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Nas andlises de Hemograma, utilizamos a plataforma SYSMEX XN-3100®, que inclui a tecnologia
de Citometria de Fluxo (com opcao de analise
Fluorescente), com repeticao automatica de amostras
com parametros alterados em maodulo analitico distinto
da primeira leitura, bem como preparacao / coloracao
de laminas automatizada, tornando a revisdo por
microscopia mais eficiente.

A elevada sensibilidade e especificidade na
diferenciacao das populacdées de células
proporcionada por esta automacgado, aliada a
capacitacao dos profissionais de microscopia e a outros procedimentos técnicos internos
do Setor de Hematologia do laboratério, contribuem para que os laudos de Hemograma cada vez
mais agreguem valor ao diagnéstico e conduta clinica.

Neste Informe Técnico apresentamos alguns diferenciais do setor de Hematologia, bem como
alguns parametros adicionais incrementados nos respectivos laudos.
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GRANULOCITOS IMATUROS - IG (Immature Granulocytes):
O incremento de Granuldcitos Imaturos no sangue periférico pode indicar uma resposta
em estagio inicial a infeccao, inflamacao ou outros estimulos da medula éssea.
A contagem direta de IG circulantes por Citometria auxilia na discriminacdo de
’ infecgdes bacterianas e virais, particularmente em criancas, e no
?

diagnéstico precoce de infecgdo bacteriana (e sepse) em adultos,
de particular importancia para pacientes de terapia intensiva e/ou
imunossuprimidos. O parametro IG é reportado no Hemograma
como porcentagem (%) em relacao ao total de Leucécitos, nao
: diferenciando quais as células presentes (promieldcitos, mieldcitos
ou metamieldcitos). Portanto, este parametro é independente da leitura diferencial (na qual, para
fins praticos da classica soma de “100%”", o valor do IG é contabilizado nos “Neutrdfilos’).

Uma elevacao do IG indica a presenca de granulécitos imaturos no sangue
periférico, ainda que nao reportados na contagem diferencial, pois o parametro IG (por
citometria) € mais sensivel que a microscopia. Por outro lado, a indicacdo de Promieldcitos,
Mieldcitos e/ou Metamieldcitos no Diferencial sem incremento do “IG” deve-se presumivelmente a
superestimacao destes devido a contagens manuais a microscopia.




INDICE DELTA NEUTROFILOS — DNI (Delta Neutrophil Index):
O DNI também se constitui num indicador da porcentagem de granulécitos jovens
circulantes, porém, estimando sua concentracao através de calculo, conforme a seguinte
férmula: DNI = (% NEUTROFILOS + % EOSINOFILOS) — (% SEGMENTADOS)

Incrementos no DNI também pode sugerir processos inflamatérios/infecciosos.

RELACAO NEUTROFILOS / LINFOCITOS — NLR (Neutrophil-Lymphocyte Ratio):

O NLR ¢ obtido com o simples calculo da divisao dos Neutréfilos pelos Linfocitos. Se
constitui num biomarcador pratico de duas faces do sistema imunoldgico: a resposta imune
inata, principalmente devida aos neutréfilos, e a imunidade adaptativa, apoiada pelos linfécitos.

Um aumento isolado dos Neutréfilos (e consequente elevacao do NLR) é um marcador
precoce de stress fisiologico e de resposta inflamatoéria sistémica, podendo ser observado
em infeccbes bacterianas/fungicas, Derrame, 1AM, Aterosclerose, Neoplasias, complicagdes Pés-
cirdrgicas, etc.
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Amplitude de Distribuicao dos Glébulos Vermelhos — Desvio Padrao (RDW-SD):

O parametro RDW (Red Cell Distribution Width) avalia a variacdo do tamanho dos
eritrécitos, e portanto, a Anisocitose. Em geral, é reportado nos Hemogramas como RDW-CV
'Q‘P"s ". (Coeficiente de Variacao). Entretanto, o RDW-CV é
D (o] inversamente proporcional VCM (Volume Corpuscular
Médio). Como resultado, pacientes com Microcitose
possuem elevado RDW-CV, e aqueles com
Macrocitose, reduzido RDW-CV, independente do
grau de Anisocitose, prejudicando sua interpretagao.
Em nossos Hemogramas incluimos também o
) parametro RDW-SD (Desvio Padrao) que nao é
’.. ®e” 0° .0 0." influenciado pelo VCM, e portanto, é preferivel na

=0 (@) A : ~ .
P o2a“e. © % e &. 20.© interpretacao do grau de Anisocitose em casos de
Micro/Macrocitose. Obs: em amostras com 02(duas) populagées de eritrécitos distintas, ambos 0s
parédmetros RDW-SD e RDW-CV séao prejudicados, por tratar-se de distribuicdo irreqular (multiplos “picos”)
no Histograma do analisador hematoldgico.

ERITROBLASTOS - Contagem por Citometria:

Tradicionalmente, a presenca de Eritroblastos era »
detectada através de “Flags”(alertas) no analisador
hematoldgico, com contagem realizada através de microscopia
e reportada como “porcentagem em 100 leucdcitos”. Além °
disso, era necessaria uma “correcao”’(desconto) manual da
contagem leucocitaria, tendo em vista que em grande parte dos
analisadores hematolégicos os Eritroblastos sao contados
como Leucocitos. Embora a inspecdo a microscopia @
permanega necessaria, o método atual permite a contagem
direta dos Eritroblastos por Citometria, que é mais sensivel/especifica, diferenciando-os de



fato das demais células ja na leitura automatizada, permitindo que 0s mesmos sejam
devidamente quantificados e reportados na unidade “x10%mm®’ (também convertida em
“eritroblastos/100 leucdcitos”, unidade mais familiar a Clinica).

RETICULOCITOS - Contagem por Citometria / RET-He / IRF:

of e 8 ¥ Da mesma forma como mencionado para os Eritroblastos, o

7 @ Y analisor hematologico em nosso setor efetua a Contagem
4 direta por Citometria dos Reticulécitos, que
@‘ tradicionalmente costumavam ser avaliados por contagens

‘5 b’z‘ manuais ao microscépio (pela técnica de Azul Cresil Brilhante).

Assim, sao obtidos resultados mais precisos, sendo o0s
Reticuldcitos reportados nos laudos como “Retic./mm3”,
bem como efetuada conversdo para que sejam, também,
- expressos na forma de “porcentagem por eritrocitos”.
Adicionalmente, sao fornecidos outros 02 parametros para Reticuldcitos: “IRF” e “RET-He”.

Fracao de Reticuldcitos Imaturos — IRF (Immature Reticulocyte Fraction):

O parametro IRF identifica a fracao de Reticulécitos com elevada concentracao de
RNA, e portanto, imaturos. Em termos de avaliacdo da Eritropoiese, podemos comparar a
elevacao da IRF ao classico “desvio a esquerda” dos leucécitos, ou seja, € um indicativo de
demanda/resposta da Medula Ossea, sendo um marcador Util na avaliacdo, classificacdo e
acompanhamento terapéutico de Anemias.

Hemoglobina Reticulocitaria — RET-He (Reticulocyte Haemoglobin equivalent):

A medicdo do teor de hemoglobina dos reticulécitos (RET-He) é uma forma de
diagnosticar e monitorar a anemia por deficiéncia de ferro. O RET-He é uma forma rapida de
detectar alteracoes no estado do ferro. Uma vez que os eritrocitos tém um periodo de vida de
120 dias, a deteccao de deficiéncias de ferro e de alteracbes do estado do ferro da eritropoiese é
apenas possivel numa fase relativamente tardia, através da utilizacdo de outros parametros
hematoldgicos (ex: Hb, VCM, etc.).

Os marcadores bioquimicos convencionais para avaliar o estado do ferro, tais como
ferro sérico, transferrina ou ferritina podem sofrer interferéncia em quadros de inflamag¢do com
resposta de fase aguda ou na presenca de outras patologias, em muitos casos prejudicando sua
interpretagdo clinica. Por exemplo, apesar de niveis baixos de ferritina indicarem
inequivocamente a falta de ferro, niveis normais ou elevados ndo permitem esta conclusdo sobre
a biodisponibilidade do ferro. Na corrente sanguinea, os reticulocitos amadurecem habitualmente
num periodo de dois a quatro dias. A medicdo do numero de reticuldcitos é, portanto, uma
medida “em tempo real” da eritropoiese. A medicdo do RET-He permite avaliar a
“qualidade” dos eritrocitos com base na quantidade de ferro atual fornecida para sua
eritropoiese.

Fenémeno de Rouleaux (aglomeracao de eritrdcitos):

Amostras com sinais de Aglomerados de Hemacias, como incompatilidade entre os valores de
Hematimetria (RBC, HCM, CHCM) e/ou observacédo direta na microscopia, sdo submetidas a
incubacao a 372C em banho-maria, com o intuito de neutralizar (ou minimizar) os efeitos de
possiveis crioaglutininas/anticorpos, sendo posteriormente re-analisadas no equipamento para
comparac¢ao com as leituras originais.



PLAQUETAS

FRACAO DE PLAQUETAS IMATURAS - IPF (Immature Platelet Fraction):

Semelhante ao que ocorre com parametros como “Granuldcitos Imaturos” e “Reticulocitos”,
a Fracao de Plaquetas Imaturas (IPF) fornece o status medular da producao de plaquetas,
sendo util no diagnéstico diferencial e tratamento da Trombocitopenia, uma vez que niveis
elevados de IPF estao relacionados
ao aumento da destruicao plaquetaria
periférica.

A IPF ¢é particularmente util para
apoiar o diagndstico de purpura
trombocitopénica autoimune, purpura
trombocitopénica trombodtica e para
distingui-las da supressao ou faléncia
da medula 6ssea (neste ultimo caso, a
IPF é diminuida). O parametro IPF também é um indicador sensivel na avaliacao da
recuperacao trombopoiética e monitoramento de pacientes p6s-quimioterapia e transplante de
células-tronco hematopoiéticas, assim como um critério adicional na avaliacao de transfusoées
de plaquetas, em casos especificos (Neoplasias, Doengas hematoldgicas).

As plaquetas imaturas tém um potencial pré-trombético aumentado e sao mais
resistentes a inibicao funcional pela aspirina e pelos antagonistas do receptor P2Y12.
Consequentemente, tem sido demonstrado que a IPF pode ser utilizada como uma medida da
reatividade plaquetaria residual. Assim, a IPF serve como um preditor da eficacia da terapia
antiplaquetaria e pode ser usada para avaliar o risco de futuros eventos trombéticos
cardiovasculares.

Em nosso setor de Hematologia, todas as amostras que apresentam inicialmente
contagem de plaquetas inferior a 120.000/mm® ” sdo submetidas a re-analise por
Citometria Fluorescente, com a liberacao da IPF como parametro adicional.

TROMBOCITOPENIAS vs PSEUDOTROMBOCITOPENIAS:

Devido a fatores pré-analiticos, amostras de sangue total podem apresentar
agregacao/satelitismo plaquetarios, interferindo em sua contagem In Vitro. Isso decorre por
uma combinacdo de fatores, relacionados ao paciente e a coleta venosa de sangue total. Em
laboratério, a Agregacao plaquetaria é observada com maior frequéncia, sendo o
Satelitismo raramente presente.

Amostras que eventualmente apresentem coagulos/microcoagulos, embora permitam a
obtencdo de alguns parametros hematoldgicos para liberagdo em casos urgentes (por solicitacao
médica), em geral ndo sdo analisadas, sendo objeto de re-coleta.

Embora a coleta de sangue capilar com imediata confeccao de esfregaco sanguineo
seja uma alternativa para evitar o fendbmeno (exceto em casos In Vivo), acarreta que a contagem
seja manual por microscopia, que, mesmo realizada com rigor técnico, € menos precisa que a
automatizada. E, como veremos a seguir, ndo costuma ser necessaria.



Ao contrario do que é muito difundido, a coleta de amostra em Citrato ao invés de EDTA
pouco contribui para a obtencdo de contagens plaquetarias mais precisas, sendo que, na
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do método analitico —
utiizado no setor, temos a Citometria Fluorescente, que é mais eficiente em contar
Plaquetas, e em especial, quando agregadas. Ainda assim, em muitos casos, iSso ndo € o
suficiente para obtencédo de contagens precisas.

Todas as amostras com sinais de agregacao plaquetaria, tais como “flags”(alertas),
filamentos de fibrina, ou constatacao por microscopia, sdo submetidas a um “tratamento” no
setor de Hematologia do Laboratério, que mostra-se bastante eficiente na obtencao de
contagens plaquetarias, e que é pouco conhecido: Homogeinizacao em Vortex.

A agitacao por Vortex reduz os agregados plaquetarios, fornecendo contagens mais
proximas da realidade fisioldgica, sendo estes resultados reportados nos laudos.

Como o “tratamento” por Vortex pode acarretar diferentes graus de hemdlise
(rompimento de hemacias) na amostra, este procedimento sé é aplicado apds todas as demais
analises a serem realizadas no mesmo material, tais como VHS (hemossedimentacao),
Tipagem Sanguinea e as préprias leituras do Hemograma (Eritrograma e Leucograma) ja terem
sido realizadas, evitando assim sua interferéncia.
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