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CONTAGEM DE RETICULOCITOS

IMPORTANCIA DE SEU USO
AVALIA A ERITROPOIESE EM ANEMIAS E ATUA
COMO MARCADOR DE RESPOSTAS
TERAPEUTICAS DE ANEMIAS



Introducao

Reticulocitos sdo precursores jovens de eritrocitos
formados na medula 6ssea, com tempo de vida médio
de 3 a 4 dias (figura abaixo). Ap0s este tempo se
transformam em eritrocitos e sao lancados ao sangue .
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Para cada 1000 eritrocitos liberados pela medula para o sangue
circulante, ela também libera entre 5 a 15 de reticuldcitos, que
corresponde a 0,5 e 1,5% (figura 6.1a).

Este padrao pode ser alterado por anemias aplasticas,
hipoplasticas, hemoliticas e hemorragicas agudas, conforme
llustram as figuras 6.1b/c.



Figura 6.1a
Eritropoiese normal

Figura 6.1b
Aplasia e hipoplasia

Figura 6.1cc
Hemodlise/Hemorragia
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Importancia clinica da contagem de reticulocitos

Os reticuldcitos s&o marcadores bioldgicos do
desenvolvimento da eritropoiese. Em anemias
resultantes da falta de tecido hematopoietico na
medula oOssea (aplasia de medula), a producao de
todas as células do sangue (eritrocitos, leucocitos e
plaquetas) se tornam diminuidas, e isto reflete na
contagem de reticulocitos. Por outro lado, quando 0s
eritrocitos do sangue periferico sao destruidos
precocemente, tal qual ocorre nas anemias
hemoliticas, por exemplo, a medula 0ssea reage e se
torna hipercelular com predominio de eritroblastos, e
causam 0 aumento de reticulocitos. Portanto, ha
varias doencas hematoldgicas e nao hematologicas
gue alteram as contagens de reticulocitos (tabela 6.1).




Tabela | TIPOS DE ANEMIAS CONTAGEM DE RETICULOCITOS
6.1 DIMINUIDA; NORMAL | AUMENTADA

HEMOLITICAS AGUDAS [
HEMORRAGICAS AGUDAS

MEGALOBLASTICA
FERROPRIVA
INFLAMATORIA
HEREDITARIAS®)
INSUFICIENCIA RENAL

APLASTICA
LMC, PV, MF@

HPN®) _
QUIMIO/RADIOTERAPIA n

(1) - TALASSEMIAS (MAIOR E INTERMEDIA), DOENCA FALCIFORME, DEFICIENCIA DE G6PD COM ANEMIA, DEFICIENCIA DE PIRUVATO-QUINASE COM ANEMIA,
ESFEROCITOSE COM ANEMIA; (2) - LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA, POLICITEMIA VERA, MIELOFIBROSE; (3) - HEMOGLOBINURIA PAROXISISTICA NOTURNA




Meéetodos para contagens de reticulocitos:

A coleta de sangue para avaliacao de reticulocitos
atraves de sua contagem quantitativa € a mesma do
hemograma. Ha dois metodos de contagens de
reticulocitos: o manual e o automatizado.

A contagem manual de reticulocito € a mais usada,
uma vez que poucos laboratorios tém equipamentos
automatizados apropriados para realizarem as
contagens automatizadas de reticulocitos. Além disso é
desaconselhavel enviar amostras de sangue para
contagens de reticulocitos aos laboratorios de apoio,
pois as mesmas devem ser feitas preferencialmente
entre duas e quatro horas apos a coleta de sangue.
Esta recomendacao se deve ao curto periodo de vida
dos reticulocitos (figura 6.2).
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Figura 6.2 — Reticulécitos em sangue com anemia hemolitica.
Os reticuldcitos identificados com o nimero 1 (com muitos reticulos
de RNA ribossdmicos) sao jovens, ou seja, récem liberados pela
medula 6ssea para o sangue periférico, e sobrevivem, em média,
até 3-4 dias antes de se transformarem em eritrocitos. Ja o
reticuldcito 2 com menos reticulos pode sobreviver no maximo 24
horas, enquanto que os identificados com o numero 3 sobrevivem
apenas algumas horas antes de se transformarem em eritrocitos.



Concluindo: Apo6s 24 horas da coleta, muitos
reticulécitos se transformam em eritrocitos, diminuindo
significativamente seus valores. As figuras 6.3 e 6.4
mostram estas diferencas em sangue de um mesmo
paciente com analises feitas, respectivamente, em
2 horas e 24 horas apés a coleta de sangue.
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Flgura 6.3 — Esfregago de Figura 6.4 — Esfregaco de

reticulocitos feito apdés 2 reticuldcitos feito apos 24
horas da coleta: setas horas da coleta: setas indicam

iIndicam os reticulocitos. 0s reticulocitos.




Técnicas manuais de contagem de reticuldcitos

1 — Contagem percentual de reticuldcitos
Conceito: Fundamenta-se na porcentagem de
reticuldcitos contados em relacéo a 100 eritrdcitos.

2 — Contagem corrigida de reticuldcitos
Conceito: Fundamenta-se na contagem porcentual
de reticuldcitos, corrigida através da relacao entre os
hematocritos do paciente e o correspondente normal
para sexo e idade.

3 —Indice de producéo de reticuldcitos

Conceito: Determina se a anemia de uma pessoa €
hipoproliferativa por aplasia ou deficiencia de fatores
da hematopoiese, ou se € hiperproliferativa por
hemolise ou hemorragia recente.



1- Contagem porcentual de reticulocitos

Procedimento tecnico: Inicialmente misture num
tubo: 300uL de sangue do paciente com 100uL de
azul de crezil brilhante a 1% em solucao salina
IsotOnica. Agite a mistura cuidadosamente e incube-a
em banho maria a 37°C por 30 minutos. Em seguida,
faca o esfregaco e seque-o ao ar. Examine a lamina
em microscopio com aumento de 1000X (figura
abaixo). Apos 24 horas o esfregaco se desfaz. Caso
tenha Interesse em arquivar o esfregaco de
reticuldcito, faca a contra coloracdo com Leishman,
Wrigth ou Giemsa.

Este corante é “supra vital” e cora especificamente
somente estruturas vivas dentro dos eritrocitos: corpos
de Heinz, reticuldcitos e Hb H (figura 6.5)




1- Contagem porcentual de reticuldcitos (continuacéo)

Campo microcopico com aumento de 100X com o quadrante (linhas
pontilhadas amarelas). A seta mostra um reticulocito.

Contagem:

1) Faca mentalmente um quadrante (figura acima) e conte
guantos eritrocitos ha nele, por exemplo: 26. Portanto, este
campo optico devera ter por volta de 104 eritrocitos (4 x 26).

2) Conte quantos reticulécitos hd em todo o campo
microscopico. A seta mostra um reticulocito. Faca as contagens
em 10 campos e anote-o0s.



Contagem (continuacdo): A figura abaixo exemplifica a
contagem em 10 campos. Sao anotados os reticulocitos (Rt) e
os eritrocitos (Er) contados em cada campo (1 a 10).

1 2 3 4 5 6 I 8 9 10
1Rt 4 Rt O Rt 3 Rt 2 Rt 4 Rt 1Rt O Rt 5 Rt 1Rt
104 Er 307 Er 200Er 150Er 203 Er 350Er 180Er 235 Er 212 Er 308 Er

Calculo: Em 10 campos foram contados 21 reticulocitos e

2.249 eritrocitos. O calculo se faz por meio da regra de trés.
a) 21 reticuldcitos......... 2.249 eritrocitos
)G T 100 eritrocitos

b) X= 100 x 21/ 2.249 = 0,93%

Resultado da contagem de reticulocitos: 0,93%
Valor padrao normal: 0,5 a 1,5%



Figura 6.5 -Como diferenciar os reticulocitos em relacao aos
corpos de Heinz e precipitados de Hb H.
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(1) Reticulocitos (fase inicial)

(2) Corpos de Heinz — estrutura sempre ligada a membrana

(3) Precipitados de Hb H - estrutura homogeneamente
distribuida na célula

(X) Reticuldcito (fase final)



2 — Contagem corrigida de reticulocitos (CCR)

Procedimento técnico: Nesta técnica se usa a contagem
corrigida dos eritrocitos, o0 hematocrito do paciente e o
hematocrito padrao para sexo e idade correspondente para o
paciente. Usaremos como exemplo a contagem porcentual de
reticuldcitos obtida no item 1 que resultou em 0,93%. O
paciente deste exemplo € um jovem com 16 anos de idade e o
seu hematocrito € 20%. O hematocrito correspondente a sua
idade é 40%. Qual é a CCR?

Calculo:

a) CCR = % de reticulocitos x HT do paciente/HT padrao
b) CCR = 0,93 x 20/40 = 0,46%

Valor padrao normal: 0,5 a 1,5%

Interpretacao: Observe que a contagem porcentual de
reticulocito foi de 0,93%, ou seja, normal. Porém na contagem
corrigida de reticulocitos (0,46%) o valor esta diminuido.




3 —Indice de producéo de reticulocitos (IPR)

Conceito: E um indice que avalia a producio de eritrocitos e
se fundamenta na relacao entre o valor da contagem corrigida
de reticuldcito e tempo de maturacao de reticuldcito no sangue
periferico (figura abaixo). Em pessoas sem anemia, por
exemplo, com hematocrito de 45%, a transformacéo de
reticuldcitos em eritrocitos na medula 6ssea demora, em
media, 3,5 dias, enquanto que no sangue periferico demora
apenas 1 dia. Este tempo é variavel conforme os diferentes
graus de anemias (tabela vermelha, a seguir).

} TRANSFORMACAO DE RETICULOCITOS EM ERITROCITOS EM DIAS EM RELACAO AO HEMATOCRITO

NA MEDULA OSSEA

SANGUE PERIFERICO } HEMATOCRITO
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Procedimento: O calculo do IPR é feito com valores da
contagem corrigida de reticulocito (CCR) e do tempo de
maturacdo do reticulocito no sangue periferico (tabela
vermelha), usando a seguinte formula:

IPR = CCR/ Tempo de maturacéo do reticuldcito no sangue

HEMATOCRITO TEMPO MATURACAO NO SANGUE
40 - 45% 1,0 DIA
35 - 39% 1,5 DIA

25-34% 2,0 DIAS
15 - 24% 2,5 DIAS
<15% 3,0 DIAS

Usaremos como exemplo o resultado do exame do jovem
com 16 anos, Ht: 20%, Reticulocitos:0,93% e CCR: 0,46%.

Qual éoseu lPR? IPR=0,46/2,5=0,18
A

Contagem corrigida do Tempo de maturacgédo de reticuldcitos
reticul6cito do menino para o hematécrito de 20%




Interpretacao:

Valor normal de IPR para pessoa sem anemia é de
0,5a2,0

Valores menores de 0,5 em pessoa com anemia
Indica anemia hipoproliferativa.

SituacOes mais comuns: anemia aplastica ou
eritropoiese inefetiva ( ex.. anemia megaloblastica,
anemia ferropriva).

Valores acima de 1,0 em pessoa com anemia
Indica anemia hiperproliferativa.

SituacOes mais comuns. anemia hemolitica, anemia
hemorragica aguda recente, ou resposta terapéutica
positiva.




Conclusao da contagem manual de reticulocitos

A contagem de reticulocitos mais solicitada pelos médicos € a
percentual, entretanto a mais fidedigna € a contagem corrigida
de reticuldcitos. Seu laboratorio, no entanto, podera emitir os
dois resultados, mesmo quando o médico solicitar apenas a

contagem percentual.
O calculo de IPR, por sua vez, é opcao do médico e seu
resultado auxilia a identificacao de causas de anemias.

Valores padroes porcentuais de reticulocitos
Pesquisas populacionais feitas para todas as faixas etarias,
com excecao de recém-nascidos, mostram valores minimos de
0,4 e 0,5% e maximos de 1,5 a 2,0%. Os médicos
hematologistas optam por valores entre 0,5 e 1,5%, mas em
alguns centros medicos ainda aceitam valores de 0,5 a 2,0%.
Em relacao aos recém-nascidos ha consenso de que 0s
valores aceitaveis estejam entre 0,5 e 3,5%.




Técnicas automatizadas para avaliar reticulocitos

nicialmente € Iimportante destacar que varias
nesquisas cientificas relataram que nao ha diferencas
estatisticamente significantes entre as contagens
manual e automatizada para avaliacoes percentuais e
corrigidas de reticulocitos. Alguns equipamentos
automatizados de contagens de ceélulas do sangue
combinam suas tecnologias de laser com algoritmos
especificos e produzem um indice conhecido por
Fracao de Reticuldcitos Imaturos — o IRF (sigla em
iInglés). O IRF substitui a analise ocular feita em
Microscopio e que esta representada na figura 6.6.

Na figura ¢é possivel diferenciar trés grupos de
reticuldcitos através da quantidade de reticulos.




Figura 6.6 - As fases evolutivas dos reticuldcitos.
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(1) fase imatura - ha muitos reticulos de RNA ribossémico que séo
gradualmente consumidos durante a sintese de hemoglobinas.

Tempo medio de vida: 3,5 dias*.

(2) fase intermediaria - diminuem a intensidade de reticulos de RNA e
aumenta a ocupacao da hemoglobina na célula.

Tempo médio de vida: 2 dias™.

(3)fase final de maturacao - ha poucos reticulos porque a
hemoglobina ja ocupa quase todo o espaco celular, promovendo a
transformacao de reticulocito em eritrocito.

Tempo medio de vida — menos de 24 horas*.

* Valores aproximados de tempo de vida



Contagem automatizada de reticulocitos

Na contagem automatizada ha inicialmente uma
comparacao entre quantidade de eritrocitos (grupo
com pontos de cor azul) e de reticuldcitos (grupo com
pontos de cores purpura e laranja). Esta comparacao
resulta na contagem porcentual de reticulocitos. A
tecnologia de informatica deste equipamento, por
meio de algoritmos, calcula a contagem corrigida de

reticulocitos.
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Contagem automatizada de fracao de reticuldcitos

Imaturos (IRF)

O laser fluorescente do equipamento detecta a intensidade de
reticulos dos reticulocitos. Quanto maior a intensidade destes
reticulos, mais jovens sao os reticulocitos (ver figura 6.5). Os
reticuldcitos da fase imatura tem alta fluorescéncia (destaque
verde no grafico abaixo), reticuldcitos da fase intermediaria
tem media fluorescéncia (destaque preto) e reticuldcitos da
fase madura tem baixa fluorescéncia (destaque vermelho).

- BAIXA MEDIA ALTA
Qual é o | we!
significado de alta, _—
r - DELTA-He 1RBC-He
medla e balxa (RET'He—RBC-He ..................
fluorecéncia?

FSC (Cell volume)

N 4

Resposta na proxima pagina
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FSC (Cell volume)

0 10 20 30 40 RNA

Padrao normal

Reticuldcitos: 1,1%

e

0

FSC (Cell volume)

BAIXA MEDIA ALTA

10 20 30 40 RNA

Anemia ferropriva
sem tratamento
Reticulocitos: 0,2%

BAIXA MEDIA ALTA
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FSC (Cell volume)

0 10 20 30 40 RNA

Anemia ferropriva
com tratamento
Reticulocitos: 0,7%

Interpretacao: O padrao normal mostra a eritropoiese em equilibrio
com supremacia de reticulécitos maduros (baixa fluorescéncia de
reticulos). Na anemia ferropriva sem tratamento a supremacia € de
reticulocitos imaturos (alta fluorescéncia) pois ha muito reticulos de
RNA e pouca hemoglobina. Por fim, na anemia ferropriva com
tratamento ha o aumento de sintese de hemoglobina e os reticuldcitos
jA& mostram supremacia daqueles com poucos reticulos (baixa
fluorescéncia) indicando estimulo a sintese de hemoglobina.




Conclusao da contagem automatizada de
reticuldcitos

A contagem automatizada de reticulocitos € mais pratica pela
facilidade em executa-la, porém tem a mesma sensibilidade
gue a contagem manual.

A vantagem dos contadores automatizados se da pelos
calculos realizados da contagem corrigida e do indice de
producéao de reticuldcito (IPR).

Em contadores com sistema laser que captam produtos
fluorescentes de RNA de reticuldcitos e produzem o indice IRF
(ou Fracao de Reticulocitos Imaturos), a determinacao de alta
captacao indica pouca producao de hemoglobina reticulocitaria
na anemia ferropriva, prevendo com antecedéncia a caréncia

de ferro.



PESQUISA DE CORPOS DE HEINZ

SUA PRESENCA INDICA:
- OXIDACAO DE HEMOGLOBINAS NORMAIS E
ANORMAIS (Hb SS, SC etc)
- PRODUTOS DE DEGRADACAO DA
HEMOGLOBINA EM Hb INSTAVEIS
- OXIDACAO DE HEMOGLOBINAS NAS
DEFICIENCIAS DE G6PD E DE ENZIMAS
ANTIOXIDANTES



Introducao
Corpos de Heinz sao produtos compostos por globinas
gue se degradaram da molécula de hemoglobina e se

precipitaram nos eritrocitos (figura abaixo).

Precipitados de corpos de Heinz em
um eritrécito. A esquerda um

eritrocito normal. Corado com azul crezil
brilhante a 1% (ACB 1%).

.......

Ha varias causas gque induzem a degradacao das
hemoglobinas em globinas que se precipitam nos
eritrocitos sob forma de corpos de Heinz:

1- Oxidacoes que afetam a Hb A — 0 excesso de
oxidantes medicamentosos ou ambientais (sulfa,
nitritos, nitratos etc) degradam as moleculas de Hb A
e as transformam em metahemoglobina (metaHbA).



A metaHbA é instavel pois o ferro do grupo heme
contem 3 cargas positivas (Fe***) ao invées do Fe** da
Hb A oxigenada (oxiHb A). Os oxidantes transformam
a oxiHbA e metaHbA que é estruturalmente instavel.
Esta mudanca faz as globinas da metaHbA se
desagregarem e se precipitarem sob forma de corpos
de Heinz (figuras abaixo).
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Hb A (oxiHbA) MetaHbA Corpos de Heinz

ERITROCITO COM
PRECIPITADOS DE
CORPOS DE HEINZ

ERITROCITO ERITROCITO
COM OXIHb A COM METAHDbA




2- Oxidacao da Hb S — quando a oxiHbS libera o
oxigénio ela se torna deoxiHbS. A demora para a
deoxiHbS se reoxigenar a transforma em metaHbS,
desencadeando a formacao de corpos de Heinz, e
altera, ainda mais, a célula falciforme (figuras abaixo).

Acéo
DeoxiHb S — fagocitaria
se torna s de
MetaHb S - macrofagos

—

CELULA FALCIFORME CELULA FALCIFORME LESAO CAUSADA POR
DESOXIGENADA COM MULTIPLOS =
CORPOS DE HEINZ REMOCAO DE CORPOS DE
(DEOXIHD S) HEINZ POR MACROFAGO

DESTAQUE: A SETA DA FOTO AO LADO

q —~ MOSTRA UM ERITROCITO COM CORPOS

o qy mﬂ DE HEINZ EM SANGUE DE PACIENTE COM
- ANEMIA FALCIFORME. (Corante ACB 1%)




3- Talassemia beta — esta doenca e causada por
desequilibrios entre as quantidades de moléeculas de
globinas alfa e beta. A globina alfa “livre” se precipita
nos eritrocitos sob forma de corpos de Heinz.
A precipitacao, geralmente se acumula numa regiao
da célula, deformando-a. Esta é a razdo da presenca
de dacridcitos nas talassemias beta (figuras abaixo).

Talassemia beta ‘ Dacriocito corado ACB1% ‘ Corado com Giemsa ‘
EQUILIBRIO ALFA LIVRE NO PRECIPITADOS DE ... ERESULTA NO
NORMAL DE DESEQUILIBRIODE  CORPOS DE HEINZ DACRIOCITO
GLOBINAS GLOBINAS DEFORMA O

ERITROCITO...



4- Hemoglobinas instaveis — estas hemoglobinas
anormais se devem a mutacoes gque afrouxam as
ligacOes quimicas entre as globinas alfa e beta,
notadamente quando induzidas por produtos oxidantes
e febre. Estas mutacoes sao transmitidas genetica-
mente aos descendentes e 0 processo fisiopatologico
esta representado na figura abaixo.
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ERITROCITO ERITROCITO ERITROCITO COM
COM OXIHb A + COM METAHbD PRECIPITADOS DE
Hb INSTAVEL INSTAVEL CORPOS DE HEINZ




5- Oxidacao de hemoglobinas na def. de G6PD
Na deficiéncia da enzima G6PD os eritrocitos se
tornam mais vulneraveis devido a menor producao de
energia (ATP) para a sobrevida da célula. Esta
deficiencia afeta o ciclo da enzima metaemoglobina
redutase, prejudicando o controle metaHb <--> oxiHDb.
Este defeito aumenta a concentracao de metaHb que,
por ser instavel, se precipita nos eritrécitos como
corpos de Heinz, deformando-os e reduzindo o
periodo de vida destas celulas (figura abaixo).
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> 4 ‘ b PRECIPITAGAO
— EDEFDEGGPD “S=aEEY  DE CORPOS DE
- By HEINZ
“ DIMINGE A Tp— A METAHDA SE
, ENZIMA METAHb
ERITROCITO =" o AUMENTO INSTABILIZA E PRODUZ
COM DEF. G6PD DE METAHbA CORPOS DE HEINZ

NOS ERITROCITOS



Deformacdes de eritrocitos com corpos de Heinz

Eritrocitos com corpos de Heinz (figura 6.7) se tornam
mais lentos no fluxo sanguineo e, também, perdem
sua capacidade de deformacao. Por essas razoes
deixam de ser circulares para se tornarem dacriocitos,
células mordldas e esquisocitos (figuras 6.8).
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. — Figura 6.8 — Eritrocitos com
Flgura 6.7 - Erltroc!tos deformacdes : (1) “célula
com corpos de Heinz, mordida”; (2) esquisécitos.
Coloragao com ACB a 1% Coloracdo com Leishman




Por que os eritrocitos com Heinz se deformam

Ha duas causas: 1) Eritrocito com corpos de Heinz se
tornam mais lentos na microcirculacao sanguinea
tecidual e, por isso, “atraem” macrofagos (figura 6.9);
estes fagocitam os corpos de Heinz e os transformam
em “celulas mordidas" ou em esquisocitos (figura 6.10).
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Por que os eritrocitos com Heinz se deformam (cont)
2) Eritrocitos com corpos de Heinz fluem com
dificuldades no fluxo sanguineo. Ao transporem as
paredes de vasos sanguineos para acessarem
tecidos do baco, figado ou medula dssea, 0s corpos
de Heinz, por serem densos, nao conseguem
atravessarem a parede do vaso. Assim, 0S eritrocitos
se rompem na regiao dos corpos de Heinz e dao
origem as celulas mordidas e esquisocitos (figura
abaixo).

Eritrocito com Ao transpor a parede do vaso
corpos de Heinz na 0s corpos de Heinz ficam

circulacao presos e o eritrocito se rompe
sanguinea parcialmente para atravessa-lo
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Pesquisa citologica de corpos de Heinz

Procedimento tecnico: Inicialmente misture num
tubo: 300uL de sangue do paciente com 100uL de
azul de crezil brilhante a 1% em solucao salina
iIsotOnica. Este corante € “supra vital” e cora
especificamente somente estruturas vivas dentro dos
eritrocitos: corpos de Heinz, reticulocitos e Hb H
(figura 6.11) . Agite a mistura cuidadosamente e
incube-a em banho maria a 37°C por 120 minutos.
Em sequida, faca o esfregaco e seque-o0 ao ar.
Examine a lamina em microscopio com aumento de
1000X (figura abaixo). Apos 24 horas o esfregaco se
desfaz. Diferentemente dos reticulocitos, nao é
possivel fazer a contra coloracao com corantes que
usam metanol, pois ha degradacéo de Heinz e Hb H.




Pesquisa citologica de corpos de Heinz (continuacio)

Figura 6.11 -Como diferenciar reticuldcitos de corpos de Heinz

e precipitados de Hb H.

(1) Reticulocitos (fase inicial)

(2) Corpos de Heinz — estrutura sempre ligada a membrana

(3) Precipitados de Hb H - estrutura homogeneamente
distribuida na célula

(X) Reticulocito (fase final)



Pesquisa citologica de corpos de Heinz (continuaco)

Andlise citologica: E feita em imersdo (1000x) com
avaliacao qualitativa em pelo menos dez campos
microscopicos. Resultados positivos ocorrem quando
Se Vé com constancia, em quase todos 0S campos
microscopicos, eritrécitos com corpos de Heinz.

Suas presencas dependem dos tipos de Hb Instaveis
e do grau da deficiencia de G6PD que estao sendo
analizadas (figuras 12a e 12 b com laudos).

Nas oxidacOoes de hemoglobinas por excesso de
sulfa, nitritos e nitratos, a presenca de corpos de
Heinz € menos intensa (figura 12c com laudo).

A positividade de corpos de Heinz e a clinica do
paciente direcionam o(s) exame(s) especifico(s) que
deve(m) ser realizado(s) na sequéncia da pesguisa.



Pesquisa citologica de corpos de Heinz (continuacio)
6" %ré " Figura 12a - Hb Instavel (Hb Koln). Acentuada

"~ presenca de eritrocitos com corpos de Heinz. Ha,
~ também reticulocitose (setas vermelhas).

. »"%" | Laudo: Acentuada presenca de corpos de Heinz
N R Yok por campo microscopico, acompanhada de
e Mhhe £ - " reticulocitose.

o & ~.. Figura 12a — Caso de paciente com deficiéncia
K “ de G6PD acometido por moderado grau de anemia
hemolitica. Anélise microscépica usando filtro amarelo

e8
o ;,°‘°‘ Laudo: Acentuada presenca de corpos de Heinz
PR\ por campo microscopico (cerca de 100% dos
N < eritrocitos).
St £ v _ Figura 12c — Caso de paciente com oxidac&o da
. " ‘:' hemoglobina causada por poluentes ambientais,
; ¢ ¢ por exemplo: 6xidos de nitrogénio ou de enxofre.
i B* Laudo: Corpos de Heinz positivo (B)
2 Reticul6citos(A)

Reticuldcitos com corpos de Heinz (C)



Conclusoes da pesquisa de corpos de Heinz

A pesquisa de corpos de Heinz € um excelente
marcador de processos oxidativos que afetam
moléculas de hemoglobinas e reduzem o tempo de
vida dos eritrocitos, causando anemias hemoliticas.
As oxidacOes podem ser adquiridas por poluentes
guimicos ambientais (0xidos de nitrogénio e de
enxofre, quer sejam como sais, liquidos ou gases) e
por intoxicacoes medicamentosas por sulfas e
derivados.

As oxidacoes também podem ser de causas
hereditarias, por exemplo: hemoglobinas instaveis,
deficiencia de G6PD, doenca falciforme
e talassemia beta.




PESQUISA CITOLOGICA DE Hb H

IMPORTANCIA DE SEU USO
A PRESENCA DE Hb H SUGERE TALASSEMIA ALFA



Introducao

A pesquisa citologica de Hb H é muito importante para
identificar pessoas portadoras de talassemia alfa. O
diagnostico laboratorial da talassemia alfa € muito complexo
pois pode envolver alteracdo em apenas um dos quatro
genes alfa (talassemia alfa minima), ou alteracoes em dois
genes alfa (talassemia alfa menor), em trés genes alfa
(doenca de Hb H) e em quatro genes alfa (sindrome da
hidropsia fetal ou talassemia alfa maior). Em qualquer das
situacoes patologicas acima mencionadas podem aparecer
precipitados de Hb H (figura abaixo).

e

seta mostra um eritrécito com
preC|p|tados de corpos de Heinz em
.‘ pessoa com talassemia alfa minima.




Para entender a relacao entre genes, talassemia alfa e
precipitados de Hb H, a figura abaixo representa 0s
dois cromossomos 16 com seus quatro genes alfa, e
0s dois cromossomos 11 com seus dois genes beta.
Esses genes sintetizam as globinas alfa (vermelho) e
beta (azul) para formarem a Hb A. A globina gama
(verde) ao combinar com alfa forma a Hb Fetal.
Supressoes geneticas nos genes alfa diminuem a
sintese de globinas alfa e causam as talassemias alfa.
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A Hb H surge no eritrocito por conta de globinas beta
livres que nao tiveram as correspondentes globinas
alfa para combinarem. As globinas beta se juntam em
tetrameros (,) e formam a Hb H (figura abaixo).

A Hb H é instavel e tem alta afinidade ao oxigénio, nao
desempenhando adequadamente a funcao de
transportadora deste gas.

Na talassemia alfa ha
precipitados de Hb H

.......

Hb AA Na Hb AA nao ha

Hb AH
Normal precipitados de Hb H Tal.a intermédia



Quando se faz a eletroforese de hemoglobinas em
pessoas com talassemia alfa é possivel identificar a
Hb H (figura abaixo). Quanto maior for a diminuicao
de globina alfa, maior sera a porcentagem de Hb H
na eletroforese, determinando as diferentes formas
de talassemias alfa em: minima, menor, intermédia
(ou doenca de Hb H) e maior (ou sindrome da
hidropsia fetal).
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As diferentes formas de talassemias alfa sdo definidas por meio da clinica do
paciente, do grau de anemia (eritrograma) e pela concentracdo de Hb H na
eletroforese. A simples presenca citologica de Hb H no eritrocito € apenas indicativo
de talassemia alfa e nao possibilita classificar as suas diferentes formas.

NORMAL T. MINIMA T. MENOR T. INTERMEDIA T. MAIOR

Hb: 12-16 Hb:11,0-12 Hb:10-11,5 Hb: 9-10
VCM: 77-94 VCM:77-94 VCM <77 VCM: <77
HCM: 27 -32 HCM: 27 -32 HCM: < 27 HCM: < 27
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—_— —_— — A —_— A —_— — A —_— A,
Hb Hb TAL. Hb TAL. o Hb TAL. o Hb TAL.
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Pesqguisa citolégica de Hb H

Procedimento tecnico: Inicialmente misture num
tubo: 300uL de sangue do paciente com 100uL de
azul de crezil brilhante a 1% em solucao salina
iIsotOnica. Este corante € “supra vital” e cora
especificamente somente estruturas vivas dentro dos
eritrocitos: corpos de Heinz, reticulocitos e Hb H
(figura 6.13). Agite a mistura cuidadosamente e
incube-a em banho maria a 37°C por 120 minutos.
Em sequida, faca o esfregaco e seque-o0 ao ar.
Examine a lamina em microscopio com aumento de
1000X (figura abaixo). Apos 24 horas o esfregaco se
desfaz. Diferentemente dos reticulocitos, nao é
possivel fazer a contra coloracao com corantes que
usam metanol, pois ha degradacéo de Heinz e Hb H.




Pesquisa citologica de Hb H (continuacéo)

el
Ut

Figura 6.13 -Como diferenciar reticulocitos de corpos de Heinz

e precipitados de Hb H.

(1) Reticulocitos (fase inicial)

(2) Corpos de Heinz — estrutura sempre ligada a membrana

(3) Precipitados de Hb H - estrutura homogeneamente
distribuida na célula

(X) Reticulocito (fase final)



Pesquisa citologica de Hb H (continuacéo)

Andlise citologica: E feita em imersdo (1000x) com
avallacao qualitativa em pelo menos dez campos
microscopicos. Resultados positivos ocorrem quando
se V€ mais de um eritrocito com precipitados de Hb H
de forma incontestavel (figura abaixo). Por vezes, em
dez campos pesquisados se encontra(m) eritrocito(s)
com Hb H em apenas um deles. No laudo costuma-
Se reportar como presente (ou positivo) ou ausente
(ou negativo).

Este campo microscopio mostra dois
eritrocitos com inclusdes de Hb H.

Laudo: Presenca de Hb H, ou
Citologia positiva para Hb H




Conclusoes da pesquisa citologica de Hb H

Talassemias alfa sao as formas mais prevalentes entre
todas as hemoglobinopatias. A talassemia alfa minima,
por exemplo, esta presente em 15 a 30% da populacao
mundial. No Brasil, sua prevaléncia varia entre 20 e
30%; a talassemia alfa menor de 4 a 5%; a doenca de
Hb H ocorre na proporcao de 1 caso para cada 5 mil
pessoas. Por fim, a talassemia alfa maior é rarissima
em nossa populacao. Portanto, quando se faz a
pesquisa citologica de Hb H ha a necessidade que a
mesma seja feita de acordo com a técnica
recomendada, com a busca exaustiva em pelo menos
dez campos microscopicos. A simples identificacao dos
precipitados de Hb H tem o significado de que estamos
diante de um provavel caso de talassemia alfa.




PESQUISA CITOLOGICA DE
ERITROCITOS COM Hb FETAL

IMPORTANCIA DE SEU USO
AUMENTO ACIMA DE 5% DE ERITROCITOS COM Hb
FETAL INDICA CONTAMINACAO DO SANGUE DA
GESTANTE POR HEMACIAS FETAIS



Introducao:

A hemoglobina fetal (Hb Fetal ou Hb F) faz parte da
composicao das hemoglobinas humanas, notadamente
durante periodo do desenvolvimento fetal. O recem
nascido tem alta concentracao desta hemoglobina em
seu sangue, mas ao atingir o quarto mées de vida a Hb
F € substituida quase integralmente por Hb A. Niveis
elevados de Hb F sao observados em talassemias
beta maior, persisténcia hereditaria de Hb F (PHHF), e
em gestantes com hemorragia transplacentaria.
Exames de Hb F em talassemias e PHHF sao feitos
por cromatografia em HPLC. Ha varias causas que
Induzem hemorragias materno-fetal (tabela 6.1).
Pesquisas laboratoriais de contaminacao materno-fetal
se faz citologicamente (figuras 6.14 e 6.15).




Tabela 6.1 - Causas de hemorragias materno-fetal:

1- Cesariana

2- Multiplas gestacoes,

3- Sangramento da placenta prévia ou descolamento
4- Remocao manual da placenta

5- Manipulacao intrauterina

6- Aborto

7- Parto normal sem complicacoes.

Controle @ Caso
negativo positivo
®
&

o

Figura 6.14 — Citoquimica para pesquisar a contaminacao no
sangue materno de hemacias fetais (a direita, um caso positivo).



Avaliacao citologica de eritrocitos com Hb F

Ha dois testes para avaliar eritrocitos com Hb F.

O teste citoguimico tem por base o0 uso de tampéao
acido (pH <4) que degrada todo o tipo de hemoglobina,
com excecao da Hb F, que é acido resistente. Em
seguida se faz a coloracao de contraste. Eritrocitos
com Hb F se coram e sao contados porcentualmente.
Valores até 5% sao aceitaveis até o terceiro trimestre.
Acima de 5% é indicativo de contaminacao da gestante
por sangue do feto.

® Se Figura 6.15 — Caso positivo de
o e contaminacao de gestante com
2>® S5 @ hemaAcias fetais (setas).
' > @ Laudo:Positivo para contaminacao
= ® . de hemacias fetal. Resultado: 10%
de hemacias fetais

>



Avaliacdo citolégica de eritrocitos com Hb Fetal

O outro teste e feito por metodologia
Imunofluorescente com anticorpos anti-HbF, associado,
ou nao, com citometria de fluxo (figura 6.16). Este teste
esta disponivel na maioria dos laboratorios de apoio.

o~
> - {
~

e .|| Figura 6.16 — Grafico emitido por
citometria de fluxo de um caso com
suspeita de hemorragia materno-

- 0 . £ 0
Hb F: 4 6% fetal. Resultado: 4,9% (Normal: até 5%).

Pay | Laudo: Negativo para contaminacao

w 10 10

2 oo por hemacias fetal. Resultado: 4,9%

Descrevemos, a seguir, a técnica de citoguimica
descrita por Kleihauer e Betke para corar eritrocitos
com Hb F (hemacias fetais).



Reagentes do teste citoguimico de Kleihauer-Betke:

Tampao citrato-fosfato pH 3-3,5 (previamente aquecido a 37°C)
Solucao aquosa de eritrosina a 1%, ou azul de metileno a 2%
Solucéao de etanol a 80%

Procedimento:

1- Faca trés esfregacos finos com sangue da gestante;

2- Fixar um dos esfregacos com etanol a 80% por 5 minutos e,
em seguida, lave-o cuidadosamente com agua e seque-0 ao ar;
3- Cobrir o esfregaco com o tampao citrato-fosfato pH 3-3,5
por 5 minutos e, em seguida, lave-o com agua e seque-0 ao ar.
4- Corar com eritrosina (contraste)a 1%, ou azul de metileno a
2%, por 2 minutos; lave-o em agua corrente e seque-o ao at.

5- Analise microscopicamente no aumento 400X. Faca a
contagem do numero de eritrocitos corados e relacione-os com
nao corados, em pelo menos dez campos mMicroscopicos.

6- Calcule a porcentagem de eritrocitos corados (com Hb Fetal).
Use os outros dois esfregacos para repetir o exame em caso de
dificuldades técnicas.




Conclusdes da pesquisa citologica de eritrécitos
com Hb Fetal

O meétodo citologico da tecnica de Kleihauer-Betke,
gue avalia a resisténcia da Hb F intraeritrocitaria diante
de solucOes de pH abaixo de 4, € o mais facil de ser
executado em qgualquer laboratorio. Seu
custo/beneficio é atraente, mas é preciso de
treinamento tecnico e experiéncia. Por outro lado, o
metodo automatizado que avalia a quantidade de
hemacias fetais (eritrocitos com Hb F) através de
reacao imunologica com anticorpos anti-Hb F, seguida
de leitura por citometria de fluxo € o mais sensivel.

De qualquer forma, a Iinterpretacao dos resultados
deve ser segura, pois implica em procedimentos
medicos de importancia vital para a paciente.




ELETROFORESE E CROMATOGRAFIA
DE HEMOGLOBINAS

IMPORTANCIA DE SEU USO

IDENTIFICAR HEMOGLOBINOPATIAS
(HEMOGLOBINAS VARIANTES E TALASSEMIAS)



Introducao

Eletroforese é uma metodologia laboratorial que fraciona
proteinas por suas cargas eletricas. Para realizar o
fracilonamento é preciso ter um campo elétrico num gel de
agarose, acetato de celulose, ou em gel de silica. Este campo
é delimitado por dois polos, um negativo e outro positivo, e por
uma corrente elétrica entre 80 a 500 volts (figuras abaixo).

FONTE DE APLIIDCAAS(;AO
CORRENTE
ELETRICA tes ’ A S A2/C/AMOSTRAS
W SOLUGAO DE P
- ' TAMPAO
ALCALINO . I H Hb AA

. IH Hb SS
. . Hb SC

S e

SENTIDO DA
ELETROFORESE




Introducao (continuacéo)

As eletroforeses de hemoglobinas podem ser feitas
por trés diferentes procedimentos técnicos:

manual, semiautomatico e automatico.

Os procedimentos manuais e semiautomaticos sao 0s
mais comuns na rotina de laboratorios clinicos. Estas
duas técnicas usam como meio de separacido O
acetato de celulose e o gel de agarose, ambos com
tampoes alcalinos (pH 8 a 9).

A eletroforese automatizada, por sua vez, é feita por
meio de sistema capilar com registros graficos, e é
mais usada por laboratorios de apoios.

A figura 6.17 mostra 0s principails meios de
fracionamento de hemoglobinas por eletroforese.




Figura 6.17 — Eletroforeses de hemoglobinas
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Introducao (continuacéo)

A cromatografia € uma metodologia laboratorial que
separa proteinas e outros produtos guimicos atraveés
de suas massas moleculares (pH, peso atomico etc.).
As técnicas podem ser manual, semiautomatica e
automatica. Para identificar hemoglobinas normais e
anormais usa-se a cromatografia liqguida de alta
pressao, conhecida por HPLC, que consiste no
bombeamento com alta pressao de solventes
especificos para os produtos que se desejam separar.
Cada componente da amostra analisada (por ex.: Hb A,
Hb S Hb A, e Hb F) reage com seu solvente especifico e
se move com diferentes velocidades de um extremo
ao outro da coluna de cromatografia, e seu
desempenho e registrado (figura 6.18).




Figura 6.18 — Cromatografia de hemoglobinas por HPLC
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Interpretacao dos resultados

As InterpretacOoes dos resultados de eletroforeses e
cromatografias sao orientadas por meio de mapas de
posicionamentos padroes das principais hemoglobinas normais
e anormais, conforme mostram as figuras abaixo:

* s HoH-Hb I
sssm HbON 3 £
! s HbJ
s HbA N E:
mmm HbF s y32
! wmmm HbS-HbD - JW\}
i __HbA, e |
_ Hb C — Hb E
. Aplicagio da amostra CROMATOGRAFIA HPLC

ELETROFORESE ALCALINA



Interpretacao dos resultados (continuacso)
Independentemente da metodologia usada (eletroforese ou
cromatografia), a interpretacao inicial estd fundamentada na
condicao genetica da hemoglobinopatia, por exemplo:

Heterozigoses: Hb AS, Hb AC, Tal.  menor (Hb AA, 1), Hb AH etc.

HOMOZIgJOSEeS: Hb SS, Hb CC etc.
Duplas heterozigoses: Hb Sc, Tal. /Hb S (Hb SF) etc.

H

A R R m e e

F )
S ) ) Gl D
Ch, == =—— R = — BN —
A AS A AADT A SS C SC SF
pﬁrae I—E'terozigoses H Homozigges Duplas
heterozigoses




Interpretacao dos resultados (continuacéo)
E necessario que no laudo laboratorial conste, além do
genotipo, os valores porcentuais de cada hemoglobina.

LAUDO
A . LHM, 12 anos masculino
= Resultado da eletroforese: Hb SF
S . Hb A= 0,0%
A, Hb F = 28,2%
Hb S = 66,3%
. Hb A,= 5,5%
* AL SF

Comentario em relacao a este caso
raorA0 | Paciente | Este € um caso dificil, pois o genétipo Hb SF
pode ocorrer na anemia falciforme com Hb F

elevada, ou na Talassemia beta/Hb S.
Portanto o diagndstico final fica sob
responsabilidade do médico.

» Aplicagéo das
amostras



Exemplo de interpretacao de gendtipos de Hbpatias

APLICACAO —>

1 2 3 4 S5 6 7 8
= AAAA AC SC SF SS AS AA

1 e 8 - Hb AA (Hb NORMAL)

- Hb AA (COM Hb A, DIMINUIDA)

- Hb AC (HETEROZIGOSE DE Hb AC)

- Hb SC (DUPLA HETEROZIGOSE DE Hb ANORMAIS)

- Hb SF (DOENCA FALCIFORME COM Hb FETAL ELEVADA)
- Hb SS (ANEMIA FALCIFORME — HOMOZIGOSE DE Hb S)
- Hb AS (TRACO FALCIFORME - HETEROZIGOSE DE Hb S)

~NOoO OO~ WD



Reagentes para eletroforese manual de hemoglobinas:
Tampao Tris-EDTA-borato, pH 8,5 a 9,0
Tris-hidroximetil-aminometano ..... 10,2 gramas

EDTA(acido etileno tetracético).... 0,6 gramas

Acido bOriCo.........coooeiiiiiin., 3,2 gramas

Agua destilada 4.S.p.................. 1,0 litro

Procedimento para gel de agarose e acetato de celulose:

1- Mergulhar o gel ou a fita de acetato de celulose no tampéao
por 20 a 30 minutos antes do uso.

2- Aplicar as amostras de hemolisados de sangue (100ul de
sangue + 100 pl de saponina de alta pureza a 1%).

3- Apos colocar o gel de agarose ou o acetato de celulose no
suporte da cuba de eletroforese, passar 180 volts (gel) ou 300
volts (acetato de celulose).

4- Acompanhar visualmente a corrida eletroforética (geralmente
40 minutos).Retirar o gel ou acetato e corar com negro de amido
ou vermelho ponceau por 15 minutos. Descorar com acido
acetico a 5% e analisar o fracionamento.




Conclusoes de eletroforese e cromatoqgrafia
de hemoglobinas
A identificacao de hemoglobinas anormais e
talassemias somente por resultados de eletroforeses
nem sempre oferecem um diagnaostico conclusivo.
Havera sempre a necessidade de conhecer a historia
clinica dos pacientes, seus eritrogramas com
morfologias eritrocitarias. No entanto, em situacoes
especificas, por exemplo, Hb Instaveis e talassemias
alfa, € preciso pesquisas complementares: citologia de
corpos de Heinz e teste de instabilidade térmica para
hemoglobinas instaveis, e citologia para presenca de
Hb H. Nao obstante, a eletroforese e a cromatografia
de hemoglobinas nos proporcionam possibilidades de
direcionar os diagnosticos destas patologias.




TESTE PARA IDENTIFICAR
HEMOGLOBINAS INSTAVEIS

IMPORTANCIA DE SEU USO
DIAGNOSTICO LABORATORIAL DE Hb INSTAVEL



Introducao

As hemoglobinas instaveis s&o decorrentes de
mutacfes de aminoacidos gque ocupam regidoes da
molécula que dao estabilidade a hemoglobina (figura
6.19a). A troca de um aminoacido por outro diferente
provoca les0es na estrutura molecular da
hemoglobina, deixando-a extremamente sensivel ao
aumento da temperatura in vivo, em casos de febre, e
In vitro, quando se faz o teste laboratorial. A maioria
das Hb Instaveis desnaturam guando submetidas ao
teste térmico de 55 graus centigrados. A desnhaturacao
é vista por meio de floculacdo apos 10 minutos do
Inicio do teste, sequida de intensa precipitacao aos 20
minutos. As Hb normais, e anormais nao instaveis, nao
se precipitam (figura 6.19b)




Figura 6.19a — Molécula da Hb. As
o ol B2 setas pretas mostram as regides em
gue aminoacidos de globinas alfa e
<€+— Deta se posicionam e ddo estabilidade
a hemoglobina. Mutacbes nestas
regioes causam Hb Instaveis.

de Iinstabilidade térmica (55°C)
para identificar Hb Instaveis.

E aconselhavel faze-lo
comparando-o com o resultado de
uma hemoglobina normal.

W P& | vf’! Figura 6.19b — Resultado do teste

Inicio

) _ Precipitado
min min da Hb

Instavel



Técnica para teste de instabilidade de Hb

Tampaéao fosfato pH 7,4 para o teste de instabilidade térmica
Na,HPO,.12H,0.......... 2,25 gramas
KH,PO o, 1,42 gramas

Procedimento técnico

1) Colocar em tubo de hemadlise 200 ul de sangue total + 100 ul
de saponina a 1%. Homogenizar. Adicionar, a seguir, 2 ml do
tampao fosfato. Homogenizar e levar ao banho maria a 55°C.

2) Verificar o tubo apos 10 e 20 minutos de incubacéo.

Interpretacao

As Hb Instaveis floculam com 10 minutos de incubacao, e aos
20 minutos se precipitam. As hemoglobinas normais nao
floculam aos 10 minutos e nem precipitam aos 20 minutos.



TESTE DE FRAGILIDADE
OSMOTICA

IMPORTANCIA DE SEU USO
CONFIRMAR A ESFEROCITOSE HEREDITARIA



Principios da técnica de fragilidade osmotica

Esta técnica se fundamenta na capacidade da
permeabilidade dos eritrocitos em resistir a hemaolise
guando submetidos as diluicbes em solucdes de
cloreto de sédio (NaCl) com  diferentes

concentracoes, variaveis entre 0,1 a 0,9% (0,1;0,2; 03;0,4;
0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9).

Sangue de pessoas sem esferocitose tem hemaolises
Intensas entre 0,1 e 0,4% (figura 6.20a).

Sangue de pessoas com esferocitose tem hemaolises
Intensas até 0,7%, podendo, as vezes, hemolisar em
0,8% (figura 6.20Db).

A figura 6.20 mostra dois conjuntos de exames (a e b)
com tubos para teste de hemodlises em pessoa sem
esferocitose e com esferocitose hereditaria.




Figura 6.20 — Tubos com diferentes concentracoes de NaCl
para teste de fragilidade osmotica em teste padrédo (sem
esferocitose) e em teste para paciente com esferocitose

hereditaria) .
SEM ESFEROCITOSE COM ESFEROCITOSE
HEREDITARIA HEREDITARIA

a il b

Nt | =

Tubos com

solugdes de NaCl 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80 0,90 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80 0,90

INTENSIDADE DEHEMOLISE INTENSIDADE DE HEMOLISE

0.1 A 0,6% 0.1 A 0,8%



Procedimento técnico: preparacao das solucoes de NaCL

Solugao 9. go|ycao estoque de NaCL:
estoque ~
| Cologue 10 gramas de sal de NaCL (PA)* em balao
| volumeétrico e dilua para 1000 ml (gsp) com agua
1?6Qm| destilada. Homogenizar e guardar em refrigerador.

PA — Para Analise

2- Solucao trabalho de NacCl.

Em seguida, pipete os volumes abaixos (cor vermelha) para
cada concentracao e complete para 100 ml (qsp). Por fim,
transfira a solucao de cada baldao para frascos identificados
com as concentragcdes e os mantenha em refrigerador.

10 ml 20 ml 30 ml 40 ml 50 ml 60 ml 70 ml 80 ml 90 ml

| | | | | | | | |

100 ml 10Q ml 1£ ml 1([ ml 140 ml 100 ml 100 ml 100 m| 10£ml
Q\I (/q\l / Q\l (/ Q\u (/ Q\l /Q\l (/R\u (/ \\l / \\I

0,1% 0,2% 0,3% 0,4% 0,5% 0,6% 0,7% 0,8% 0,9%



3- Transferéncia das solucoes paratubos de hemalises:
Transfira para cada tubo de hemodlise exatamente 5 ml de cada
solucao estogue. Nao se esqueca de identificar os tubos com
suas respectivas concentracoes.

e e e e

0,1% 0,2% 0,3% 0,4% 0,5% 0,6% 0,7% 0,8% 0,9%

NN
L

0,8 0,9 (branco)



4- Colocacao de sangue nos tubos:

Coloque em cada tubo de hemalise, ja preenchido com a respectiva solucéo
de NaCl, exatamente 50 ul de sangue. Homogenize cada tubo por vez e
deixe-o em repouso por 10 minutos para que ocorra 0 processo de hemalise.

SN

0,8 0,9 (branco)

5- O processo de hemolise:

Apos os 10 minutos, faca uma analise visual da hemolise e, em seguida, e
com o auxilio de uma pipeta, transfira 0os sobrenadantes de cada tubo para
outros limpos e secos para a realizacdo das leituras quantitativas de
hemolises. Nao se esqueca de identica-los.

ssgy

0,7 0,8 0,9 (branco)




6- Leitura dos graus de hemaolises:

Este processo tecnico e feito em fotocolorimetro ou espectrofotometro.

a) Inicialmente calibre o zero da densidade oOptica em 540nm (ou filtro
verde) com a solucao sobrenadante de NaCl 0,9%.

b) Em sequida, faca a leitura da densidade optica (DO) do sobrenadante da
solucao de NaCl 0,1% para obter o valor referente a 100% de hemoalise.

c) Faca a leitura das outras solucoes de NaCl e anote a DO de cada uma
delas.

Com o sobrenadante deste
tubo padroniza-se o zero da
DO.

:

0,8 0,9 (branco)

A leitura da DO do
sobrenadante deste tubo
representa 100% de hemolise

0,1 0,2 03 04 0,5 0,6 0,7

No préoximo slide exemplicamos a leitura de um caso normal.



7- Resultados das leituras e os graus de hemodlises nas
diferentes concentracoes de NaCl (um exemplo):

EXEMPLO:

Densidade Optica do tubo NaCl 0,1% que corresponde a 100% de hemélise foi de: 0,8
Densidade Optica do tubo NaCl 0,2% foi de... 0,8 e 0 valor de hemélise €  100%
Densidade Optica do tubo NaCl 0,3% foi de... 0,7 . 87.5%
Densidade Optica do tubo NaCl 0,4% foi de... 0,4 : 50%
Densidade Optica do tubo NaCl 0,5% foi de... 0,2 5%
Densidade Optica do tubo NaCl 0,6% foi de... 0,05 ’ 20%
Densidade Optica do tubo NaCl 0,7% foi de... 0,00 " 0,5
Densidade Optica do tubo NaCl 0,8% foi de... 0,00 g 0

AO APLICARMOAS A REGRA DE TRES NaCl0,1% : 0,8------------ 100%
NaCl0,1% : 0,8------------ 100% NaCl 0,3%: 0,7------------ X X=87,5%
NaCl 0,2%: 0,8------------ X X=100% Assim por diante......

Tubos com concentragcdes de NaCl: 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9

0,1 0,2 0,3

Resultados dos *100% 100% 87,5% 50% 5% 2% 0,5% 0% Branco
graus de hemolises *Referéncia de 100% de hemdlise



% DE HEMOLISE

8- Curva de fragilidade osmaotica (FO):

L00% "B Ap0s a leitura em espectofotdmtero ou

N fotocolorimetro, os valores obtidos séo

colocados no grafico relacionando
\, '\ % de hemélise x concentracdo de NacCl.
50% \\ = \\\
\\ \\\\
- ~~~~~~
. \\‘_____- _____ - ‘~;~ -

e | — n  pum ——y

B
04 05 0,6 0,7 08 0,9 % DE NaCl
4

TUTERaN

0 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 (branco)
100 100 90 75 30 10 5 0 0
100 100 70 30 10 5 0 0 0

VALORES MAXIMOS E MINIMOS DE HEMOLISES (%) EM SANGUE PADRAO




o/0 DE HEMOLISE

100%

50%

0%

O- Padronizacdo da curva de fragilidade

‘=Z::‘“\ osmotica (FO):

) \Obtém -Se uma curva padrao com leituras de
IfQ feitas em dez sangues com eritrogramas
mrmals Todas as leituras gue se alinharem
néste \@spaco sao consideradas normais. As
Ielturas Yue se postarem a direita do espaco
padréo 'sdo0 consideradas esferocitose
heredlt‘arla (Exemplo no proximo slide).

0,6 0,7 0,8 0,9 % DE NacCl

LT LR

0,6 0,7 0,8 0,9 (branco)

100 100 90 75 25 10 5 0 0

100 100 70 30 10 5 0 0 0
VALORES MAXIMOS E MINIMOS DE HEMOLISES (%) EM SANGUE PADRAO




% DE HEMOLISE EXEMPLO DE UM CASO DE

10006 e = o g, ESFEROCITOSE HEREDITARIA.
SR 80 A 85% DOS PORTADORES DE
NONOA ESFEROCITOSE MOSTRAM
L DESVIO NA CURVA DE FO PARA
NN\ A DIREITA DO GRAFICO.
NS 20 A 15%, POR TEREM POUCAS
50% S ALTERACOES ESTRUTURAIS DE
\\\\ MEMBRANA, APRESENTAM-SE
\, .\ COMO SE FOSSEM NORMAIS NA
NN CURVA DE FO
\\ \\\ \\
\\\.-- NNN‘\Q\
Tl i
L B B | | S e

08 09 | %DE NaCl

1111 LERE

0,8 0,9 (branco)

100 100 100 81 62 25 15 5 Branco




10 — Como emitir o laudo do teste de fragilidade osmoética
(valores de hemoalise e curva de FO)

NaCL HEMOLISE HEMOLISE
(%) PADRAO ANALISADA

%0 DE HEMOLISE 8% 188 188

100% ey 013 70-90 100

TSNS 0,4 30-75 81

NS 0,5 10-25 62

\\\ \\\\ 0,6 5-10 25

NN 0,7 5-0 15

N\ 0,8 0 5

S0% AN \\ \\
\\\\ \\\\ \
NN S
NN S
\\\ \\ \\
\\\- \
___________ \\
0% 3 o 5w ® = ® ®1 ™

01 0.2 0,3 04 05 06 07 08 09 | %DENaCl




DOSAGEM DE
METAHEMOGLOBINA

IMPORTANCIA DE SEU USO
TRIAGEM DE Hb INSTAVEL, DEFICIENCIA DE
G6PD E OXIDA(;C")ES DE HEMOGLOBINAS



Introducao

Metahemoglobina (metaHb) ¢é uma hemoglobina anormal
resultante da oxidacao do ferro (Fe**) presente na
oxihemoglobina (oxiHb) que se transforma em Fe*™**,
O Fe*** da origem a metaHb, que n&do consegue se ligar ao
oxigénio. A concentracao normal de metaHb no sangue e de
0,0 e 4%*, e sua elevacao ocorre principalmente por
contaminacao de oxidantes (ex.: anilina, sulfas, nitratos, nitritos,
e gases de nitrogénios ou de enxofre). Quando supera 4% pode
causar mal estar, cianose e anemia hemolitica. Acima de 70% a
metaHb é letal. E importante destacar que a metaHb até 4% se
reverte naturalmente em oxiHb através da acdo da enzima
metaHb redutase. Acima de 4% a reversao se realiza com auxilio
de procedimento terapéeutico. Outras duas causas de elevacoes
de metaHb se devem a mutacao da Hb A em Hb M e a
deficiencia da enzima metaHb redutase. Ambas sao muito raras

na populacao. A figura 6.21 resume a fisiopatologia da metaHb.

* Este valor é variavel entre 3 e 5% conforme o método usado para avaliacdo de metahemoglobina.




Figura 6.21 — Causas de elevacao de metaHb. (a) normal;
(b) contaminantes oxidantes; (c) deficiencia de metaHb

redutase; (d) mutacao de Hb A para Hb M (metaHb M).

(a) oxiHb = > METAHD

METAHDbD redutase

CONTAMINANTES

CORPOS

(b) OXIHb( METAHD =3 SULFOHb = =" -\~
METAHD redutase

CORPOS

(C) OXIHb pa— > METAHD =3 SULFOHD =101\ >

Deficiéncia de
METAHDb redutase

(d) oxiHb Y1252,
PARAHObM  MUTANTE

METAHD = SULFOHD =>»

CORPOS
DE HEINZ

ANEMIA
HEMOLITICA

ANEMIA
HEMOLITICA

ANEMIA
HEMOLITICA



Téecnica de doasgem de metahemoglobina

Tampaéao fosfato pH 7,4 para o teste de instabilidade térmica
Na,HPO,.12H.0.......... 2,25 gramas
KH,PO, e 1,42 gramas

Procedimento técnico

1) Tubo A: Colocar em tubo de hemolise 100 ul de sangue total
e 100 ul de saponina a 1%. Homogenizar e aguardar 5 minutos
para ocorrer a hemolise. Adicionar, a seqguir, 6 ml do tampao
fosfato. Homogenizar.

2) Tubo B: Transferir para este tubo 300 ul da solucao do Tubo
A e adicionar 3 ml do tampao fosfato. Homogenizar e agradar 5
minutos.

3) Leitura dos Tubos A e B:. Usar espectrofotometro em
comprimento de onda ajustado para 630 nm. Calibrar o zero da
absorbancia (ou densidade optica) com o tampéao fosfato e, a
sequir, fazer a leitura do Tubo A.




Técnicade doasgem de metahemoglobina (ontinuagao)

Procedimento técnico (continuagao)

4) Leitura dos Tubos A e B (continuacao): Ajustar o
espectrofotometro para o comprimento de onda 540 nm.
Calibrar o zero da absrobancia (ou densidade oOptica) com 0
tampao fosfato e, a sequir, fazer a leitura do tubo B.

5) Calculo:

% de metaHb = Tubo A x 100/ Tubo B + (Tubo A x 10%)

* O coeficiente 10 se deve a diluicéo realizada no Tubo B (300 ul do Tubo A para 3 ml do Tubo B)
Interpretacao

A leitura do Tubo A em 630 nm avalia a absorbancia da metaHb
obtida da hemolise dos eritrocitos e diluida em solucao
tamponada. A leitura do Tubo B, sob as mesmas condicoes,
avalia em 540 nm a absorbancia da oxinemoglobina.

Valores normais desta técnica: 0 a 4%



Conclusoes

Todos os exames apresentados neste capitulo fazem
parte do roteiro de pesquisas para avaliar origens e
causas de anemias, condicboes basicas para O
direcionamento terapéutico. No entanto, nem todos
Sao necessarios para a rotina laboratorial. Apenas a
contagem de reticulécito € o exame gue todos o0s
laboratorios clinicos devem ter a disposicao. Os
outros exames, entretanto, S4o necessarios para 0s
laboratorios especializados em hematologia. Para
guem tem dificuldades em Incluir estes exames em
sua rotina de trabalho, ha os laboratérios de apoio,
excetuando-se aa curva de fragilidade osmotica, que
deve ser realizada no proprio laboratorio, pois a
mesma tem de ser executada no dia da coleta.
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