinas € um teste laboratorial muito
util na detecgio e identificagdo de hemoglobinas normais, anormais e
talassemias.

Tecnicamente a eletroforese é realizada num pequeno
aparelho conhecido por cuba de eletroforese que contém dois
compartimentos separados e eletricamente diferenciados em poélo
positivo e polo negativo. A voltagem é regulavel ou ajustavel entre zero
e 300 volts. A polaridade é estabelecida pela colocagio de solucio tampio
com pH e concentragdo de sais bem definidos, em cada um dos
compartimentos. A amostra que se deseja analisar é depositada num
“suporte” de gel de agarose ou de acetato de celulose, com uma de suas
extremidades mergulhada no polo negativo e outra no positivo.
Estabelece-se assim uma corrente elétrica do polo negativo em diregio
a0 positivo (quando o tampio tem pH acima de 8,0). Dessa forma,
proteinas carregadas mais negativamente se movem em dire¢do ao polo
positivo, enquanto que as com cargas positivas se movem para o polo
negativo. Pelo fato da hemoglobina ser um pigmento vermelho é possivel
acompanhar seu desenvolvimento no suporte durante a corrida
eletroforética. Para obter a hemoglobina é necessario hemolisar os
eritrocitos com saponina a 1%, ou por meio da mistura de agua,
cloroformio e centrifugacio de eritrécitos previamente lavados com
solucdo de NaCl 0,8%.

A separagio eletroforética permite diferenciar dois tipos de
hemoglobinas normais, a Hb A com concentragio variavel de 96 a 98%,
eaHb A, com 2,0a4,0%. Uma outra fragdo, a Hb Fetal, comum na fase
fetal e apds o nascimento até os seis meses de vida, somente sera
visualizada se estiver acima de 1%, uma vez que sua concentragio é
proxima de zero (tabela 5). O portador de hemoglobinas normais é
identificado por HbAA (figura 2).
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TABELA 5 — Hemoglobinas normais na fase fetal e em
diferentes faixas etarias.

Fase Fetal 0—6meses G6Gmesesalano Acimadelano

HbA Tragos 80-95% 90 -95% 96 298%
HbA, Ausente tragos 2a3,5% 2a4,0%
Hb Fetal 90 - 100% 5-20% 0a5% 0al%

As hemoglobinas anormais também sio conhecidas por
variantes das hemoglobinas normais devido a troca de um aminoacido
por outro diferente. Geralmente essa troca altera a carga elétrica da
hemoglobina, causando a sua separagdo por eletroforese (figura 2). As
hemoglobinas variantes podem estar associadas a Hb A, situagdo genética
caracterizada por heterozigose, p. ex.: Hb AS. A Hb S é uma variante
cuja homozigose (Hb SS) causa a anemia falciforme. Assim a heranga
que é do tipo mendeliana, pode ocorrer conforme o tipo de cruzamento
entre um casal de portadores de Hb AS (figura 2). Outras hemoglobinas
variantes sdo identificadas na nossa populagio por ex.: Hb C (Hb AC,
Hb CC), associagio entre Hb S e Hb C, ou Hb SC que causa doenca
falciforme, Hb AJ, etc (figura 2).

As talassemias se devem a um defeito no controle
quantitativo da Hb A e dessa forma é possivel identifica-las pelo
aumento da Hb A, (> 4% até 7%), geralmente associada a talassemia
beta menor ou heterozigota e presenca de anemia microcitica e
hipocromica de grau leve (figura 3). Quando a diminui¢do da produgio
de Hb A é intensa observa-se anemia grave com hipocromia
acentuadissima, Hb Fetal elevada entre 20 e 80% do total da concentragio
de hemoglobina, fato geralmente indicativo de talassemia beta maior.
Um outro tipo de talassemia se identifica pela presenca de uma
hemoglobina anormal, a Hb H, que caracteriza a talassemia alfa. A
talassemia alfa pode ser imperceptivel (talassemia minima), mas também
pode apresentar graus variaveis de anemias entre discreto a acentuado.
Informagdes detalhadas poderio ser obtidas no capitulo 3.
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Figura 1 - Reticul4citos em sangue periférico de paciente com anemia
hemolitica grave. Reticulocitose

#ﬂuﬂ

Figura 2 - Separagio eletroforética de hemoglobinas.

Figura 3 - Alteragdes morfoldgicas de eritrcitos na talassemia beta
menor. Observar micrécitos e esquisocitos.
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TESTE DE
FRAGILIDADE OSMOTICA

O teste de fragilidade osmotica mede a intensidade de
hemolise dos eritrocitos submetidos as solugdes de NaCl em
concentragdes que variam de 0,1% a 0,9%.

Os eritrocitos normais, que ndo tem defeitos na constituigdo
protéica da membrana eritrocitaria, apresentam graus de hemolises que
se intensificam a medida que diminui a concentragio de NaCl, conforme
mostra o exemplo abaixo na tabela 6.

TABELA 6
% NaCl % de hemolise em % de hemolise na
eritrocitos normais esferocitose
0,9 0 0
0,8 0 0
0,7 0 Oab
0,6 0 5a10
0,5 Oab 10a 50
0,4 5a50 80 a 100
0,3 97 a 100 100
0,2 100 100
0,1 100 100

Conforme pode ser observado, o teste de fragilidade é um
teste especifico para a esferocitose (ou anemia esferocitica) e também
para a eliptocitose ou ovalocitose, que sdo altera¢des da morfologia
eritrocitaria causadas por anormalidades hereditarias na constituigdo
protéica das membranas dos eritrocitos.
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O teste de fragilidade osmotica pode ser realizado de forma
direta ou induzida. Na forma direta, o sangue deve ser coletado
preferencialmente com anticoagulante heparina (pode ser também o
EDTA-K2) e colocado eqiiitativamente nos tubos com as diferentes
concentragdes de NaCl variaveis de 0,1% a 0,9%, homogeneizado e
deixado em repouso por 10 a 30 minutos, apos o que é centrifugado. O
sobrenadante de cada tubo ¢ lido espectrofotometricamente em 540nm
para obter o valor de hemolise. Na forma induzida, o sangue é colocado
eqliitativamente nos tubos com diferentes concentragdes de NaCl e
adiciona-se glicose a 1% em cada um deles. A seguir os tubos sio
incubados a 37°C por duas horas, centrifugados e o sobrenadante é lido
também espectrofotometricamente para avaliar o grau de hemolise.

Assim, os resultados sdo expressos em porcentagens de
hemolise e colocados sob forma de um grafico, também conhecido como
curva de fragilidade osmotica, onde se relaciona ponto por ponto, o grau
de hemolise com a concentragio de NaCl.

O teste de fragilidade osmotica também é conhecido por
teste de resisténcia globular osmotica, cuja interpretagdo tem um
significado oposto, ou seja, quando o eritrocito € osmoticamente mais
fragil ele é obviamente menos resistente.

DOSAGENS DE
FERRO E FERRITINA

O ferro organico é o Fe** (ou estado ferroso), obtido
pela alimentagio e também pela reutilizagdo proveniente de
hemoglobinas que se degradaram com a morte de eritrocitos.
Normalmente cerca de 66% do ferro total do corpo (2.000 a 2.500mg)
esta ligado a hemoglobina circulante, 30% (800 a 1.500mg) em 6rgios
e células que estocam ferro (figado, principalmente) e 3 a 5% na
mioglobina. Tragos de ferro sio encontrados em determinadas
enzimas. Somente cerca de 3mg estdo ligados a transferrina na
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circulagdo, mas essa quantidade é substituida ou perdida varias vezes
ao dia. A avaliagio quantitativa de ferro pode ser obtida pela medida
de ferro sérico saturado, da capacidade total de ligagdo do ferro
(CTLFe) e da concentragio de ferritina. A tabela 7 apresenta os valores
normais da quantidade de ferro sérico e capacidade de ligagio, em
trés unidades diferentes. Além disso, com os valores de ferro sérico e
CTLFe possivel obter a saturagio da transferrina, aplicando a seguinte
formula: ferro sérico x 100 = % de saturagio.
CTLFe

O valor de normalidade para saturagdo da transferéncia
varia entre 20 a 45%. Abaixo de 20% indica ferropenia e acima de
45% indica sobrecarga de ferro.

TABELA 7 — Valores de ferro sérico e capacidade total
de ligagdo do ferro em pessoas saudaveis, utilizando trés unidades
diferentes.

mg/L m mol/Litro ug/dL

Ferro sérico 0,7 -1,8 13 - 32 70 - 180
Capacidade de ligacio 2,5 - 4,0 45 - 70 250 - 400

Os valores de ferro sérico estdo diminuidos na anemia
por deficiéncia de ferro e em algumas doengas cronicas e nas hipopro-
teinemias. Estio elevados na hemocromatose, nas anemias hemoliticas,
ap6s multiplas transfusdes e, freqlientemente, na anemia perniciosa.

A capacidade total de ligagio do ferro esta aumentada na
anemia por deficiéncia de ferro e na gravidez, diminuida nas infec¢des
cronicas e hipoproteinemias e totalmente saturada com ferro na
hemocromatose. O nivel de ferritina sérica reflete o ferro armazenado
no organismo, indicando, em geral, que para cada micrograma de
ferritina ha 8 miligramas de ferro estocado. O nivel de ferritina esta
diminuido na deficiéncia de ferro e elevado em pacientes com
sobrecarga de ferro causada por hemocromatose primaria e
secundaria, essa ultima devido principalmente aos processos
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hipertrasnfusionais como o que ocorre na talassemia beta maior. O
aumento da ferritina sérica pode ocorrer também nas doencas
hepaticas, nas doengas malignas e nas infecgdes.

Os valores normais de ferritina diferem entre populages,
idade e sexo, conforme a relagio abaixo.

Recém —-nascidos 25 -200
Criangas até 1 més 200 - 600
Criancas de 2 a 6 anos 50 - 200
Criancgas de 6 a 15 anos 7 - 140

Homens acima de 15 anos 15 - 200
Mulheres acima de 15 anos 15 - 150

A tabela 8 resume as principais patologias relacionados
as alteracdes de ferro, CTLFe e saturacio transferrina

Tabela 8 - Status de ferro e patologias.

Patologias Ferro CTLFe Saturacio
Deficiéncia de Ferro D A D
Infeccdes Cronicas D D D
Neoplasias D D D
Menstruacao D N D
Gestagao D A D
Hepatite A A A/N
Nefrose D D A
Talassemia A D A
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CAPITULO 3
AVALIACAO TECNICA
DA SERIE VERMELHA

MORFOLOGIA NORMAL
E ANORMAL DOS ERITROCITOS

A morfologia normal dos eritrécitos analisada por
microscopia Optica em esfregaco corado é uniformemente discoide.
Quando a analise microscopica se procede “in vivo”, em gota fina sob
laminula ou na camara de contagem, em aumento de 400x, é possivel
observar com clareza sua forma biconcava.

O eritrocito € uma célula com 8my de diametro, espessura
periférica de 2,5ml e central de Imm, a superficie total é de 160mp’ e o
volume de 90mp’. O peso é de 30 x 10*g. Esses valores variam entre 5
e 10% das células normais. A cor dos eritrocitos “in vivo” é amarela.
Alguns fendmenos naturais podem ser observados nos eritrocitos, entre
os quais destacam-se:

1. Roleaux: sio formagdes de eritrocitos dispostos como
se fossem moedas empilhadas devido ao significativo aumento de
imunoglobulina, como ocorre em processos infecciosos e em doencas
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neoplasicas, notadamente na hiperparaproteinemias (ex.: mieloma
multiplo).

2. Aglutinagdo: ocorre quando ha altos titulos de anticorpos
antieritrocitarios (ex.: transfusdo incompativel do sistema ABO).

3. Deformabilidade: situagio normal observada “in vivo”
no microscopio (analise em camara de Neubauer ou em gota fina sob
laminula).

A fungio principal dos eritrdcitos é o transporte de oxigénio
dos pulmdes para as células do organismo e do didéxido de carbono no
sentido contrario. Na circulagio do sangue periférico atuam cerca de 25
trilhes de eritrécitos e por dia sio retirados da circulacio
aproximadamente 1 bilhdo dessas células.

Os eritrocitos normais vivem, em média, 120 dias e a medida
que envelhecem as enzimas da glicolise diminuem suas atividades. O
envelhecimento se manifesta pelo aumento da densidade, da fragilidade
osmoética e da aglutinabilidade. E certo que uma pequena parte dos
eritrocitos se decompdem por lise na circulagio, entretanto a destruigio
efetiva ocorre no sistema reticuloendotelial, principalmente do bago,
seguido do figado e medula 6ssea, onde os macrofagos exercem a
fagocitose.

A forma e a flexibilidade normais dos eritrocitos dependem
da integridade da composi¢io quimica e morfoldgica da célula
(citoesqueleto), bem como da sua membrana. O aparecimento de uma
forma anomala pode resultar de um defeito primario do citoesqueleto
ou da membrana, ou ser secundario a fragmentagio ou a polimerizagio,
cristalizagdo e precipitagio da hemoglobina. Por outro lado, a membrana
do eritrocito é constituida por dupla camada lipidica, atravessada por
varias proteinas transmembrana, sendo as mais importantes a proteina 3
e as glicoforinas. A principal proteina do citoesqueleto € a espectrina,
que se liga a anquirina e a proteina 3 da membrana. Essas intera¢des
promovem a formagdo de uma textura especifica capaz de suportar a
intensa flexibilidade do eritrocito durante seu periodo médio de vida.

42



HEMATOLOGIA LABORATORIAL - ERITROCITOS

Certos termos usados para descrever a morfologia das
células do sangue requerem defini¢do (Quadro 3). Para descrever as
células que apresentam morfologia normal, sio utilizados dois
adjetivos: (a) normocitico, que significa que as células sio de tamanho
normal e (b) normocrémico, com significado de que as células contém
quantidade normal de hemoglobina, corando-se, portanto,
normalmente. Outros termos descritivos da morfologia eritrocitaria
(ex.: microcitico, anisocitose, etc.) pressupdem que a morfologia é
anormal. Ha entretanto, uma situagdo em que o eritrocito é
macrocitico, porém é normal; essa situagio ocorre nos recém-nascidos
cujos eritrocitos sio normalmente maiores que os observados em
pessoas com idade acima de 1 més de vida.

De uma forma geral, a morfologia dos eritrocitos, mesmo
que normais, deve ser descrita no eritrograma.

O:s eritrocitos anormais se devem as alteragdes no tamanho
pela presenca de microcitose ou de macrocitose, ou de ambas
conjuntamente. Quando se encontram eritrocitos de tamanhos normais
juntamente com microcitos, ou com macrocitos, denomina-se esse achado
por anisocitose. Ao descrever no eritrograma a presenga de anisocitose
é importante destacar se ha ou ndo predominancia dos eritrécitos
alterados, p. ex.: “Anisocitose associada a discreta microcitose”. Por outro
lado, em situagdes de anemias multicarenciais por deficiéncias conjuntas
de ferro e folatos, é possivel observar na analise do esfregago a presenca
de eritrocitos microciticos e macrociticos caracterizando a anisocitose
dimérfica. Para esses casos é fundamental para o médico a informagio
de forma clara e completa, que poderia ser assim exposta: “Anisocitose
eritrocitaria dimorfica pela presenca de microcitos e macrocitos”. Para
se ter idéia da importancia em relatar a presenc¢a da microcitose e da
macrocitose, consulte as tabelas 9 e 10 sobre as causas principais dessas
alterages. E importante destacar que is vezes se usa o termo dimorfismo
para presenca de normocitose e microcitose, entretanto os autores
sugerem para esse caso o uso do termo anisocitose, reservando a palavra
dimorfismo eritrocitario somente nas associa¢Oes de duas populagdes
patologicas, ou seja microcitose e macrocitose.
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QUADRO 3 — TERMINOLOGIA HEMATOLOGICA

Prefixos e Sufixos comuns do Grego e Latim usados no

Prefixos
a-/an
aniso -
cito -

dis -
eritro -
hemo - / hemato -
hipo -
hiper -
10 -
leuco -
macro -
mega -
meta -
micro -
mielo -
pan -
poiquilo -
poli -
esquiso -
trombo -
- cito

- emia

- filico

- ite

-lise

- oma

- opatia

- ose

- penia

- polese

- poletina

vocabulario hematolégico

Significados

falta, sem, ausente, diminuido
desigual

célula

anormal, ruim
vermelho

pertinente a sangue
abaixo, deficiente
acima, aumentado
igual

branco

grande

muito grande, gigante
mudanga

pequeno

da medula

todos, global

variado, irregular
muitos

partido, desintegrado
coagulo

célula

sangue

atraido, afinidade para
inflamacdo

destruicio

tumor, inchaco
doenga

aumento anormal, doenga
deficiéncia

formagio com desenvolvimento
produgio estimulada
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TABELA 9 — Algumas causas da microcitose ou presenga
de eritrdcitos microciticos.

Formas herdadas

- Talassemia alfa
- Talassemia beta
- InteracGes entre talassemia alfa/beta
- Interacao entre:
Tal.alfa/HbS
Tal.alfa/HbC
Tal. beta/Hb S
Tal. beta/Hb C
-Hb Lepore (fusdo de globinas delta/beta)
- Anemia sideroblastica congénita
- Atransferrinemia

- Deficiéncia de ferroquelatase

Formas adquiridas

- Deficiéncia de ferro

- Anemia das doencas cronicas

- Sindromes mielodisplasicas

- Anemia sideroblastica adquirida

- Hipertireoidismo

- Intoxicagdes pelo chumbo, cadmio e aluminio

- Anticorpo contra receptor de transferrina de eritroblasto

45



PAULOCESARNAOUM - FLAVIO AUGUSTONAOUM

TABELA 10 — Algumas causas da macrocitose ou presen-
ca de eritrocitos macrociticos.

Associada 2 reticulocitose
- Anemia hemolitica
- Hemorragia

Associada a eritropoiese megaloblastica

- Deficiéncia de vit. B,

- Deficiéncia de acido félico

- Uso de drogas anti-folicas, metotrexato, pentamidina,
pirimetamina e trimetropim

- Escorbuto

- Drogas antineoplasicas e imunossupressoras

Associadas a eritropoiese megaloblastica e macronormoblastica
- Sindromes mielodisplasicas

- Sindrome de Di Guglielmo

- Algumas leucemias miel6ides agudas

- Mieloma miltiplo

- Ingestio organica de alcool (alcoolismo)

- Hepatopatias

- Terapia com fenantoina

- Alguns casos de deficiéncia de cobre

Associadas a eritropoiese macronormoblastica

- Anemias diseritropoiéticas congénitas

- Aplasia eritroide pura congénita (sindrome de Blackfan-Diamond)
- Anemia aplastica

Mecanismos incertos

- Tabagismo

- Sindrome de Down

- Doenga obstrutiva cronica das vias aéreas
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Os eritrdcitos anormais também decorrem das alteragdes
de suas formas, cujo termo geral designado é poiquilocitose ou
pecilocitose. A poiquilocitose (termo mais usado) é indicativo da pre-
senga de células deformadas (esquisocitos), equindcitos, falcizadas,
acantociticas, crenadas, estomatocitos, esferdcitos, eliptocitos, codécitos
(células em alvo), dacridcitos, leptocitos, queratdcitos (células mordi-
das) e megaldcitos. A célula falcizada, conhecida também por drepandcito
se deve exclusivamente a presen¢a da hemoglobina S (Hb S) no interior
dos eritrécitos. Quando a célula falcizada tem a forma delgada é possi-
vel que esteja no seu estado irreversivel, enquanto que na forma de
meia-lua admite-se que pode ser do tipo reversivel. O codécito é tam-
bém conhecido por célula em alvo devido a maior concentragdo de
hemoglobina no centro do eritrdcito, porém esse fato se deve a inversido
da concavidade da célula para um lado apenas, tomando a forma de
“capuz” observavel por microscopia eletronica. O dacriécito € o
eritrocito em forma de “gota” ou “lagrima”. O leptdcito é o nome dado
a0 eritrocito extremamente afinado, com a area central hipocrémica. Os
queratécitos sdo eritrocitos desprovidos de uma parte do seu disco e,
por isso, com duas pontas que assemelham a “chifre”. O megalécito é
um eritrocito enorme, com coloragio bastante forte sem que seja
hipercromica, pois a concentragio da hemoglobina corpuscular média
(CHCM) é normal. O esferécito pode ter tamanho normal ou microcitico.
Quando microcitico se denomina por microesferdcito. Por microscopia
eletronica observa-se que € uma célula esférica e, porisso, a coloragio é
sempre hipercromica, com a concentragio da hemoglobina corpuscular
média (CHCM) quase sempre elevada. A tabela 11 resume todas essas
alteragdes morfologicas dos eritrdcitos e as causas mais comuns que
induzem as deformacdes.
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TABELA 11 - Alteragdes morfoldgicas dos eritrocitos e suas
principais causas.

Denominagdo  Significado Figura Causas Associadas
Técnica
Equindcito Projecdes 7 Uremia. Deficiéncia de
regulares da piruvatoquinase. Cancer de
superficie, estomago. Sangramento de
células crenadas Glcera péptica, pH elevado do
corante. Sangue “velho” (2 dias
ou mais ap6s a coleta).
Acantdcito Projegdes 10 Abetalipoproteinemia.Cirrose
irregulares hepatica e mal absorgdo. Pos-
da superficie esplenectomia. Enzimopatias.
Estomatécitos  Eritrocitos 13 Estomatocitose hereditaria.
unicdncavos Alcoolismo, cirrose, doencas
hepaticas obstrutivas. Eritré-
citos com alteragdes na bomba
de Na* eK*
Esferécitos Eritrécitos 16 Esferocitose hereditaria.
esféricos Anemias hemoliticas. Pos-
transfusio. Hb instaveis e
Deficiéncia de G-6PD.
Hemolise por dilui¢io aquosa.
Esquisécito Eritrécitos 18  Anemia hemolitica micro-
fragmentados angiopatica. Vasculite, glome-

rulonefrite. Valvulas cardiacas
(proteses ou patoldgicas).
Queimaduras graves. Hemo-
globintria da marcha.
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Denominagdo Significado Figura Causas Associadas
Técnica
Eliptocito Eritrécito com 5 Eliptocitose hereditaria.
forma oval Anemias mielotisica e
mieloblastica.
Falciforme Eritrécitoscom 8 Doengas falciforme (Hb SS,
forma de foice SC Hb S/talassemia, SD).
ou meia-lua
Codocito Eritrécitos em 11 Doencas obstrutivas do
alvo figado. Hemoglobinopatias
AC, SC, CC e talassemias.
Deficiéncia de ferro. Pos-
esplenectomia.
Dacriécito Eritrocitoscom 14 Talassemias. Mielofibrose.
forma de gota Metaplasia mieloide
Leptocito Eritrocitoscom 17 Deficiéncia de ferro.
forma afilada Doencas obstrutivas do
figado.
Queratécito Eritrocitocom 19 Hemoglobinas instaveis.
forma de célula Deficiéncia de G-6PD.
“mordida” ou Valvulas cardiacas (proteses ou
chifre patologicas).
Megalécito Eritrocito com 6 Anemia megaloblastica.

grande tamanho
e forma oval
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Fig. 4: Policromasia na anemia Fig. 5: Eliptécitos na eliptocitose
hemolitica hereditaria

Fig. 6: Megalocito na anemia Fig. 7: Equindcitos
megalobastica

Fig. 8: Células falcizadas na anemia Fig. 9: Aniso- poiquilocitose e
falciforme hipocromia acentuada na
tal. beta maior

Fig. 10: Acantdcito na deficiéncia de Fig. 11: Células em alvo (codécitos)
Piruvato quinase naHb CC
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Fig. 12: Pontilhados basofilos na Fig. 13: Estomatocitos na
Talassemia beta maior estomatocitose hereditaria

Fig. 14: Dacridcitos na talassemia Fig. 15: Corpos de Howell-Jolly em
beta menor esferécitos

Fig. 16: Esferdcitos na esferocitose Fig. 17: Leptdcitos na anemia
ferropriva

e

Fig. 18: Esquisécitos na talassemia Fig. 19: Queratécitos ou célula
beta menor mordida na Hb instavel
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As alteragdes referentes ao contetido da hemoglobina nos
eritrocitos e que saem da caracteristica normocromica se devem
basicamente a deficiéncia de hemoglobina, ou hipoctomia; ou ao
aumento da concentracio da hemoglobina corpuscular média (CHCM)
a hipercromia. Por outro lado a hemoglobinizagio anormal do eritrocito
pode ter caracteristicas basofilicas e porisso é conhecida por
policromatofilia.

A hipocromia é a redugio da coloragio do eritrocito e a
palidez central da célula tem intensidade variavel. A hipocromia
visualizada no esfregaco pode ser generalizada, ou pode afetar apenas
um grupo de células (remanescentes de uma anemia que foi tratada com
sucesso). Quando a hipocromia é acentuada observa-se além da
diminuicio da HCM a reducio do CHCM. E importante ressaltar que os
eritrocitos de criangas sadias sdo em geral levemente hipocrémicos,
quando comparado com adultos. Uma vez que a intensidade da coloragio
dos eritrocitos é determinada pela espessura da célula, bem como pela
concentragio de hemoglobina, a hipocromia também pode ser observada
em células que sdo mais delgadas que as normais, mas tem volume e
concentragio de hemoglobina normais; tais células sio os leptocitos (ver
tabela 11 e figura 17).

A hipercromia é um termo raramente usado na descrigdo
dos esfregacos ou distengdes sanguineas. Ele pode ser aplicado quando
as células coram-se com intensidade maior que a normal, como sio os
casos dos esferdcitos (figura 16) e micro-esferocitos da anemia esferocitica
- geralmente a CHCM esta aumentada. O uso de hipercromia na
macrocitose é passivel de erro, uma vez que o fato dos macrocitos serem
naiores e mais espessos que o eritrocito normal, a luz do microscopio
optico tem maior dificuldade de atravessa-lo e porisso se tem a impressdo
artefatual de hipercromia.

A policromatofilia, ou policromatocitose, ou
policromasia (figura 4) sio termos usados para descreverem os
eritrocitos que tém coloragdo roseo-azulada, em conseqiiéncia da
captagio simultanea do corante eosina (pela hemoglobina) e dos corantes
basicos (pelo RNA ribossomico). Assim, admite-se que os eritrocitos
com policromatofilia sdo imaturos, recém liberados pela medula 6ssea,
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com caracteristicas de reticul6citos em transformagio para eritrocitos.
Em condi¢des de estresse hematopoiético transitorio por tratamento
terapéutico com ferro ou folatos, ou no estresse hematopoiético
persistente (anemia hemolitica) quando ha altos niveis de eritropoietina,
a presenca de policromatofilia se torna mais evidente e até acentuada.
Esse fato indica eritropoiese em atividade aumentada e geralmente esta
associada a0 aumento do niimero dos reticulécitos (ver figura 1). Por
outro lado, a auséncia de policromatofilia e, conseqlientemente, de
reticulocitose, em pacientes com anemia hemolitica (doenga falciforme;
talassemia intermédia, maior ou interativa; esferocitose, etc.), geralmente
indica aplasia eritr6ide induzida por parvovirus.

Outro termo relacionado as alteracdes referentes a
hemoglobinizagio dos eritrocitos é a anisocromia. Anisocromia descreve
a variabilidade de eritrdcitos que se diferenciam com relagdo a sua
coloragdo, ou seja, alguns normocromicos e outros hipocromicos. A
anisocromia indica, portanto, situagdo de mudanga como a que ocorre
naanemia ferropriva em tratamento, ou ainda a regressio da anemia de
doenca cronica. A tabela 12 resume as principais formas de alteragdes
da hemoglobinizagio eritrocitaria. A figura 9 mostra eritrocitos com
acentuada hipocromia em um paciente com talassemia beta maior,
enquanto que as figuras 14 e 17 destacam as hipocromias na talassemia
beta menor e na anemia ferropriva, respectivamente.

TABELA 12 - Principais altera¢des da hemoglobinizacio
eritrocitaria.

Denominagio Significado Alteragio Causas
Técnica Hematimétrica  Principais
Hipocromia Diminuigio da HCML Anemias
hemoglobina CHCM * ferroprivas.
VCM *#* Talassemias.
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continuagio da TABELA 12

Denominagao Significado Alteragio Causas

Técnica Hematimétrica  Principais

Hipercromia Aumento da cHoMT Esferocitose
concentragio da Eliptocitose
hemoglobina

Policromatofilia  Eritrécitos VCMTouN Estresse
imaturos RDW hematopoiético.

Reticulécitos T

Anisocromia Duas ou mais RDW Respostaa
populagdes de tratamento de
eritrocitos normais, anemia.
hipo ou hipercrémico

(*) em casos graves; (**) geralmente associado a hipocromia. N: Normal

INCLUSOES
NOS ERITROCITOS

As inclusdes nos eritrocitos sio decorrentes de maturagio
anormal das células (eritroblastos e reticulocitos), intoxicagdes que
afetam a sintese da hemoglobina, alteragdes genéticas da sintese de
hemoglobina, desnaturagio da hemoglobina, agregados de ferritina, e
presenca de microorganismos. As principais inclusdes sio as seguintes:
Pontilhados baséfilo, Anel de Cabot, Corpos de Heinz, Cristais de
Hb C, Corpos de Howell-Jolly, Corpos de Pappenheimer,
Siderossomos e Microorganismos. A tabela 13 descreve os principais
corpos de inclusdes, caracteristicas celulares e causas principais.

A visualizagdo de corpos de inclusdes na analise do esfregaco
sanguineo deve ser relatada com destaque ao grau de intensidade (discreto,
moderado ou acentuado).

As figuras 12, 15 € 22 mostram eritrocitos com algumas das
inclusdes descritas.
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TABELA 13 - Corpos de inclusio em eritrocitos.

Inclusio Caracteristica Celular Causas Principais
Pontilhado Baséfilo Granulos azuis - Intoxicagio pelo chumbo.
distribuidos - Talassemia beta menor.
irregularmente
Anel de Cabot Filamento fino em - Anemias graves.
forma de anel - Diseritropoiese.
Corpos de Heinz Precipitados de - Hb Instaveis.
hemoglobinas - Metaemoglobina.
desnaturadas - Drogas oxidantes.
Cristaisde Hb C Cristais de hemoglobina - Hb C homozigota.
-HbSC.
Corposde Corptsculos - Anemia.
Howell-Jolly remanescentes de nticleo - Esplenectomia.
Corposde Complexo protéico - Talassemia maior.
Pappenheimer ligado ao ferro - Anemia sideroblastica.
Siderossomo Agregados de ferritina - Disttirbio da sintese
de hemoglobina.
Microorganismos Parasitas, bactérias -Malaria.
- Septicemia.
RESUMO DA
ERITROPOIESE

Nas pessoas adultas os eritrocitos sio normalmente
formados na medula dssea. Esse processo em situagio patologica,
como nos casos das anemias hemoliticas cronicas, pode ocorrer no
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bago e em outros 6rgios do sistema reticuloendotelial, por exemplo:
o figado. A eritropoiese depende da adequada obtencio de proteinas,
carboidratos, gorduras, sais minerais e vitaminas. Os elementos mais
importantes desses dois Gltimos grupos sio o ferro, acido félico e
vitamina B ,. A piroxidina e acido ascorbico também sdo considerados
essenciais. A absorcio do ferro é facilitada pelo acido hidrocloridrico
e acido ascorbico e depende de um componente protéico - a
transferrina — para transporta-lo a medula Ossea e aos Orgios de
estocagem, dos quais o figado é o principal deles. A absor¢io da
vitamina B , requer um componente protéico, conhecido por fator
intrinseco, que € uma substancia existente no suco gastrico e
secretado pelas células parientais da mucosa gastrica.

Assim, a vitamina B, e o acido folico dependem do
funcionamento normal da mucosa gastrica para serem absorvidos. O
acido ascorbico participa da transformagio do acido f6lico para sua forma
ativa, o acido folinico. Ferro, acido folico e vitamina B , sdo estocados
no figado para serem utilizados em situacio de deficiéncia desses
elementos.

O processo fisiologico responsavel pela manutengio do
equilibrio entre a produgio e destrui¢io dos eritrocitos inclui um
hormoénio, a eritropoietina, produzida nos rins. A eritropoietina € uma
alfa-globulina cuja sintese esta relacionada com a hipoxia celular.
Especialmente a hipoxia renal induz a produgio e liberagio da
eritropoietina, que por sua vez acelera a diferencia¢io da célula tronco
mieléide pluripotente ou célula pluripotente primitiva (CPP) para a
linhagem especifica da célula-mie eritroide blastica (UFB-E ou unidade
formadora de blastos eritroides). Nesse processo que ocorre no sistema
hematopoiético da medula 6ssea, deve ser ressaltado que ao acelerar a
diferenciagio da célula tronco mieléide pluripotente, outra célula similar
deve apenas se dividir (sem se diferenciar) para evitar o esgotamento
dessa célula na medula 6ssea. A regulagdo da producio de eritrécitos
pela eritropoietina depende do consumo de oxigénio tecidual e
notadamente da queda do PO, renal. Assim, quando ocorre a diminuigdo
da massa eritrocitaria circulante por uma alteragdo patoldgica, como sio
os casos das anemias, ha um prejuizo na vascularizagio tecidual
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modificando o débito cardiaco, a fun¢do pulmonar e a liberagio de
2,3 di-fosfoglicerato (2,3 DPG). Toda essa situagio promove o
aumento da afinidade das células pelo oxigénio e causa a liberacio da
eritropoietina pelos rins para estimular as células formadoras de
eritrocitos. Esse processo de regulagio promovido pela adequada
liberacdo de eritropoietina estimula a eritropoiese, cujos componentes
principais sdo proeritroblasto (PE), eritroblasto baséfilo (EB),
eritroblasto policromatéfilo (EP), e eritroblasto ortocromatico (EO),
reticulécito (Ret) e o eritrocito maduro conforme mostra o grafico
1. As células blasticas sofrem continuas redu¢des de tamanho com
mudancas profundas no seu contetido citoplasmatico e na sua
estrutura celular, a0 mesmo tempo em que a sintese de hemoglobina
se acumula gradativamente no espago celular. A eritropoiese ocorre
num periodo normalmente entre oito e nove dias até a liberagdo do
eritrocito adulto, conforme resume a tabela 14.

TABELA 14 — Duragio aproximada dos diferentes tipos
celulares e o crescimento da concentragdo de hemoglobina durante a
génese eritrocitaria.

Células Tempo médio em horas Concentragio de Hbupg
Proeritroblasto 20 0-7
Eritroblasto basofilo 40 7-25
Policromatico 24 10-25
Eritroblasto Acidéfilo 30 13-25
Reticul6eito 72 25-30
Eritrécito 120 dias 27 -32

A seguir, apresentamos um sumario dos precursores dos
eritrocitos caracterizados pelos aspectos morfologicos, organelas,
contetido de hemoglobina e tempo médio de vida.
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Proetitroblasto: é uma célula oval ou circular com diametro
variavel entre 20 e 25myt. O nucleo ocupa 4/5 da célula e é possivel
visualizar um ou dois nucléolos. E uma célula rica em ribossomos
citoplasmaticos além das organelas comuns que caracterizam areas
descoradas que correspondem aos locais em que se encontram os
centrosomas, ou pequenas areas claras onde se localizam as mitocondrias.
Ainda no citoplasma é possivel observar apenas com recursos da
microscopia eletronica as moléculas de ferritina calculadas entre 500 a
1.000 por célula. Nenhuma ou pouca hemoglobina é sintetizada nesta
fase (0 a 7upug).

Cada proeritroblasto, ap6s 20 horas de vida, sofre o processo
de mitose e origina dois eritroblastos basofilos.

Eritroblasto Basoéfilo: o processo de mitose da célula
precedente resulta numa diminuigdo do tamanho celular do eritroblasto
basofilo. Morfologicamente é uma célula circular, com o nticleo ocupando
2/3 do volume total e o citoplasma é caracterizado por basofilia uniforme
e menos intensa. O nucleo se torna bem caracteristico onde a cromatina
se distribui homogeneamente em grumos. O fendmeno da mitose é
freqiientemente observado nessas células quando por aspiragio de sangue
da medula 6ssea. Por microscopia eletronica avaliam-se entre 20 e 30
mitocondrias, centrosoma pequeno contendo dois centriolos envolvidos
por um complexo de Golgi. Observa-se também a presenca de
conglomerados de ferritina, que representam os siderdcitos visualizados
com corante especifico em microscopia optica.

O eritroblasto basofilo tem vida média de 40 horas e se
destaca por dar inicio a sintese de hemoglobina (7 a 25upg). Por mitose
origina o eritroblasto policromatéfilo.

Eritroblastos Policromatéfilo e Ortocromatico: o
eritroblasto policromatéfilo € uma célula menor que o basofilo e se
destaca pela gradativa incorporagdo da acidofilia no citoplasma
promovida pelo aumento da concentragio de hemoglobina. O volume
do nucleo dessa célula diminui proporcionalmente ao seu grau de
envelhecimento, passando de ¥ em relacdo ao volume da célula na fase
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inicial, para % na fase final, caracterizando assim o eritroblasto
acidéfilo. O tempo de vida do eritroblasto policromatico é proximo
de 24 horas e a célula sintetiza entre 10 a 25ug de hemoglobina.

O eritroblasto ortocromatico inicialmente tem o nucleo
central que ocupa % do volume celular e a medida que vai envelhecendo
se torna denso e se desloca para a periferia. Essa célula tem um tempo
de vida médio de 30 horas e sintetiza entre 13 a 25mmg de hemoglobina.
A perda do ntcleo ocorre por um processo denominado estrusdo, que
indica perda parcial do nicleo e o restante do nucleo é fagocitado por
macrofagos que se dispde no centro de varios eritroblastos (ilhotas de
eritroblastos). Ao fagocitar o nticleo, o macréfago introduz tambeém alguma
quantidade de hemoglobina, que é metabolizada e da origem a formacio
de “picos” de bilirrubina. Apés o desaparecimento do nticleo, a célula se
transforma no reticuldcito.

Reticuldcito: é a célula resultante da anterior, evidenciada
pela perda do ntcleo do eritroblasto acidéfilo e de suas organelas, em
especial as mitocondrias e os ribossomos. Tem uma duragio de 72 horas
e capacidade para sintetizar entre 25 a 30upg de hemoglobina. O
reticulécito contém porgdes do complexo de Golgi, mitocondria e um
numero variavel de mono e poliribossomos que contém RINA ribossomico.
Moléculas de ferritina estdo presentes nessa fase da série eritrocitica e o
desaparecimento das organelas é progressivo (ver figura 1).

O reticulécito é uma célula que se caracteriza pela resposta
do sistema eritropoiético a um grave “estresse medular”. Assim, seu
aumento no sangue se deve ao estimulo da eritropoiese como se observa
na anemia aguda e por injecdes de substancias que ativam ou
estimulam a eritropoiese, por exemplo: vitamina B ,, folatos, ferro,
eritropoietina. A fase seguinte ao do reticulécito € a do eritrocito,
cujo assunto foi particularizado no inicio desse capitulo.
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SINOPSE
DAS ANEMIAS

Anemia é uma constatacio clinica e laboratorial resultante
de uma situagio patolédgica. Define-se a anemia pela diminuigio da
hemoglobina circulante em comparagio com os valores esperados em
pessoas saudaveis do mesmo sexo e da mesma faixa etaria, sob as mesmas
condi¢des ambientais. As causas que induzem a anemia sio muito
diversas, entretanto as principais se observam como conseqiiéncia de
varios tipos de doengas, bem como por alterages proprias da eritropoiese.
De uma forma geral essas situagdes patologicas resultam na redugio da
sintese de hemoglobina ou na sua degradagdo precoce. Assim, as
principais conseqiiéncias da anemia podem ser resumidas em dois
mecanismos que alteram o comportamento fisiologico normal:

a) o transporte deficitario de oxigénio devido a diminuigdo
do teor da hemoglobina, motivando a diminui¢io da oxigenagio tecidual
e induzindo disfun¢des organicas generalizadas.

b) Particularmente nos processos cronicos de anemia o
organismo procura se adaptar a situagdo patoldgica com evidentes
desgastes fisiologicos, especialmente para o sistema cardio-respiratério.

Tomando-se por base apenas a concentragio de hemoglobina
em gramas por decilitros (d/dL), a literatura cientifica considera um
processo anémico quando os valores de hemoglobina estdo inferior a
13g/dL no homem, 12g/dL na mulher, 11g/dL em gestantes, criangas e
adolescentes, e 10,5g/dL em criangas abaixo de 6 anos, conforme
mostra a tabela 15.
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TABELA 15 — Valores normais para hemoglobinas em
diferentes fases do desenvolvimento etario.

Fases Etarias Hb (g/dL) (*)
Sangue de cordio 13,0-20,0
Primeiro diade vida 15,0-23,0
Criangas de 6 meses a 6 anos 10,5-14,5
Criancas de 6 anos a 14 anos 11,5-14,5
Homem acima de 14 anos 12,5-16,5
Mulheres acima de 14 anos 11,5-15,5

* Obs.: Essas faixas de normalidades variam discretamente entre diferentes
laboratorios.

Deve-se ressaltar, porém, que o eritrograma necessita ser
avaliado da forma mais completa possivel, incluindo a contagem de
eritrocitos, dosagem de hemoglobina, hematécrito, indices
hematimétricos (VCM, HCM e CHCM), contagem de reticuldcitos (em
casos de anemias) e o exame do esfregaco sanguineo. Diga-se a propdsito
que o exame do esfregaco sanguineo € parte essencial do eritrograma,
pois permite a verificagdo de anormalidades morfolégicas especificas
que, de outro modo, ndo seriam percebidas.

Entre os principais sintomas que acometem as pessoas com
anemia destacam-se os seguintes: desanimo, fadiga, cansago, dores nas
pernas, dispnéia, palpitagio, angina dor de cabega, nausea, distirbio
menstrual e perda do libido. Os sinais fisicos mais importantes sdo:
palidez, taquicardia, varia¢io na pulsagdo e insuficiéncia cardiaca
congestiva. Ainda nas anemias graves observam-se discreta proteinria,
alteragdes das fungdes renais e febre.

A classificagio de anemias pode obedecer varios critérios,
dos quais os mais utilizados se baseiam nas altera¢des fisiopatologicas
(tabela 16) e laboratoriais (tabela 17).
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TABELA 16 — Classificagio das anemias baseada na altera-
cdo fisiopatologica.

Hemorragica

- Aguda: sangramentos interno ou externo.

- Cronica: sangramento gastrointestinal, urinario ou reprodutivo.
-Fetal e Perinatal.

Destruigdo precoce dos eritrécitos

-Hereditaria: Esferocitose, Eliptocitose
Enzimopatias
Hemoglobinopatias

-Adquirida:  Isoanticorpos: transfusio, DHRIN*
Autoanticorpos: idiopatica,
Secundaria a doengas malignas e do colageno.
Indug3o por drogas e produtos quimicos.
Traumaticas: queimaduras, valvulas cardiacas.
InfecgBes: bactérias, parasitas, virus.
Hiperesplenismo.
Hemoglobinuria paroxistica noturna

Diminuigao da Produgio dos Eritrécitos

- Deficiéncia nutricional: subnutrigio, deficiéncias de ferro, B, e folatos.

- Deficiéncia de absor¢o: diarréia, gastrectomia e sindrome de mal absorcio.

- Insuficiéncia medular: anemia aplastica, indugio toxica (drogas quimicas e
radiagdes) enddcrinas, mieloftise (mielofibrose, mieloma, metastases, leucemias)

* Doenga Hemolitica do Recém-Nascido
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TABELA 17 — Diagnostico laboratorial das anemias e suas
relagdes com as causas.

Anemia Normocitica e Normocromica

Eritrécitos, Hemoglobina e Hematécrito: Diminuidos
VCM e HCM: normais
Ocorréncia: Anemias Hipoproliferativas: ~ por Doengas da Medula Ossea
DoencaRenal
InflamacBes
Deficiéncia de ferro (fase inicial)
Anemias Hemoliticas e Hemorragicas

Anemia Microcitica e Hipocrémica

Eritrécitos, Normal, Diminuido ou Aumentado.
Hemoglobina e Hematécrito: Diminuidos (¥)
VCM e HCM: Diminuido
Ocorréncia:  Deficiénciade ferro cronica
Talassemias menor e intermédia
Anemia sideroblastica hereditaria
(*) Eritrocitos elevados, porém microciticos, € comum na talassemia beta menor

Anemia Macrocitica e Normocrémica

Eritrécitos, Hemoglobina e Hematécrito: Diminuidos

VCM: Aumentado

Ocorréncia:  Deficiénciade Vit. B , ou Acido Folico
Doengas Instrinsecas da Medula Ossea (Mielofibrose)
Quimioterapia
Doengas Hepaticas

As anemias distinguidas por meio das alteragdes
fisiopatolégicas se agrupam em trés situagdes distintas: anemias
hemorragicas, anemias por destruicdo precoce dos eritrocitos (hemolise)
e anemias por diminuigio da produgio dos eritrécitos (hipoproliferagio).
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Por outro lado, as anemias determinadas por alteragdes motfolégicas
e quantitativas dos eritrocitos também se resumem a trés grupos de
anemias: microcitica e hipocromica, normocitica e normocrémica e, por
fim macrocitica e normocromica. Na realidade esses dois critérios se
complementam e a elaboragio de um laudo laboratorial seguro e compe-
tente esta na dependéncia dos conhecimentos conceituais e da infra-
estrutura tecnologica disponivel para o profissional de laboratério.
O diagrama a seguir resume as classificagdes clinica e laboratorial das
anemias.

ANEMIA
Alteragoes Alteragées
funcionais dos morfolégicas dos
eritrocitos eritrocitos
; ;
Classificagdo clinica Classificagdo laboratorial
* Hemorragica
« Hemolitica do tipo de anemia
 Hipoproliferativa
* Aplastica
Normocitica Microcitica Macrocitica
Normocromica Hipocrémica Normocroémica
Eritrécito ! LN/ |
Hemoglobina ! ! |
Hematocrito l l l
VCM N ! 1
HCM N ! N
CHCM N N/ N
RDW i 1 1
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ANEMIA MICROCITICA
E HIPOCROMICA

A anemia microcitica e hipocromica se deve basicamente a
caréncia de ferro, alteracdes no metabolismo do ferro, anemia
sideroblastica e sintese desequilibrada entre as cadeias de globinas alfa e
beta que causam as talassemias dos tipos alfa e beta, respectivamente.

CARENCIA DE FERRO E
METABOLISMO ALTERADO DO FERRO

O metabolismo do ferro inicia-se por meio da obtengio
externa e de forma limitada do ferro alimentar e uma reutilizagio eficaz
proveniente das fontes internas que o armazenam. Normalmente cerca
de 66% do ferro total do corpo (2.000 a 2.500mg) esta ligado a
hemoglobina circulante; 30% (800 a 1.500mg) em orgios e células que
estocam o ferro sob forma de ferritina (ex: figado) e 4% na mioglobina.
Tragos de ferro sdo encontrados em determinadas enzimas. Somente
perto de 3mg estdo ligados a transferrina na circulagdo, mas essa
quantidade é substituida ou perdida varias vezes ao dia. O ferro é
absorvido através da mucosa do jejuno em uma fase rapida que se inicia
segundos ap0s ter alcangado as células mucosas das vilosidades intestinais
e atinge o pico entre 30 a 60 minutos. Essa fase rapida é seguida por
uma outra lenta que demora 24 horas, em média. O ferro apos passar
pelas células é liberado para a circulagio, onde se liga a transferrina. Em
pessoas saudaveis, cerca de 1,0mg de ferro é absorvido dos alimentos
diariamente. No periodo menstrual essa quantidade é cerca de 2,0mg,
enquanto que na deficiéncia de ferro, a requisi¢do organica é de quatro a
seis vezes maior. Quando ha sobrecarga de ferro no organismo, ocorre a

66



HEMATOLOGIA LABORATORIAL - ERITROCITOS

diminui¢do de sua absor¢io. O estoque de ferro no corpo esta
armazenado principalmente sob a forma de ferritina.

A alimentagio humana pode fornecer diariamente de 10 a
15mg de ferro para o individuo adulto de paises desenvolvidos.
Entretanto, o contetido de ferro dos alimentos é muito variavel, conforme
mostra a tabela 18.

TABELA 18 — Contetido de ferro em mg% nos principais
alimentos consumidos.

Tipo de Alimento Ferro (mg%)
Actcaredoces 0

Leite, queijos, coalhadas 0,1-0,2
Frutas 0,1-0,5
Arroz, massas, paes 0,5-1,5
Batatas 0,5-1,0
Legumes e verduras 0,5-1,5
Ovos 2,0-3,0
Carnes magras 1,5-3,0
Feijdes, favas, lentilhas 40-8,0

O baixo contetido de ferro no aglcar e leite explica a
ocorreéncia freqiiente de deficiéncia de ferro em lactentes, nos idosos e
em algumas populagdes com alimentagio desequilibrada. Por outra parte,
as bebidas alcodlicas em geral contém quantidades variaveis e elevadas
de ferro, cuja média € da ordem de 10mg por litro, fato que pode explicar
em parte a freqiiéncia de hemocromatose na cirrose alcodlica. A tabela
19 apresenta as principais causas da deficiéncia de ferro.

A avaliagdo quantitativa de ferro pode ser obtida por meio
das dosagens de ferro sérico, saturagio de transferrina, da
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capacidade de ligagdo do ferro, e da concentragio de ferritina
sérica. A tabela 7 apresenta os valores normais de quantidade de ferro
sérico e capacidade de ligagdo, em trés unidades diferentes.

Os valores de ferro sérico estio diminuidos na anemia por
deficiéncia de ferro, nas infecgdes cronicas e hipoproteinemias; e estio
elevados na hemocromatose hereditaria, anemia hemolitica, apos
multiplas transfusdes e na anemia perniciosa. O quadro 4 mostra a relagio
entre testes laboratoriais de avaliacio de ferro e seus resultados em
doencas especificas.

A capacidade de ligagdo do ferro esta aumentada na
anemia por deficiéncia de ferro e na gravidez; e diminuida nas infec¢des
cronicas e na hemocromatose.

O nivel da ferritina sérica reflete o ferro armazenado no
organismo e os valores normais diferem entre popula¢des, idade e sexo.
No Brasil, aceita-se os valores expostos na pagina 40.

O nivel de ferritina esta diminuido na deficiéncia de ferro e
elevado em pacientes com sobrecarga de ferro causada por
hemocromatoses primaria e secundaria, essa tltima devido
principalmente aos processos hipertransfusionais como ocorre na
talassemia beta maior. O aumento da ferritina sérica pode ocorrer
também nas doencas hepaticas, doencas malignas e infeccdes (Quadro
4).

Um fato que merece destaque € a situagdo de uma pessoa
com anemia ferropriva associada a um processo infeccioso ou inflamatério.
Nesse caso a dosagem de ferro sérico pode estar diminuida (devido a
anemia ferropriva) e a dosagem de ferritina pode estar elevada (devido a
infecgdo ou inflamagio).

Outras informagdes relativas as alteracdes de ferro sérico,
capacidade total de ligacio do ferro (CTLFe) e saturagio da
transferrina podem ser vistas na tabela 8 da pagina 40.
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TABELA 19 — Principais causas da deficiéncia de ferro.

HEMORRAGIA

- Gastrointestinal: Glcera, diverticulose, nematodeos, etc.
- Pulmonar: hemossiderose pulmonar

- Uterina: menorragia, ante e pos-parto

-Renal: hemattria, dialise cronica

GESTAGCAO

- Dificuldade de transferir o ferro para o feto

HEMOSSIDERINURIA

-Hemodialise cronica
- Hemoglobintiria paroxistica noturna

MAL ABSORCAO

- Gastrite cronica
- Gastrectomia parcial e total

DIETA DEFICIENTE

- Lactagao

- Qualidade de alimentos ingeridos
-Pobreza

-Meio ambiente

69




PAULOCESARNAOUM - FLAVIO AUGUSTONAOUM

Quadro 4 — Testes para confirmar a anemia ferropriva.

TESTE RESULTADOSNA COMENTARIOS EM
DEE. DEFERRO OUTRAS SITUACOES

Ferritina Diminuido Aumenta nas inflamacdes e nas
hepatopatias

Saturacio de Transferrina Diminuido Diminuido na velhice e doengas
cronicas

Ferro Sérico Diminuido Significantes flutuagdes nas
doengas cronicas

CTLFe Aumentado Diminui nas anemias de doengas

cronicas (Ex.: Cancer)

Zinco Protoporfirina Aumentado L
Ferro Medular Diminuido Investigagio Gtil nos processos
invasivos
4
(Ex.: Metastase medular)
Receptor de Transferrina Aumentado Aumentado nas hemdlises

CTLFe: Capacidade total de ligagio do ferro.

ANEMIA
SIDEROBLASTICA

A anemia sideroblastica constitui um grupo heterogéneo
de doengas que podem ser hereditirias ou adquiridas e sdo
caracterizadas por anemia, presenca de sideroblastos e aumento do
estoque de ferro particularmente na medula 6ssea. Embora a
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hipocromia e a microcitose sejam caracteristicas comuns, observa-se
também um quadro citolégico dimorfico visualizado pela presenca
de microcitose, macrocitose, hipocromia, poiquilocitose, eliptocitose
e siderocitos. Na medula Ossea € possivel encontrar a maioria dos
normoblastos com ferro coravel. A maioria dos pacientes com anemia
sideroblastica tem diminuicio da atividade da enzima acido delta-
aminolevulinico sintetase (ALA-S). A ALA-S é uma enzima
mitocondrial que atua no inicio da formagio do grupo heme (esquema
1). A diminuic¢io do nivel de ALA-S prejudica a continuidade da reagio
e, conseqlientemente, a formacdo de grupos heme se torna deficiente.
Esse fato é a causa principal da nio utilizagio do ferro que seria
inserido no grupo heme. O ferro nio utilizado pelo grupo heme se
precipita no citoplasma dos eritroblastos e se torna visivel com
corantes especificos, dai a denominagio de sideroblastos para essas
células. Na analise do sangue periférico observam-se muitos eritrocitos
microciticos e hipocromicos. A tabela 20 resume as principais causas
que podem reduzir os niveis de ALA-S e produzir a anemia
sideroblastica.

SINTESE DO GRUPO HEME

SUCCINIL - CoA + GLICINA

Acido delta-aminolevulinico
l

Porfobilinogénio

Uroporfirinas
\J

Coproporfirinas
Protoporfirina

HEME

Esquema 1-Sintese do grupo heme, com destaque a atuagdo de ALA-S, cuja deficiéncia
€a causa principal da anemia sideroblastica
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TABELA 20 — Classificagio da anemia sideroblastica.

HEREDITARIA ADQUIRIDA

Ligada ao cromossomo X Idiopatica

Autossomica Associada a mielodisplasia
Alcoolismo
Drogas (clorofenicol, isoniazida)
Deficiénciade cobre
Intoxicagdo por chumbo

TALASSEMIAS

As talassemias sdo um grupo heterogéneo de doengas
genéticas causadas pela redugdo da sintese de globinas alfa e nio-alfa
(beta, gama ou delta) que afetam a morfologia do eritrocito (figura 20) e
a reducdo da vida média dessas células. Na realidade as formas mais
comuns de talassemias se devem a redugio de globina alfa ou de globina
beta, situages que originam as talassemias alfa ou beta, respectivamente.

Ocorréncias mais raras envolvem a reducio da sintese
conjunta de globinas delta e beta (talassemia delta/beta), ou de delta,
gama e beta simultaneamente (talassemia delta/gama/beta). Em alguns
casos de talassemias ha redugio total de sintese de globina alfa ou de
beta, caracterizando as talassemias alfa-zero ou beta-zero. Por outro lado
quando a redugio de sintese afeta parcialmente os genes alfa ou beta,
refere-se por alfa-mais ou beta-mais talassemias.

Pelo fato de a talassemia beta e as hemoglobinas variantes
denominadas por Hb S, Hb C e Hb E serem as mais prevalentes
respectivamente nos continentes europeu, africano e asiatico, ndo é raro
a ocorréncia de interagOes entre talassemias e essas hemoglobinas
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variantes: Hb S/Tal. Beta; Hb C/Tal. Beta; HbS/Tal. Alfa; HbC/Tal.
Alfa; Hb E/Tal. Beta; Hb E/Tal. Alfa. No Brasil ndo é raro a presenca
de talassemias interativas por Hb S/Tal.Betae Hb S/Tal. Alfa devido a
intensa miscigenagao racial que ocorre entre nossa populagio.

A maioria das talassemias obedece ao modelo de heranca
mendeliana, ou seja, caracterizada pela falta de sintomas clinicos nos
heterozigotos e pela gravidade clinica nos homozigotos.

Assim, clinicamente, as talassemias alfa ou beta podem ser
classificadas em minima, menor, intermédia e maior, conforme o
quadro abaixo.

Talassemia minima: Geralmente € uma talassemia alfa com
um ou dois genes parcialmente reduzidos na sua expressio. O paciente é
assintomatico, o eritrograma apresenta valores numeéricos normais (Hb:
11 a 16g/dL) porém com discreta alteracdo na morfologia eritrocitaria.
O diagnostico laboratorial se faz por meio de eletroforese de hemoglobina
em acetato de celulose com tampdo de pH alcalino, que revela tragos de
Hb H com concentragdes entre 0,5 e 2,0% (figura 21). A pesquisa
intraeritrocitaria de Hb H também pode mostrar eritrocitos com
precipitados de Hb H (figura 22). A freqiiéncia de talassemia minima na
populagio brasileira varia entre 15 e 30%.

Talassemia menor: Pode ser do tipo alfa ou beta. Em geral
o paciente, embora assintomatico, manifesta o desconforto do cansaco e
dores nas pernas com relativa freqiiéncia. O eritrograma revela anemia
microcitica e hipocromica, com valores desproporcionais entre contagem
de eritrocitos, hemoglobina e hematdcrito (exemplo: eritrocitos: 5,8 x
102- L; Hb: 12g/dL; Hematocrito: 36%; VCM: 62; HCM: 20,6). A
morfologia eritrocitaria apresenta alteragdes de intensidades variaveis
entre leve a moderado, com muitos esquisocitos, dacriocitos e pontilhados
basofilos. Quando a talassemia menor se deve ao tipo “tal.alfa menor”,
arevelacdo se da pela presenca de Hb H em eletroforese de hemoglobina
em acetato de celulose de pH alcalino, com concentragdes entre 3 a 8%
e muitos precipitados intraeritrocitarios de Hb H (figuras 23 e 24). A
talassemia alfa menor se deve geralmente a lesdes que reduzem
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integralmente dois genes alfa (- -/0t ou o -/a. -), ou que afetam
parcialmente trés genes alfa (o0 /et €t). Na populagdo brasileira a
prevaléncia de talassemia alfa menor é de 3%, em geral. Quando a
talassemia menor se deve ao tipo beta “tal. beta menor”, a revelagio
se da pelo aumento da concentragio de Hb A, (> 4% a 7%) em 95% dos
casos (figura 25). Os 5% dos casos restantes podem ter Hb A, com
valores normais e elevacio de Hb Fetal que apresenta concentragio entre
2 25%; os valores normais para Hb Fetal é zero a 1% ap6s o sexto més
de idade. A frequéncia de tal.beta menor no Brasil €, em média, 0,8%.

Talassemia intermédia: Esta é uma classificacio clinica,
de pacientes que sejam portadores de talassemia alfa ou beta, com
manifestagdes clinicas mais evidentes que as observadas na talassemia
menor e menos grave que na talassemia maior. Eventualmente ha
necessidade do paciente receber transfusio de sangue (uma ou duas vezes
ao ano, em geral), com esplenomegalia evidente e anemia microcitica e
hipocrémica de grau moderado (Hb: 7 a 10g/dL), muitas vezes com
eritroblastos no esfregaco sanguineo. Esses pacientes necessitam de
assisténcia médica periodica.

Talassemia maior: E a forma mais grave das talassemias.
Quando a talassemia maior se deve a lesdes nos genes alfa, todos os
quatro genes alfa estdo integralmente afetados, ou seja, nenhum deles
sintetiza globina alfa, e por isso é representado por (--/ - - ); para efeito
de comparagio, pessoas normais sem talassemia alfa tem os quatro alfa
ativos (ol / ouot). Assim, a talassemia alfa maior é a forma mais grave
de todas as talassemias, pois os reflexos da doenga acontecem durante a
gestagio, com aborto espontaneo, ou entio ao nascer a crianga apresenta
asindrome hidrépica que nio lhe permite a vida (natimorto). A tal. alfa
maior (sindrome da hidropsia fetal) é incomum no Brasil, porém é
freqiiente entre chineses, tailandeses, indonésios (sudeste asiatico, em
geral). Laboratorialmente o diagnostico da tal. alfa maior ou sindrome
hidrépica é feito por meio de eletroforese de hemoglobina do recém-
nascido (ou sangue de cordio) que mostra entre 90 e 100% de uma
hemoglobina anormal conhecida por Hb Bart’s.
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A talassemia maior por lesio no gene beta afeta os dois genes
beta (normal: B/f; talassemia maior: B/ ouff / -; ou-/-). O gene
beta cortado ao meio indica que ele sintetiza pouca globina beta,
enquanto que o trago (-) indica que o gene beta nio produz nenhuma
globina beta. Por essa razdo a talassemia beta maior tem expressoes
clinicas variaveis entre grave a muito grave, com anemia intensa (Hb:
6g/dL) a muito intensa (Hb: 4g/dL). O paciente com talassemia beta
maior requer a necessidade de continuas transfusdes de sangue,
medicagdes e vacinagdes especificas, além do diagndstico precoce.
Quando todos esses requisitos sdo obedecidos, a talassemia beta maior
evolui moderadamente bem até a idade adulta. O diagnoéstico laboratorial
se caracteriza por elevagio de Hb Fetal entre 20 a 100% e anemia grave
com muitos eritroblastos no esfregaco sanguineo. E sempre muito
importante a avaliagio laboratorial dos pais e familiares. A prevaléncia
de tal. beta maior no Brasil é de aproximadamente um caso para 40 mil
pessoas. A tabela 21 resume as principais altera¢des laboratoriais
encontradas em analises de sangue de pacientes com talassemia beta
maior.

AA
AA

B
B
s W
AH .

Figura 20 — Esfregaco de sangue Figura 21— Eletroforese alcalina (pH

periférico de paciente com talassemia beta 8.6) de hemoglobina em acetato de
menor. Aniso-poiquilocitose moderada e celulose. A identificagio de Hb AH é de
hipocromia acentuada. Presenga de um caso de talassemia alfa minima em que
micrdcitos, esquiscitos e dacrideitos. Os aconcentragio de Hb H erade 1,8%.
macrécitos se devem a presenga de

reticulocitose.
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Figura 22 — Esfregaco de sangue
incubado com azul de crezil brilhante a
1% para identificar reticuldcitos (R), corpos
de Heinz (HZ) e Hb H intraeritrocitaria
(H) na talassemia alfa minima.

Hb Bart’s (RN) e Hb AA (controle
normal).

Figura 24 — Microscopia Optica de
eritrocitos com precipitagdes de Hb H
na talassemia alfa menor ou doenca de

HbH.
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Figura 23 - Eletroforese de
hemoglobina na talassemia alfa menor.
Da esquerda para a direita: Hb AH;
Hb AH; Hb A + Hb Fetal + Hb Bart’s
(recém-nascido); Hb A + Hb Fetal +

#4840

-

PSSy 4 8

Figura 25 — Eletroforese alcalina (pH
8.6) de hemoglobina. A talassemia beta
menor (amostra n°® 2) se manifesta
eletroforeticamente com o aumento da
Hb A, (>4% a7%) em 95% dos casos
dessa alteracio hereditaria.

1) HbAA;

2) HbAA, aumentado,

3) Hs AS;

4¢5) HbSS.
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TABELA 21 — Caracteristicas laboratoriais da talassemia

[Hb] Fetal = 10 2 90%
[ 1 Anemia Hemolitica Microcitica e Hipocromica (Hb < 7g/dL)
[ 1Morfologia Eritrocitaria: Anisocitose - Poiquilocitose

[ ]Reticulécitos: Aumentados

[ 1Leucocitos: Freqiientemente Elevados com Desvio 3 Esquerda
[ 1Plaquetas: Normais

[ 1Ferro Sérico e Capacidade de Transporte: Elevada
[]Ferritina: Elevada

[JLDH Sérico: Elevado

[ 1Bilirrubina Indireta: Elevada (1 2 3mg/dL)

[ 1Urobilinogénio na Urina: Elevado

[ 1Urobilinogénio Fecal: Elevado

[]Sobrevida dos Eritrdcitos: Diminuida

[ 1Fragilidade Osmotica: Diminuida

[ 1Fragilidade MecAnica: Aumentada

[ IMedula Ossea: Hiperplasia das Células Eritréides

Células em Alvo - Esferdcitos
Formas Bizarras - Hipocromia
Células fragmentadas

Siderdcitos - eritroblastos
Pontilhado Baséfilo — Anel de Cabot

Eritropoiese Ineficaz
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TABELA 22 - Exemplos de alteragdes hematimétricas em
anemias microciticas e hipocromicas.

Ferropénicas Talassemia Sideroblastica
Menor
Idade Prevalente Crianga Todas Hereditariaou
adquirida (>40anos)
C.E. (x10%/L) 4,7 5,6 3,8
Hb (g/dL) 11,0 11,0 105
Ht (%) 34 36 31
VM 73 64 81
HOM 23 20 27
cHoM 32 31 33
Morfologia micro/hipo micro/hipo dimorfica
Reticulécitos diminuido normal diminuido
Ferro diminuido normal aumentado
Diagnostico ferro séricol eletrof. Hb coloragio de ferro
diferencial ferritina | HbA, T+ em eritroblastos (+)
Hb H**

* - Na talassemia beta menor; **-Na talassemia alfa

DIAGNOSTICO LABORATORIAL
DAS ANEMIAS MICROCITICAS
E HIPOCROMICAS

Muitas vezes o médico de um paciente com anemia
microcitica e hipocromica tem dificuldade em diagnosticar a causa da
anemia. Nesses casos o laboratorio tem importancia no auxilio diagnostico
por meio de exames gerais (hemograma) e especificos, como mostra a
tabela 22 e 23. Nessa tabela colocamos as quatro principais causas de
anemias microciticas e hipocromicas relacionadas com os testes
laboratoriais adequados para esse fim.
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ANEMIA NORMOCITICA
E NORMOCROMICA

A anemia normocitica e normocromica ocorre em muitas
situagdes que envolvem desde doengas malignas, doengas especificas
de 6rgios, hemorragias e processos hemoliticos.

A contagem de reticulocitos na anemia normocitica e
normocromica geralmente fornece a resposta para avaliar o grau de
atividade eritropoiética. Na presenca de anemia normocitica e
normocromica, com reticulécitos normais ou diminuidos, sugere-se o
exame citolégico da medula dssea, que pode apresentar um quadro normal
nas doengas cronicas, renal, hepatica e endocrinolégicas, bem como no
inicio da deficiéncia de ferro. Quando a medula 4ssea se mostra
hipoplastica, com baixa celularidade e infiltrada por células patolégicas,
suspeita-se principalmente de leucemia, mielofibrose, mieloma miltiplo
e metastase na medula. Por outro lado, a reticulocitose na anemia
normocitica e normocromica ocorre em estados pés-hemorragicos, em
processos hemoliticos hereditarios devido a altera¢des da membrana
eritrocitaria (esferocitose, eliptocitose e estomatocitose), nas
enzimopatias, em hemoglobinopatias (doengas falciformes e
talassemias), na porfiria eritropoiética e nas hemolises adquiridas,
incluindo aqui a hemoglobintria paroxistica noturna. A tabela 24
resume as relagdes entre valores de reticuldcitos nas principais causas
de anemia normocitica e normocromica.

ANEMIA
MACROCITICA

A anemia macrocitica se deve especialmente a anemia
megaloblastica, por deficiéncia de vitamina B , e/ou acido félico e a
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sintese deficiente de DNA. Esse tltimo processo pode ser herdado
ou induzido por drogas. Situagdes nio megaloblasticas sio observadas
no hipotireoidismo, na hipoplasia medular, em doengas hemorragicas
e hemoliticas. De uma forma geral a macrocitose é caracterizada por
um aumento do VCM, quase sempre superior a 100fL, enquanto
que a saturagio da hemoglobina nos eritrocitos € geralmente normal
com o CHCM préximo de 35 g/dL. A analise da morfologia
eritrocitaria evidencia a presenca de macrdcitos, esquisOcitos,
macrovaldcitos e anisocromia. O aumento do tamanho celular
também atinge leucécitos e plaquetas, diminuindo-os na contagem
total, com leucopenia moderada e plaquetopenia préxima a 100 x
10°/L (normal: 150 a 400 x 10°/L). A contagem de reticuldcitos € um
importante meio para se chegar ao diagnéstico laboratorial, associado
a0 exame de medula 6ssea e a historia do paciente (tabela 24). A causa
mais comum das megaloblastoses se deve a deficiéncia de vitamina
B, e/ou acido félico. Entre outras causas importantes dessa
deficiéncia destacam-se as sindromes da mal absorcio devido a:

- Afecgdes gastricas
Gastrite atrofica
Cancer gastrico
Gastrectomia parcial ou total
- Afecgoes intestinais
RessecgOes extensas
RessecgOes proximais e distais
Estenose
Fistulas
Diverticulose
Esteatorréia
Doenca celiaca
Espru tropical

A caréncia da utilizagdo de vitamina B , e acido folico pode
ser agrupada em redugio alimentar e necessidade aumentada, conforme
mostra a tabela 25.
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TABELA 24 — Diferenciagio das causas basicas de anemias por
avaliagio dos reticulcitos.

DIFERENCIAGAO DAS CAUSAS BASICAS DE
AVALIAGAO POR CONTAGEM DE RETICULOCITOS

1. Anemias normociticas - normocromicas

com reticulocitose ¢ Hemorragias
® Hemolises hereditarias e adquiridas

e Leucemia (M.O. anormal)
¢ LR.C. (M.O. anormal)

sem reticulocitose ® Hepatopatias (M.O. normal)
® Doengas cronicas (M.O.normal)
® Inicio de ferropenia (M.O. normal)

2. Anemias macrociticas

com reticulocitose ¢ Hemorragia
® Hemolises adquiridas e hereditarias
* Deficiéncia de vit. B, e folatos
ap6s tratamento médico

sem reticulocitose e ® Deficiéncia de vit. B, e folatos

medula megaloblastica ® Disttrbios na sintese do
DNA eritroblastico

sem reticulocitose e  Hipotireoidismo

medula ndo megaloblastica e Aplasia de medula

M.O. - Medula Ossea; L.R.C. - Insuficiéncia Renal Crénica
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TABELA 25 — Desequilibrio em obtengdo e necessidade
de vitamina B , e acido folico.

Redugio Alimentar Necessidade Aumentada
Acido Félico Subnutricio Gravidez
Alcoolismo Anemia hemolitica
Habitos culinarios Hemoglobinopatias
Talassemia
Canceres
Leucemias
VitaminaB Idem Hipotireoidismo

OUTRAS ANEMIAS
IMPORTANTES

Um grupo de anemias incluem as hemoliticas,
megaloblasticas e aplasticas. Entre as anemias hemoliticas graves,
aléem da talassemia beta maior (ver tabela 21) destacam-se a doenga
falciforme, esferocitose e anemias hemoliticas agudas causadas por
hemoglobinas instaveis, malaria, incompatibilidade de sistema ABO,
auto-imunes, etc. As formas de anemia megaloblastica agrupam as
deficiéncias especificas de vitamina B, e acido félico e a anemia
aplastica por aplasia que envolve as trés séries sanguineas (eritrocitos,
leucécitos e plaquetas) ou apenas a série eritréide. E comum designar
por pancitopenia quando a aplasia de medula atinge conjuntamente
os eritrocitos, leucocitos e plaquetas diminuindo suas quantidades
em graus variaveis. Por outro lado, quando a aplasia é especifica dos
eritrocitos é usada a designagio de “aplasia pura da série vermelha”
com diminuigio grave e especifica dos eritrécitos.
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ANEMIAS HEMOLITICAS

1) Doenga falciforme — A doenga falciforme é um termo
usado clinicamente e envolve a anemia falciforme que € caracterizada
pela heranga homozigotada Hb S (ou Hb SS, figura 25, amostras 4 e 5);
ainteragdo da Hb S com talassemias alfa ou beta (também conhecidas
como micro-drepanocitose); a dupla hemoglobinose SC, a dupla
hemoglobinose SDj; e a associagdo da Hb S com persisténcia hereditaria
da hemoglobina Fetal, ou Hb S/PHHF. Todas s3o muito importantes,
com a caracteristica comum da presenca predominante de Hb S em
eletroforese. A tabela 26 apresenta as principais alteragdes da
morfologia eritrocitaria nas diversas formas de doenca falciforme
diferenciadas pelos seus genotipos, enquanto que a tabela 27 mostra
as caracteristicas laboratoriais exclusivamente da anemia falciforme.
E importante destacar que a prevaléncia da anemia falciforme na
populagdo brasileira é de 1 caso para 20 mil pessoas, em meédia.
Entretanto, a forma heterozigota, também conhecida por trago
falciforme ou Hb AS (figura 25, amostra 3) é prevalente em 2,1% da
nossa populagdo e entre os descendentes de africanos pode chegar a
10%. Felizmente o trago falciforme nio causa anemia hemolitica e
geralmente o eritrograma é normal , porém pode se tornar
potencialmente patologica em portadores de Hb AS submetidos a
desoxigenagdo prolongada (ex.: anestesia geral sem suplementagdo
eficiente de oxigénio; intoxicagdo com éter, cloroférmio e drogas
similares; mergulho prolongado em agua fria, altitudes acima de 3000
metros).
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TABELA 26 — Alteragdes da morfologia eritrocitaria nos
diferentes genotipos das doengas falciformes.

Genotipo  AlteragSes da Hb VCM  %HbS % Hb Fetal
Morfologia (g/dL) (fL)
Eritrocitaria
ss Cf,Cd,Hp,Pc,Eb,Hj 529 N-A 90-98 2-10
S/tal. Beta  Na,Mc,Pq,Cf,Dc,Cd, 7all D 50-90 5-20
Hp,Pc
S/tal. Alfa*  Na,Mc,Pq,C,Hp,Pc  9all D 80-90 10-20
C Na, Pq, Hp, Cd 9al3 N 45-50 1-5
D Cf,Cd, Pc 9a13 N 40-50 0-1
S/PHHF Na 12214 N 60-80 15-30

Cf: células falciformes; Cd: coddcitos; Hp: hipocromia; Pe: policromasia; Eb: eritroblastos;
Hj: corpos de Howell-Jolly; Na: anisocitose; Mc: microcitose; Pq: poiquilocitose; De:
dacridcitos; N: normal; D: diminuido; A: aumentado;

*: presenca de Hb H (1 2 5% de concentragio).

Os valores hematimétricos nas anemias hemoliticas graves
sio muito variaveis e estdo na dependéncia da causa basica que origina
aanemia. Assim, € possivel que um paciente com talassemia beta maior
e outro com anemia falciforme apresentam o mesmo grau de anemia
caracterizado pela concentragio da hemoglobina, mas outros indices serdo
alterados de formas diversas pelas diferentes contagens de eritrécitos e
de hematécritos, fator que também sio comprovados pela heterogénea
avaliagdo morfoldgica dos eritrocitos, conforme pode ser verificado na
tabela 28. Exames laboratoriais especificos sio fundamentais para a con-
clusio segura do diagnostico laboratorial.
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TABELA 27 — Caracteristicas laboratoriais da anemia
falciforme.

[JHbS = 90298%

[ ]Hb Fetal = 22 10%

[ 1 Anemia Hemolitica: (Hb = 5a9g/dL), com VCM normal

[ 1Morfologia Eritrocitaria: Células Falcizadas — Anisocitose
Poiquilocitose - Eritroblastos
Células em Alvo - Esferocitos
Corpos de Howell - Jolly

[ ]Reticulécitos: Aumentados (5 a 30%)

[ 1 Aumentados durante as crises; pode ocorrer desvio a esquerda

[ 1Plaquetas: Aumentadas, com Formas Anormais

[ 1Fragilidade Osmotica: Diminuida

[ ]Fragilidade Térmica e Mecanica: Aumentada

[ 1Bilirrubina Indireta: Elevada (~ 6mg/dL)

[ 1Urobilinogénio Urinario: Elevado

[ 1Urobilinogénio Fecal: Elevado

[ JHemattria: Freqtiente

[ 1Acido Urico Sérico: Pode estar elevado

[ ]Fosfatase Alcalina Sérica: Elevada nas crises

[ 1Medula Ossea: Hiperplasia das Células Eritréides
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TABELA 28 — Exemplos de hematimétricos nas anemias hemoliticas

graves.
Talassemia Anemia Anemia Hemolitica
Beta Maior Falciforme Aguda a esclarecer
Idade prevalente crianga crianga variavel
C.E. (x 10%%/L) 1,5-3,5 2,5-3,8 1,5-4,
Hb (g/dL) 4-7 5-9 4-10
Hzt (%) 15-20 18-32 15-32
VM normal normal variavel
HM diminuido normal variavel
CHOM diminuido normal variavel
Morfologia anisocitose anisocitose anisocitose
poiquilocitose poiquilocitose poiquilocitose
hipocromia falciformes esferocitose
eritroblastos eritroblastos ovalocitose, etc.
Reticulocitos aumentado aumentado aumentado
Ferritina aumentado variavel variavel
Exames especificos eletroforese Hb  eletroforese Hb Coombs
Hb Fetal TT Hb Fetal T Fragilidade osmotica
HbS > 90% Teste instabilidade
corpos de Heinz
eletroforese Hb

2) Esferocitose — A esferocitose é um defeito genético
que causa a sintese alterada de importantes proteinas que compde a
membrana dos eritrocitos, destacando entre estas a espectrina e anquirina
que causam a heranga genética autossomica dominante, enquanto que
as deficiéncias das proteinas Banda 3 e Banda 4.2 sdo recessivas. Por ser
um defeito autossdmico dominante, todos os portadores manifestam
alteragdes caracterizadas por anemia hemolitica com intensidade variavel
de discreta a acentuada. E importante destacar que entre membros de
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uma mesma familia a intensidade da anemia também é variavel devido
ao diferente grau de penetrancia genética. Além das alteragdes
morfologicas especificas (esferdcitos) € comum os eritrocitos serem
hipercromicos, podendo nessas situagdes causar a elevagio da CHCM.
A tabela 29 mostra as principais caracteristicas fisio-patolégicas
laboratoriais e de prevaléncia da esferocitose e a tabela 28, na coluna
“anemia hemolitica grave a esclarecer”, exemplifica o eritrograma de
esferocitose. Para estabelecer o diagnostico laboratorial da esferocitose
€ necessario realizar o teste de fragilidade osmética que se mostra
com fragilidade aumentada.

3) Eliptocitose — A eliptocitose também é conhecida por
ovalocitose e se deve a alteragdo estrutural da espectrina e Banda 4.1 da
membrana eritrocitaria. Apesar de geneticamente ser caracterizada como
patologica de heranga autossomica dominante na deficiéncia de espectrina,
a maioria dos portadores sdo assintomaticos. Os defeitos da alteragdo
estrutural da membrana sdo similares ao descrito na esferocitose (tabela
29). Laboratorialmente os heterozigotos assintomaticos podem apresentar
valores eritrocitarios normais ou com grau leve de anemia. Por outro
lado nos homozigotos a anemia é grave e com hemolise e 75% das
células eritrocitarias sio morfologicamente elipticas (figura 5). O teste
de fragilidade osmotica pode resultar normal ou aumentado nos casos
de eliptocitose.

4) Anemias hemoliticas auto-imunes — S3o anemias
causadas pela presenca de anticorpos (autoanticorpos) contra os eritrocitos
da mesma pessoa. Esses anticorpos se ligam aos eritrocitos e alteram a
sua estrutura de reconhecimento imunologico, sendo atacados por
mondcitos e macrofagos que causam hemolise. O teste de Coombs direto
€ positivo na maioria dos pacientes com anemia hemolitica auto-imune,
entretanto alguns casos podem resultar negativo devido a baixa
quantidade de anticorpos ligados & membrana do eritrocito.
Laboratorialmente esse tipo de anemia pode ser classificada em anticorpo
quente, anticorpo frio e hemoglobintria paroxistica ao frio, conforme
mostra a tabela 30.
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TABELA 29 - Caracteristicas gerais da esferocitose
hereditaria.

CAUSA

- Alteragdes das proteinas da membrana, p.ex.: deficiéncia isolada ou conjunta de
espectrina e anquirina que causam heranga autossdmica dominante, ou das proteinas
Banda 3 e Banda 4 que sdo geneticamente recessivas.

EFEITOS

- Diminuigio da camada fosfolipidica e alteragio da area superficial da membrana.
- Facilidade a entrada de sodio, exigindo excesso de energia para expulsa-lo e, assim,
manter o equilibrio.

- Perda da capacidade do eritrécito mudar de forma na microcirculagio do bago.

- Destruigio precoce das hemécias.

CONSEQUENCIAS

- Anemia hemolitica de discreta a grave.

- Ictericia.

- Esplenomegalia.

- Hepatomegalia e colelitiase (+).

- Alteragdes esqueléticas e tilceras nas pernas (+).

LABORATORIO

- Anemia discreta e moderada.

- VCM normal e CHCM normal ou aumentado.

- Microesferdcitos.

- Reticuldcitos (5 a 30%).

- Leucocitose variavel e discreta.

- Fragilidade osmética aumentada (TESTE ESPECIFICO).

FREQUENCIA NO BRASIL

- A heterozigose da esferocitose é prevalente em um caso para 500 pessoas,
enquanto que nos homozigotos é variavel de um caso para 30mil a 50mil
pessoas. Nos portadores heterozigotos podem ocorrer esplenomegalia
variavel e nos homozigotos a esplenomegalia é comum.
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TABELA 30 — Principais testes para anemia hemolitica
autoimune (AHAI).

TESTE Anticorpos Anticorpos Hbnuria
Quente Frio Paroxistica ao Frio

Temperaturada reagio 37°C 0-4°C 0-4°C -inicio

dareacio
37°C-ocorre

hemolise

Amplitude térmica 20-37°C 0-32°C <I5C

Tipo de Ig* IgG IgM G+

Tipo de Ac*** Incompleto Completo Hemolisina

(aglutinina)

Grupossanguineos  Rh, Kell, outros Ii Pp

especificos

Intensidade da anemia Grave Moderada Variavel

Ig: imunoglobulina prevalente.
IgG do tipo auto-anticorpo Donath-Landsteiner.
Ac:anticorpo.

5) Hemoglobinas instaveis — Sio formas variantes da
hemoglobina normal (Hb A) causadas por muta¢des de aminoacidos
geralmente hidrofobicos e com poucas variages de cargas elétricas. Por
essa razdo a maioria das Hb Instaveis migram como se fossem
hemoglobinas normais. Entretanto as conseqiiéncias clinicas geralmente
sdo muito evidentes devido a hemolise que pode ser intensa, a anemia
muitas vezes grave, esplenomegalia e urina escura devido a excregio de
grupos pirrolicos derivados da decomposi¢io do heme da hemoglobina.
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A pesquisa de corpos de Heinz intraeritrocitario € positiva (figura
22) e elevagio da concentragdo de metaemoglobina.

ANEMIA MEGALOBLASTICA

A anemia megaloblastica resulta, geralmente, da deficiéncia
da vitamina B , ou do acido félico, ou da administracio de drogas que
interferem na sintese de DNA, com destaque para: ciclofosfamida,
citabirina e hidroxiuréia. Certos defeitos congénitos raros na absor¢io,
no transporte, ou no metabolismo da vit. B ,, bem como do acido f6lico,
podem causar anemia megaloblastica. A tabela 31 expde as principais
causas da anemia megaloblastica. Os achados hematolégicos das
deficiéncias de vitamina B, e acido félico sio indistinguiveis. No
esfregaco sdo observadas alteragdes morfologicas com destaque paraa
presenca de macro-ovaldcitos (tabela 32 e figura 6). Quando ha
deficiéncias de ferro e vitamina B, ou acido félico (ex.: anemia
multicarencial), as caracteristicas do esfregaco sanguineo sdo variaveis.
Além dos macrocitos podem estar presentes microcitos hipocromicos,
caracterizando o dimorfismo eritrocitario. A analise citoldgica dos
leucécitos mostra com freqiiéncia o neutrdfilo hipersegmentado.

ANEMIA APLASTICA

Se deve a falta de tecido hematopoiético que pode decorrer
da sua atrofia, ou da substitui¢do do parénquima tecidual por gordura,
ou da proliferacdo neoplasica, ou da fibrose medular ou da necrose
medular.

Quando a lesdo atinge as células eritroides exclusivamente,
onde na maioria dos casos se deve a ocupagio do tecido hematopoiético
por gordura, se trata de aplasia pura da série vermelha ou aplasia
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dos eritrécitos. As causas podem ser congénitas ou adquiridas (tabela
33),

Por outro lado, quando a lesio do tecido hematopoiético
atinge as trés séries celulares do sangue se denomina por pancitopenia.
A pancitopenia € a combinagio de anemia, leucopenia e trombocitopenia.
A leucopenia deve-se, usualmente, a redugdo na contagem de neutrofilos,
embora costuma estar reduzida também as dos outros granuldcitos, dos
monocitos e dos linfocitos. A pancitopenia é causada, como regra, pela
insuficiéncia ou substituigio da medula dssea, mas pode resultar de
retengio esplénica ou da destruigdo periférica das células maduras. A
tabela 33 mostra algumas das causas da pancitopenia. Na pratica
hospitalar, a pancitopenia é mais frequentemente resultante do uso
de terapia citotdxica ou imunossupressora. A tabela 34 apresenta
exemplos comuns de hemograma na pancitopenia e anemia aplastica.
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TABELA 31— Causas da anemia megaloblastica

POR DEFICIENCIA DE VITAMINA B,
e Dietainadequada
® Mal absorcdo gastrica: Anemia perniciosa
Gastrectomia parcial ou total
® Mal absor¢io intestinal: ~ Diverticulose
Espru
Sindrome congénita

POR DEFICIENCIA DE FOLATOS

e Dietainadequada

® Mal absor¢io intestinal

® Perdas excessivas: Dilise
Insuficiéncia cardiaca

® Medicamentos: Barbittricos
Anticonvulsivantes

e Utilizagio aumentada: Gravidez e prematuridade
Anemia hemolitica
Canceres - Mieloma
Artrite reumat6ide

e Outros: Alcoolismo
Doenga hepatica

POR METABOLISMO ALTERADO DA VITAMINA B,
- Hereditario: deficiéncia de Transcobalamina IT
-® Adquirida: anestesia com 6xido nitroso

POR METABOLISMO ALTERADO DO ACIDO FOLICO

® Hereditario: deficiéncia do 5-Metil Tetra Hidro Folato
- Adquirida: Metotrexato, Pirimetamina (medicamentos)

POR ALTERACAO NA SINTESE DO DNA

- Hereditario: Acidiria orética
Anemia diseritropoiética
-® Adquirida por
medicamentos: Hidroxiuréia
Citosina arabinosideo
5-azacitidina
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TABELA 32 — Exemplos de valores hematimétricos nas
anemias megaloblasticas.

Grave Moderada

Idade prevalente adulto adulto
C.E. (x 10/L) 1,8-2,0 2,5-38
Hb (g/dL) 6,0-7,0 8- 10
Ht (%) 18-20 22-32
VM elevado elevado
HM normal normal
CHOM normal normal
RDW elevado normal
Morfologia: anisocitose, poiquilocitose, macro-ovalécitos,

neutréfilos hipersegmentados, plaquetopenia
Reticulocitos diminuido diminuido
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TABELA 33 — Causas de anemias aplasticas.

1-PANCITOPENICAS

Associadas a: Anemia, Leucopenia e Plaquetopenia

CONGENITA | ®Fanconi
® Nio-Fanconi

o Associada a disceratose

® Medicamento: Fenilbutazona
Clorafenicol, etc.

o Citotdxicos: Bussulfan
ADQUIRIDA Quimioterapicos
® T'bxicos: Inseticidas

Benzeno, etc.

o Infeccdes

o IrradiacGes

2—APLASIA PURA DA SERIE VERMELHA

Diminuigio somente dos Eritrocitos

CONGENITA  eSindrome de Diamond-Blackfan

ADQUIRIDA | ® Associadaa Timoma e Linfoma
® Infeccdo por Parvorirus

® Medicamentos
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TABELA 34 — Exemplos de valores hematimétricos nas
anemias aplasticas pancitopénicas e eritropénicas (exemplos de dois ca-
sos especificos).

Pancitopénica Eritropénica

Tipo prevalente hereditaria (Fanconi) hereditaria (D-Blackfan)

adquirida - id. variavel adquirida - id. variavel
C.E. (x 10%/1) 21 19
Hb (g/dL) 7,0 6,1
Ht (%) 2 18
VM 104 94
HQM 33 32
CHOM 31 33
Morfologia anicitose com presenga de macrécitos
Reticul4citos (%) <05 <05
Leucocitos (x 10°/L) 1,7 7.2
Plaquetas (x 10°/L) 28 200
Exame especifico mielograma mielograma

AVALIACAO LABORATORIAL
DAS ANEMIAS

A avaliagdo laboratorial das anemias envolve desde
analises comuns na rotina laboratorial até técnicas especificas,
conforme se apresenta a seguir:

1 - ANALISES COMUNS
NA ROTINA LABORATORIAL

a) Avaliagdo Quantitativa
* Contagem de eritrocitos
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® Dosagem de hemoglobina

® Hematocrito

® Hemoglobina Corpuscular Média (HCM)

® Volume Corpuscular Médio (VCM)

® Concentragio da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM)
® Amplitude da distribuigio dos eritrocitos (RDW)

Obs.: O RDW somente é obtido em contadores automatizados.

b) Avaliagio Qualitativa
® Morfologia eritrocitaria (tamanhos e formas)
® Hemoglobinizagio eritrocitaria

2 —TESTES GERAIS
NA EVIDENCIA DE HEMOLISE

e Analise da morfologia eritrocitaria

e Contagem de reticulécitos

e Avaliagio da concentragio da hemoglobina
e Bilirrubina sérica

e Urobilinogénio fecal e urinario

® Hemossiderina no sedimento urinairo
eDHL

(para diferenciacio de hemolise extra ou
intravascular, consultar tabela 35)

3 — AVALIACAO PRODUTIVA OU
REGENERATIVA DAS ANEMIAS

e Contagem de reticulocitos
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4 - TESTES ESPECIFICOS

* Fragilidade osmotica: esferocitose e eliptocitose

e Eletroforese de Hb: Hemoglobinopatias e Talassemias
® Dosagem de Hb Fetal: Talassemias e doenga falciforme
* Dosagem de Hb A : Talassemia beta

® Pesquisa de Hb H: Talassemia alfa

® Teste de instabilidade da Hb: Hb Instaveis

e Screening de G6PD

(para diferencia¢io das hemoglobinopatias e talassemias, consultar
tabela 36)

5 - TESTES PARA PRESENCA DE ANTICORPOS
® Teste de Coombs

® Grupo sanguineo: ABO e Rh

* Anticorpos livres no soro a20°C e 37°C

* Anticorpos quentes e frios

® Determinagio de imunoglobulinas IgG e IgM

® Determinagdo da atividade de complementos
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TABELA 35 — Testes indicativos do aumento da destruicio
dos eritrocitos.

Conseqiiéncia Bioquimica na Hemolise Extravascular

[ Hiperbilirrubinemia

[ Aumento do urobilinogénio urinario
[ Aumento do urobilinogénio fecal

[ Diminuigio da haptoglobina sérica

Conseqiiéncia Bioquimica na Hemélise Intravascular

[ 1Diminuicio da haptoglobina sérica
[ 1Hemoglobinemia

[ IMetaemoglobinemia

[ 1Hemoglobindria

[ JHemossiderintiria

Evidéncias Morfologicas das Lesdes Eritrocitarias

]Microesferécitos
]Fragmentos eritrocitarios
1Esquisocitos

TABELA 36 — Seqiiéncia técnica para situagdes especificas
de suspeita clinica de hemoglobinopatias e talassemias.

1-Talassemia Alfa

- Eletroforese de hemolisado de sangue com saponina a 1% em tamp3o alcalino.
- Pesquisa eletroforética e citoldgica de agregados intraeritrocitarios de Hb H.

- Contagem de reticulécitos.

-Dosagem de ferritina.
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2 —Talassemia Beta

- Eletroforese de solu¢io de hemoglobina ou hemolisado com saponinaa 1% em
tamp3o alcalino.

-Dosagemde Hb A,

- Teste de resisténcia globular osmotica em NaCl 0,36%.

-Dosagem de Hb Fetal.

- Contagem de reticulécitos.

- Dosagem de ferritina.

3 —Falcemias (Hb AS, SS, SC, SD, S/Beta Talassemia, SS/Alfa Talassemia,
SS/PHHEF)

- Eletroforese de solu¢io de hemoglobina ou hemolisado com saponinaa 1% em
tampio alcalino.

- Eletroforese de solugio de hemoglobina em agar/tamp3o acido.

-Dosagem de Hb Fetal.

- Contagem de reticulécitos.

-Dosagem de ferritina.

- Pesquisa citolégica de agregados intraeritrocitarios de Hb H.

4 - Hemoglobinas instaveis

- Eletroforese de hemolisado de sangue com saponina a 1% em tamp3o alcalino.
- Teste de instabilidade térmica (50-60°C) e em isopropanol (37°C).

- Pesquisa de corpos de Heinz em eritrécitos incubados por 60 minutos.

- Contagem de reticulécitos.

- Dosagem de metaemoglobina.

5 —Hemoglobinas raras (J, N, G, I, etc.) e eritrocitoses inexplicadas

- Eletroforese de solu¢io de hemoglobina ou hemolisado com saponinaa 1% em
tampio alcalino.

- Eletroforese de solugio de hemoglobina em agar/tamp3o acido.

- Eletroforese de globina.

- Eletroforese por isofocalizagdo.

- Contagem de reticulécitos.

- Pesquisa de corpos de Heinz em eritrécitos incubados por 60 minutos.

OBS. IMPORTANTE: Em todos os casos acima citados é necessario ter os
resultados do hemograma (C.E., Hb, VCM, HCM, CHCM) e realizar
cuidadosamente analise da morfologia eritrocitaria.
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POLICITEMIA E
ERITROCITOSE

Os termos policitemia e eritrocitose sio ambos usados para
descreverem as elevagdes dos valores da hemoglobina, hematécrito e
contagem dos eritrocitos em relagio ao normal. Entretanto, a etitrocitose
é o termo mais apropriado para descrever um aumento dos eritrocitos
sem que haja alteragdes nas linhagens leucocitarias e plaquetarias. A
policitemia, apesar de ser o termo mais popular e usado pela maioria
dos médicos, deve ser empregada para descrever qualquer condigio que
resulta no aumento da massa celular dos eritrocitos, leucdcitos e
plaquetas. Um exemplo tipico para diferenciar ambos os termos € o
seguinte: na talassemia beta menor pode ocorrer eritrocitose, em relagio
a0 hematocrito e a hemoglobina, por exemplo:

Paciente: crianga de 5 anos

Eritrécitos: 6,3 x 10°/mm? (eritrocitose)
Hemoglobina: 11,8g/dL

Hematdcrito: 38%

VCM: 60

HCM: 18

CHCM:31

Mortfologia: Acentuada aniso-poiquilocitose, com predominio de
células microciticas e hipocromicas. Presenga de

dacridcitos, leptdcitos, codécitos e pontilhados basofilos.

Conclusio: Anemia microcitica e hipocromica.

Como se vé nesse exemplo, ha eritrocitose por aumento
dos eritrocitos microciticos, enquanto a hemoglobina e hematdcrito
estdo normais para a idade. Os indices hematimétricos VCM e HCM
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indicam microcitose e hipocromia, comprovado pela alteragio da
morfologia dos eritrocitos.

A policitemia, por sua vez, é considerada quando os niveis
de hemoglobina ultrapassam 16,5g/dL no homem e 15,5g/dL na
mulher. Geralmente a elevagdo acima desses niveis provoca o
aumento marcante dos eritrécitos e, conseqientemente, do
hematocrito e da hemoglobina, causando maior viscosidade sanguinea.
O aumento da viscosidade sanguinea representa um entrave para a
oxigenagio tecidual. A circulagio cerebral e suprimento do oxigénio
ficam significativamente reduzidos, produzindo dores na cabega, mal-
estar geral e cansago. Quando o nivel de hemoglobina ultrapassa 20g/
dL, o paciente se torna pletérico com congestdo nos olhos e
conjuntiva.

A classificacdo da policitemia abrange dois grandes grupos:
a policitemia relativa e a policitemia absoluta. A policitemia relativa
se deve a diminuigdo salina, a perda protéica e ao estresse. A policitemia
absoluta, por sua vez, pode ser subdividida em policitemia por hipoxia
tecidual e policitemia proliferativa primaria ou policitemia vera. A
tabela 37 resume a classificagio e as causas da policitemia.

A policitemia vera é uma doenca mieloproliferativa e seu
diagnostico deve ser comprovado pela analise citologica do mielograma
ou da biopsia de medula 6ssea.A citologia do sangue medular mostra
exuberante celularidade com predominio de precursores eritrocitarios
(eritroblastos em diferentes fases de maturagdo) e megacariocitos.

102



HEMATOLOGIA LABORATORIAL - ERITROCITOS

TABELA 37 — Resumo da classificagio e das causas das

policitemias.

Tipos de Policitemia

Principais causas

hipoxia tecidual (ou
policitemia secundaria)

Relativa Diminuigio salina (desidratagio grave)
Perda protéica
Estresse medular

Absoluta por Altitudes acima de 2.000 metros

Doengas pulmonares

Doengas cardiacas congénitas
Carboxiemoglobina

Hemoglobinas anormais (¥)

2,3 DPG anormal (**)

Estenose da artéria renal

Obstrugio ureteral

Tumor renal secretor de eritropoietina

Policitemia primaria ou
Policitemia Vera

(doenga proliferativada M.O.)

Hiperproliferagio celular dos eritrécitos,
leucdcitos e plaquetas na medula dssea

(*)  Hemoglobinas anormais com afinidade aumentada pelo oxigénio.
(**) Deficiéncia de 2,3 di-fosfoglicerato.

M. O. Medula Ossea
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CONHECA A ACADEMIA
DE CIENCIA E TECNOLOGIA

A Academia de Ciéncia e Tecnologia (AC&T) é uma
instituigio particular de ensino de pos-graduagio /o sensu e de pesquisas
cientificas na area de Hematologia e Analises Clinicas. Foi fundada em
1998 e, até a edicdo deste manual, recebeu em seus cursos cerca de
1000 alunos provenientes de 330 cidades do Brasil, além de alunos
estrangeiros do Paraguai e Colombia.

Além da estrutura funcional de alto nivel académico que
inclui auditérios, laboratdrios, museu do laboratério e biblioteca, oferece
aos seus alunos, durante os dias de curso, acomodagio gratuita em seu
Flat Residence e transporte também gratuito, efetuado por meio de vans.

A atualizagio cientifica e pedagogica das aulas dos cursos
da AC&T se destacam pela introdu¢io do Photo-Motion e de
apresentagOes cientificas marcantes.

Para os nossos alunos direcionamos todas as aulas em CD,
totalizando perto de mil slides.

Conhegaa AC&T por meio do nosso site:

www.ciencianews.com.br
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ATIVIDADES CIENTIFICAS
DA ACADEMIA DE CIENCIA
E TECNOLOGIA DE

SAO JOSE DO RIO PRETO

® Cursos de pos-graduacio /ato sensn em:
Anilises Clinicas

Hematologia Laboratorial
Hematologia Avangada
Hematologia e Banco de Sangue
Imunologia

Microbiologia

Biologia Molecular

® Pesquisas cientificas em:
Hemoglobinopatias
Doengas hematologicas
Radicais livres

Biologia molecular

e Cursos de curta duracio:

Citologia hematolégica
Hematologia para estudantes
Hemoglobinopatias e Talassemias

* Simposios cientificos:

Analises Clinicas
Transplante de Medula Ossea
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