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RESUMO

A contagem de reticulocitos no sangue periférico fornece informacdes sobre
a integridade funcional da medula 6ssea. Constitui um fator importante no
diagnostico, classificacdo e monitorizacdo do tratamento das anemias, na
confirmacédo da regeneracdo da medula 0ssea ap0s quimioterapia ou transplante, e
na monitorizagdo da terapéutica com eritropoetina humana recombinante. Para a
contagem de reticuldcitos, a técnica manual é tida, desde a década de 1940, como
método padrdo ouro, porém, com a integracdo da analise de reticulécitos as
contagens globais de células sanguineas em analisadores hematologicos
automatizados, em meados da década de 1990, contagens mais precisas puderam
ser incorporadas como parte da rotina de avaliacdo hematologica. Aléem de aumentar
substancialmente a precisao e sensibilidade das contagens, a analise automatizada
de reticulocitos fornece parametros reticulocitarios que ndo sdo possiveis pela
metodologia manual. Dentre estes parametros destacam-se a fragdo de reticuldcitos
imaturos (IRF), que tem sido estudada como um preditor precoce da recuperacao
hematopoiética pos transplante de medula 6ssea, e o conteudo de hemoglobina
(CHr ou Ret-He) que tem sido sugerido como um indicativo precoce de deficiéncia
de ferro, por proporcionar uma medida da disponibilidade deste metal para as
células vermelhas recentemente produzidas pela medula 6ssea. Este trabalho teve
por objetivo revisar as técnicas laboratoriais de enumeracdo de reticulocitos a a
aplicacao clinica da contagem de reticulocitos e dos parametros reticulocitarios
derivados.

Palavras-chave: eritropoiese, contagem de reticuldcitos, parametros de maturacao.



ABSTRACT

The reticulocyte count in peripheral blood provides information about the functional
integrity of the bone marrow. It is an important factor in diagnosis, classification and
monitoring of the treatment of anemia, in confirmation of the regeneration of bone
marrow after chemotherapy or transplantation, and monitoring of the therapy with
recombinant human erythropoietin. For the reticulocyte count, the manual technique
is taken, since 1940's, as the gold standard, but with the integration of the
reticulocyte analysis to global blood cell counts in automated hematology analyzers,
in the mid-1990s, more accurate counts could be incorporated as part of
hematological evaluation routine. In addition to substantially increase the accuracy
and sensitivity of the counts, the automated analysis provides reticulocyte
parameters that are not possible by manual methods. Among these parameters
stand out the immature reticulocyte fraction (IRF), which has been studied as an
early predictor of hematopoietic recovery after bone marrow transplantation, and
hemoglobin content (CHr or Ret-He), which has been suggested as an early
indication of iron deficiency, because it provides a measure of the availability of this
metal to the red cells recently produced by the bone marrow. This study aimed to
review the laboratory techniques for enumeration of reticulocytes and clinical
application of reticulocyte counts and derived parameters.

Keywords: erythropoiesis, reticulocyte count, maturation parameters.
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1. INTRODUCAO

Os reticuldcitos compreendem eritrocitos imaturos no estagio final de
diferenciacéo celular e foram observados pela primeira vez por Wilhelm H. Erb em
1865, o qual notou granulos em glébulos vermelhos tratados com &cido picrico ou
aceético (ERB, 1865).

O termo reticuldcito deriva das caracteristicas microscopicas das ceélulas
depois de tratadas com corantes supravitais, como o0 azul de metileno novo ou o azul
de cresil brilhante, que conferem aos fragmentos de acido ribonucléico (restos de
RNA ribossomal) a aparéncia de uma fina rede reticular ou granulos dispersos
(PIERRE, 2002; PIVA et al., 2010).

A proliferacdo e a diferenciacdo eritréide ocorrem em compartimentos do
microambiente medular conhecidos como “ilhas eritroblasticas”. Estas ilhas
consistem de um macrofago central com projegfes citoplasmaticas circundado por
eritroblastos em diferentes estagios de desenvolvimento. Estudos propdem que o
macrofago central possui papel essencial, tanto no estagio inicial de maturacao
eritréide, fornecendo ferro para a sintese de grupamentos heme, quanto no estagio
final de diferenciacdo, fagocitando o nucleo expelido pelos eritroblastos
ortocromaticos (CHASIS e MOHANDAS, 2008; AN e MOHANDAS, 2011).

A eritropoiese é impulsionada pelo equilibrio entre mecanismos de feedback
positivo e negativo que operam nestas ilhas. Estudos recentes sugerem que tais
mecanismos envolvem tanto interagdes entre as células, como com alguns fatores
solaveis liberados pelos eritroblastos e macréfagos e fatores circulantes, sendo a
eritropoetina um dos principais reguladores de proliferacdo (CHASIS e MOHANDAS,
2008).

A extrusdo do nucleo pelo eritroblasto ortocromético no final da diferenciacéo
eritréide da origem ao reticulécito, que se caracteriza por ser uma célula anucleada,
cerca de 20% maior que os eritrocitos maduros e que na microscopia eletronica se
apresenta como uma célula multilobular, que ainda conserva no citoplasma alguns
resquicios de organelas como reticulo endoplasmatico, ribossomos e mitocéndrias
(ZAGO, FALCAO e PASQUINI, 2004: AN e MOHANDAS, 2011). O reticuldcito ainda



possui a capacidade de producdo de hemoglobina, apesar da auséncia do nucleo,
devido a presenca de RNA mensageiro no citoplasma. Por apresentar mitocondrias
também tem certa capacidade de respiragdo aerobica (ZAGO, FALCAO e
PASQUINI, 2004).

O tempo médio de maturacéo dos reticuldcitos é de cerca de 4 dias, sendo
gue os trés primeiros dias ocorrem na medula 6ssea e nas ultimas 24 horas séo
liberados para a circulacdo sanguinea (PIERRE, 2002). No processo final de
maturacado, os reticulécitos perdem todas as organelas, tém o volume ligeiramente
reduzido e adquirem o formato bicbncavo e a coloragédo citoplasmatica propria dos
eritrécitos maduros. Neste ponto, cessa a sintese protéica e perdem também
qualquer capacidade de metabolismo aerébico, restringindo-se a metabolizacdo da
glicose pela via de Embden-Meyerhoff (geracdo de &cido latico) e pelo shunt das
pentoses (ZAGO, FALCAO e PASQUINI, 2004).

A producéo de células vermelhas é estritamente regulada, a fim de manter
um hematdcrito de 40 a 45%, concentracdo em que a oferta de oxigénio aos tecidos
e otima (RILEY, BEN-EZRA e TIDWELL, 2001). Aproximadamente 2 milhdes de
reticulocitos sao produzidos a cada segundo, porém a producdo pode ser
aumentada em cerca de 20 vezes em caso de anemia severa (AN e MOHANDAS,
2011).

A contagem de reticulocitos no sangue periférico fornece informacgdes sobre
a integridade funcional da medula 6ssea. Em pacientes com quadro de anemia que
apresentam reticulocitose, a eritropoiese na medula 6ssea mostra-se eficaz e
responde as terapias especificas. Entretanto, em pacientes com quadro de anemia
que apresentam um numero diminuido de reticulocitos na circulagdo, ou
reticulocitopenia, a eritropoiese € ineficaz e pode estar associada a outros fatores.
Além de avaliar a evolucéo desses pacientes, a contagem de reticuldcitos promove o
monitoramento da regeneracdo da atividade medular ap06s quimioterapia ou
transplante de medula 6ssea (LEE et al., 1999).

A maioria das técnicas laboratoriais para contagem de reticulocitos sao
baseadas na deteccdo de RNA (reticulina) na citoplasma dos reticuldcitos. Desde o
final dos anos 1940 até o inicio dos anos 1980, a enumeracdo de reticuldcitos foi

realizada através da analise microscopica de extensdes sanguineas coradas pela



coloragdo supravital. O desenvolvimento de corantes fluorescentes especificos para
RNA na década de 1980 possibilitou a utilizagdo de citbmetros de fluxo para
contagem de reticulécitos com elevada exatidao e precisdo. O desenvolvimento de
citometros de fluxo dedicados a enumeracéo de reticulécitos revelou-se como uma
alternativa a microscopia o6tica para laboratérios com alto volume de contagens de
reticuldcitos. A andlise por citometria de fluxo proporcionou informacdes clinicas
valiosas que ndo eram disponiveis pela microscopia de luz. Com a recente
incorporacao da citometria de fluxo nos analisadores hematologicos, a contagem de
reticulocitos assim como parametros derivados tornaram-se parte da rotina
laboratorial. Analise de reticulécitos com fluorocromo marcados com anticorpos
monoclonais contra receptores de superficie de reticuldcitos ja estdo disponiveis
para estudos de investigacdo dos reticulocitos e doencgas do erythron (RILEY et al.,
2001).

Este trabalho teve por objetivo revisar as técnicas laboratoriais de
enumeracao de reticuldcitos e a aplicagdo clinica da contagem de reticuldcitos e dos

parametros reticulocitarios derivados.

2. CONTAGEM MANUAL

A contagem manual de reticulécitos baseia-se na observacdo microscopica
dos restos de RNA ribossomal evidenciados por colora¢des supravitais. Esta técnica
de coloracdo foi descrita por Brecher em 1949 (BRECHER, 1949) e o termo
supravital € utilizado, pois a técnica consiste em corar as células vivas antes de
serem fixadas. O corante atravessa a membrana do eritrGcito e precipita-se sobre as
organelas, formando estruturas reticuladas que permitem a visualizacdo ao
microscopio optico (BAIN, 2004; ZAGO, FALCAO e PASQUINI, 2004). Geralmente
cerca de 1000 eritrécitos sdo examinados em uma é&rea bem corada e com
distribuicdo celular adequada para que a proporcdo de reticulocitos seja entdo

determinada.



De acordo com a quantidade de reticulo visualizada, os reticul6citos podem
ser classificados em diferentes estdgios de maturagéo, assim, células com grandes
quantidades de reticulo sdo consideradas mais jovens ou imaturas e, a medida que
o reticulo diminui, os reticuldcitos sdo considerados mais velhos ou maduros (LEE et
al., 1999). Em 1932, Heilmeyer e Westhaeuser definiram os estagios de maturacéo
dos reticuldcitos e a propor¢do relativa em que se encontram em individuos normais.
Nesta classificagdo, 0 estagio zero representa o eritroblasto ortocromatico, néo
sendo incluido na contagem de reticulécitos e os estagios |, 1l, 1l e IV representam
diferentes graus de maturacéo dos reticuldcitos, sendo o estagio | mais imaturo e o
estagio IV o mais maduro. Os estagio lll e IV constituem mais de 90% dos
reticuldcitos presentes na circulacdo sanguinea de individuos normais (PIERRE,
2002).

A definicdo de reticulocitos ja foi revisada inimeras vezes desde sua
primeira descricdo em 1865, por Wilhelm H. Erb. A classificacdo de Heilmeyer,
apesar de ter sido amplamente aceita, deixava duvidas em relacdo a quantos
granulos seriam necessarios para que a célula fosse considerada um reticulécito
(PIERRE, 2002). A fim de se obter uma padronizacédo na definicdo morfolégica dos
reticulocitos, o National Committee for Clinical Laboratory Standards (agora
chamado de Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI) e o International
Council for Standardization in Hematology (NCCLS-ICSH) adotou em 2004, no
documento H44-A2, a definicdo de reticulécitos como sendo células que apresentam
no minimo dois granulos corados de azul, visiveis sem ajuste fino do microscépio e
longe da margem celular (NCCLS, 2004; PIERRE, 2002; PIVA et al., 2010).

O RNA responsavel pela formacdo do reticulo na coloracdo supravital
provoca ligeiros tracos de basofilia quando se utiliza preparacdes de Romanowski
(BAIN, 2004). O metanol utilizado para a fixacdo atravessa a membrana celular
eritréide e solubiliza o conteddo de RNA ribossomal presente no citoplasma,
conferindo uma basofilia citoplasmatica difusa (SILVA, HASHIMOTO e ALVES,
2009). Essa basofilia associada a acidofilia da hemoglobina produz uma coloracéo
caracteristica conhecida por policromatofilia (BAIN, 2004). A presenca de
policromatofilia em extensées sanguineas preparadas com corantes de Romanowski

sugere uma elevada contagem de reticulécitos (PIERRE, 2002).



Contudo, o numero de células policromatoéfilas ndo deve substituir a
contagem de reticuldcitos. Dados de um estudo realizado por Crouch e Kaplow
(1985) indicam que somente os reticuldcitos nos estagios |, 1l e Il de Heilmeyer
possuem quantidade suficiente de RNA para produzir policromatofilia, quando
coradas com preparagcfes de Romanowski. Assim, a contagem de reticulocitos pode
ser subestimada se baseada no numero de células com policromatofilia.

Apesar de ser a metodologia padrdo para contagem de reticuldcitos desde o
final da década de 1940 (PIVA et al., 2010), a técnica manual é bastante imprecisa e
sofre interferéncia de varios fatores. A variabilidade inter-observadores na
identificacdo morfoldgica, o tamanho da amostra (numero total de células contadas),
variagbes na coloragdo e a qualidade da extensdo sanguinea constituem as
principais fontes de imprecisdo na contagem manual de reticulécitos (PIVA et al.,
2010; PIERRE, 2002; (RILEY, BEN-EZRA e TIDWELL, 2001; PIERRE, 2002; PIVA
et al., 2010).

E fundamental avaliar um numero suficiente de células vermelhas para
assegurar que a contagem seja adequada. Piva et al. (2010) citam em seu trabalho
0 numero de células a serem contadas para se alcancar uma imprecisao aceitavel
em diferentes porcentagens de reticuldcitos, de acordo com as especificacbes do
NCCLS-ICSH (Tabela 1).

Em rotinas laboratoriais é aceitdvel um coeficiente de variacdo de 10%,
sendo o tamanho minimo da amostra de eritrocitos a ser analisada de 1000 células
(PIVA et al., 2010). Para facilitar a contagem e melhorar a precisdo da analise
manual de reticulécitos, € recomendada a utilizacdo da ocular de Miller. Este
instrumento delimita a area de contagem em um quadrado grande, no qual esta
contido um quadrado pequeno que tem um nono do tamanho do quadrado maior
(Figura 1). Os reticuldcitos sdo contados, em cada campo, no quadrado grande,
enquanto que os eritrécitos sdo contados no quadrado pequeno, totalizando vinte
campos consecutivos (BAIN, 2004). Utilizando a ocular de Miller o namero de
eritrocitos contados pode-se reduzir a um nono da quantidade listada na tabela 1.
Quando este instrumento é utilizado a porcentagem de reticul6citos é calculada da

seguinte forma:



reticuldcitos em 20 quadrados grandes  x 100

eritrécitos em 20 quadrados pequenos x 9

Tabela 1. Numero de eritrocitos a serem contados para se obter uma imprecisdo aceitavel em varias
porcentagens de reticuldcitos (H44-A2 citado por Piva et al., 2010).

Numero de eritrécitos a serem Numero de eritrécitos a serem
Reticulécitos (%) contados para um coeficiente contados para um coeficiente
de variacdo de 5% de variacédo de 10%
1 39.600 9900
2 19.600 4900
5 7.600 1900
10 3.600 900
20 1.600 400
50 400 100

Em geral, a impreciséo é inversamente proporcional ao numero de eritrécitos
contados e a porcentagem de reticulécitos presentes na amostra.

O meétodo descrito no documento H44-A2 do NCCLS-ICSH para contagem
manual de reticuldcitos tem sido recomendado como o método de referéncia para
avaliar o desempenho analitico de metodologias automatizadas (PIERRE, 2002;
PIVA et al., 2010).

Figura 1. Aparéncia da ocular de Miller,
recomendada para a contagem de
reticuldcitos.

A contagem de reticulocitos € geralmente relatada na forma de porcentagem,
ou seja, reticulécitos pelo total de hemacias examinadas. A porcentagem média
normal da contagem de reticulécitos pela microscopia otica é de 1,0%-1,5%, com

3% sendo o limite superior do normal. A contagem relativa de reticulécitos €



enganosa quando a contagem de eritrécitos € anormal ou quando uma estimulacao
eritropoiética na medula 0ssea esteja acontecendo, como nas anemias severas.
Nestas circunstancias, corre¢cdes matematicas devem ser aplicadas a contagem
relativa. Como classificado por Koepke e Koepke (1986), essas correcdes incluem o
seguinte: correcdes baseadas no volume globular e correcdes de desvio maturativo.

A correcdo baseada no volume globular é aplicada a amostras de pacientes
anémicos para compensar a diminuicdo das heméacias maduras. O volume globular
corrige a contagem relativa de reticulécitos para um volume globular normal (45%),
utilizando a seguinte férmula: indice reticulocitario = contagem de reticulécitos (%) x
volume globular do paciente/45

Um método mais preciso para corrigir os efeitos da anemia é calcular o
namero absoluto de reticuldcitos: Contagem de reticulécitos absoluta = contagem de
reticulécitos (%) x contagem de hemécia (x10°/pl)/100.

A contagem absoluta de reticulécitos situa-se normalmente entre 50 e 150 mil
reticuldcitos / pl. A correcao do desvio maturativo é aplicada a contagens relativas de
reticulocitos de pacientes submetidos a intensa estimulacdo eritropoiética. Nestas
circunstancias, macroreticulocitos jovens e basofilicos (células de desvio maturativo)
da medula 6ssea sao liberados prematuramente para o sangue periférico, causando
um encurtamento do tempo de maturacdo de reticuldcitos na medula Ossea
(algumas vezes menor que 1 dia), mas um longo tempo de maturacdo dos
reticulocitos no sangue periférico. Uma vez que os macroreticulocitos possuem um
didmetro cerca de 25% maior que o de eritrécitos normais, uma correcao para o
tempo de maturacdo e o hematoécrito devem ser feitas quando eles compreendem
mais de 5% do total de reticuldcitos (KOEPKE e KOEPKE, 1986; RILEY et al., 2001).

A contagem corrigida ("indice de producéo de reticulécitos ) é calculado pela
seguinte formula: IPR = Contagem relativa de reticulocitos observada x (volume
globula do paciente/45)/tempo de maturagdo do reticulocito no sangue periférico.

Infelizmente, a suposicdo de uma relacao linear entre o hematocrito e o tempo
de maturacdo de reticulécitos € correta apenas em pacientes com um sistema
hematopoiético intacto. Se a producdo de eritropoietina € prejudicada, ou se a

medula déssea nado responder adequadamente a um aumento dos niveis de



eritropoietina, a contagem de reticuldcitos serd inadequadamente baixa e o indice de
producédo de reticuldcitos serd incorreto.

3. CONTAGEM AUTOMATIZADA

A contagem automatizada de reticuldcitos, utilizando corantes fluorescentes
RNA-especificos, tornou-se possivel na década de 1980 com o desenvolvimento do
citbmetro de fluxo. Posteriormente, o desenvolvimento de citbmetros de fluxo
dedicados a contagem de reticulécitos proporcionou uma alternativa a microscopia
para laboratérios com um grande volume de amostras (RILEY, BEN-EZRA e
TIDWELL, 2001). Em meados da década de 1990, com a integracdo da analise de
reticulocitos as contagens globais de células sanguineas em analisadores
hematoldgicos automatizados, contagens mais precisas puderam ser incorporadas
como parte da rotina de avaliacdo hematoldgica (PIVA et al., 2010).

Métodos totalmente automatizados possuem a vantagem de aumentar
substancialmente a precisédo e sensibilidade das contagens, uma vez que 0 numero
de células analisadas é muito maior se comparado ao método manual (cerca de 10
vezes mais), eliminar fontes de impreciséo inerentes & metodologia manual, além de
diminuir o tempo de execucdo. A maior sensibilidade e precisdo tornaram possivel
fornecer contagens confiaveis mesmo em amostras com uma porcentagem muito
pequena de reticulécitos, o que ndo era possivel pelo método manual
(BUTTARELLO et al., 2001; PIVA et al., 2010).

A primeira tecnologia disponivel para contagem de reticulécitos em
analisadores hematolégicos foi desenvolvida pela Beckman Coulter Inc. com os
equipamentos STKS®, MAXM® e MAXM A/L (RILEY, BEN-EZRA e TIDWELL,
2001). Essas primeiras geracdes de analisadores eram semi-automatizadas e
utilizavam como corante o azul de metileno novo. Atualmente inidmeros analisadores
hematoldgicos totalmente automatizados estdo disponiveis no mercado e, além da
contagem absoluta e percentual de reticulocitos, fornecem indices celulares e

parametros reticulocitarios como conteudo e concentracdo de hemoglobina, volume,



variacdo de tamanho e grau de maturagédo. A tabela 2 fornece detalhes sobre os
analisadores automatizados de ultima geracdo, totalmente automatizados, e 0s

parametros fornecidos.

Tabela 2. Estado da arte das capacidades analiticas de reticulécitos para a maioria dos analisadores
hematologicos. Principios de metodologia, técnicas e parametros fornecidos (adaptado de Piva et al., 2010).

Parametros

Fabricante Equipamento Método Corante reticulocitarios
fornecidos
Beckman Coulter Inc. UniCel DxH 800 Citometria de fluxo — Azul de metileno novo IRF, MRV, HLR,

analise digital
utilizando diferentes
angulos de deteccdo
de disperséo luminosa,
impedancia,
radiofrequéncia

RDWR-CV, RDWR-
SD, MSCV, LHD, RSF,
MAF

Coulter LH 700 series Azul de metileno novo

(780, 785, 750)

Dispersédo luminosa,
impedancia e
condutividade

IRF, MRV, RDWR-CV,
RDWR-SD, HLR,
MSCV, RSF, MAF
Coulter LH 500

Disperséo luminosa, Azul de metileno novo

impedéancia e

IRF, MRV, MSCV

condutividade
Abbott CELL DYN Sapphire Deteccéo de Cyanine (Sybr II) IRF
fluorescéncia
Horiba ABX Pentra DX 120 Tecnologia de Thiazole orange IRF, MRV, RETH%,
impedéancia e detec¢éo RETM%, RETL%,
de fluorescéncia IMM%, MF1%, CRC%
Siemens ADVIA 2120 Absorbancia e Oxazine 750 IRF, MCVr, CHr,
dispersao luminosa CHCMr, RDWr, HDW ,
CHDWr, H-RET%, M-
RET%, L-RET%
Sysmex XE 5000, XT 4000i Fluorescéncia e Polymethine IRF, Ret-He, RBC-He,
dispersao luminosa Micro-R, Macro-R,
LScRBC, HScRBC,
DELTA-He, RPI
XE 2100, XT 2000i Fluorescéncia e Polymethine IRF, Ret-He, RPI

dispersao luminosa

IRF: fracdo de reticuldcitos imaturos; MRV: volume reticulocitario médio; HLR: reticulcitos de alta dispersdo
luminosa; RDWR-CV,SD: amplitude de distribuicdo dos reticulécitos — coeficiente de variacdo,desvio padréo;
MSCYV: volume médio das células vermelhas esferizadas; LHD: baixa densidade de hemoglobina; MAF: fator de
anemia microcitica; RETH, RETM, RETL: reticulocitos de alta, média e baixa fluorescéncia; IMM: reticuldcitos
imaturos; MFI: indice de fluorescéncia média; CRC: contagem de reticuldcitos corrigida; H-RET, M-RET, L-RET:
reticuldcitos de alta, média e baixa absorbancia; Ret-He: equivalente de hemoglobina dos reticulécitos; RBC-He:
equivalente de hemoglobina das células vermelhas; MicroR: fracdo de células vermelhas microciticas; MacroR:
fracdo de células vermelhas macrociticas; LScRBC: fragdo de células vermelhas de baixa dispersdo; HScRBC:
fracdo de células vermelhas de alta dispersdao; DELTA-He: equivalente de hemoglobina delta; RPI: indice de
producéo de reticuldcitos.
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Um estudo comparando o desempenho de cinco analisadores hematoldgicos
automatizados, com opcao para contagem de reticulécitos, com a metodologia
manual de referéncia, estabelecida pelo NCCLS-ICSH no documento H44-A, obteve
resultados satisfatorios para todos os métodos testados. Os analisadores estudados
estdo listados na tabela 3. Todos o0s métodos apresentaram, em todas as
concentragbes de reticulocitos, uma imprecisdo menor do que a avaliacdo
microscoépica, apesar de ter sido observado um aumento na imprecisdo em amostras
com baixa concentracdo de reticuldcitos. Excelentes resultados de imprecisao foram
observados em todos os meétodos, tanto em concentracbes normais com em
elevadas de reticuldcitos. Quando os métodos automatizados foram comparados
entre si, melhores resultados foram obtidos do que quando comparados com a
metodologia manual de referéncia, apesar de ter sido observada uma tendéncia a
superestimar em amostras com baixas contagens, mas ainda mantendo uma
sensibilidade satisfatoria. O estudo também confirmou a diversidade dos valores de
referéncia para metodologias diferentes (BUTTARELLO et al., 2001).

Tabela 3. Analisadores hematoldgicos testados por Buttarello et al. (2001).

Equipamento Fabricante Corante Método
ADVIA 120 Bayer Diagnostics® Oxazine 750 Absorbéancia
CELL DYN 4000 Abbott CD4K530 Fluorescéncia
GEN-S Beckman Colter Azul de metileno novo Dispersao luminosa
SE 9500 RET Sysmex Auramina O Fluorescéncia
VEGA RETIC? Horiba Thiazole orange Fluorescéncia

Fatores que contribuem para a discordancia dos resultados obtidos por
diferentes analisadores incluem a diferenca na sensibilidade do corante utilizado, a
tecnologia empregada para identificar células positivas (fluorescéncia, absorbancia,

dispersdo luminosa) e o software que pode possuir maior ou menor capacidade de

! A Bayer Healthcare’s diagnostic division foi adquirida pela Siemens Medical Solutions em julho de
2006. A partir de janeiro de 2007 a fusdo da Bayer Diagnostics e Diagnostic Products Corporation
gDPC) deu origem a Siemens Healthcare Diagnostics.

Atualmente chamado de ABX Pentra 120.
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separar os reticulécitos dos eritrocitos e demais células. Todos estes fatores
contribuem para a necessidade de se estabelecer intervalos de referéncia método-
especificos (BUTTARELLO et al., 2001).

A dificuldade de se obter um material de calibragcdo que seja estavel ao
longo do tempo e que possa ser utilizado por todos os métodos também contribui
para a variagdo dos resultados fornecidos pelas diferentes metodologias disponiveis
comercialmente. A utilizacdo de sangue fresco como calibrador, material ideal para a
contagem de reticuldcitos, possui como limitagdes: a falta de estabilidade, pois os
reticulocitos continuam no processo de maturacado, alterando sua concentracdo ao
longo do tempo; a falta de um método de referéncia universalmente aceito para
medida da concentracdo de reticulécitos; e os procedimentos de calibragdo que sédo
estritamente dependentes do fabricante e ndo podem ser facilmente modificados
pelo usuario (BUTTARELLO et al., 2001).

Com base nestes dados, compreende-se que seja obrigatéria a utilizagdo da
mesma metodologia em certas situacdes clinicas em que a contagem de
reticulocitos € utilizada para monitorar pacientes com severa reticulopenia, como nos
casos de aplasia medular ou monitoramento de reposta eritropoiética precoce.
Nestas situacdes € crucial um baixo nivel de imprecisdo e uma metodologia bastante

sensivel.

3.1. Parametros de maturacao e indices celulares

Heilmeyer e Westhaeuser propuseram uma classificacdo dos estagios de
maturacéo de reticulocitos baseada no padrao de coloragdo supravital, que reflete a
quantidade de RNA celular e, portanto, o estagio maturativo. Porém, na pratica
laboratorial, esta classificacdo dificilmente é utilizada, devido ao elevado grau de
subjetividade na identificacdo e separacdo nos graus de maturagcao propostos e a
baixa precisao e reprodutibilidade dos resultados (PIERRE, 2002).

Com a automacéao na contagem de reticulécitos e a disponibilidade de novos

corantes e fluorocromos, a separacdo em graus de maturacdo se tornou muito mais
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precisa e reprodutivel. A avaliacdo do estdgio de maturacdo € baseada na
intensidade de fluorescéncia emitida ou absorcdo de luz pelo reticulocito, e/ou
dispersédo luminosa, que é proporcional ao conteudo de RNA. Apesar das diferentes
metodologias, existe uma concordancia na classificagdo do grau de maturacdo em
trés estagios: reticuldcitos de alta, média e baixa imaturidade (RILEY, BEN-EZRA e
TIDWELL, 2001; PIERRE, 2002; PIVA et al., 2010). A fracdo de reticulocitos
imaturos (IRF) é um termo descritivo recomendado no documento H44-A para
substituir o termo anteriormente utilizado, indice de maturacao de reticulécitos (RMI).
O IRF é definido como a soma das populacdes de alta e média fluorescéncia e tem
se tornado o termo internacionalmente aceito para indicar a fragdo minima de
reticulocitos imaturos (PIVA et al., 2010).

Alguns equipamentos fornecem medidas dos indices celulares
reticulocitarios, entre os principais estdo o volume reticulocitario médio (MCVr),
variacdo de tamanho (RDWr) e conteudo de hemoglobina (CHr ou Ret-He).
Dependendo do equipamento utilizado, o conteido de hemoglobina do reticuldcito
recebe denominacbes diferentes. O CHr (conteuddo médio de hemoglobina do
reticulocito) € fornecido pelos analisadores hematologicos ADVIA 120 e 2120
(Siemens), e foi aprovado em 1997 pelo FDA (Food and Drug Administration) para
uso clinico nos Estados Unidos. A partir de 2005, um parametro equivalente ao CHr
passou a estar disponivel, o Ret-He (equivalente de hemoglobina dos reticuldcitos)
qgue é fornecido pelos equipamentos XE-2100 e XE-5000 (Sysmex Corporation,
Japédo) (BRUGNARA, SCHILLER e MORAN, 2006).

Um estudo realizado por Brugnara, Schiller e Moran (2006) comparou 0s
resultados das determinacdes de conteudo de hemoglobina dos reticulécitos
fornecidos pelos equipamentos ADVIA 2120 e Sysmex XE 2100, em adultos e
criancas, obtendo um bom nivel de concordancia entre estes parametros fornecidos

pelos diferentes analisadores (r?=0,88).

3.2. Aplicag6es clinicas dos parametros e indicesf  ornecidos
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A contagem de reticulécitos jA é amplamente estabelecida e utilizada para
monitorar a eritropoiese. Constitui um fator importante no diagnostico, classificacao e
monitorizacdo do tratamento das anemias, na confirmacdo da regeneracdo da
medula 0ssea ap0s quimioterapia ou transplante, e na monitorizacdo da terapéutica
com eritropoetina humana recombinante. Atualmente os analisadores hematolégicos
fornecem inimeros parametros que podem auxiliar no diagndstico e monitoramento
de vérias patologias e condi¢es clinicas. Apesar disso, os parametros fornecidos
pelos equipamentos automatizados ainda sao pouco utilizados na pratica clinica.
Segundo dados provenientes de uma pesquisa realizada no Hospital Universitario de
Cleveland (Estados Unidos), a maioria dos médicos entrevistados relataram que
utilizam somente a contagem absoluta e relativa de reticuldcitos. Uma divulgagéo
prévia por parte dos laboratérios sobre o significado de cada um dos novos
parametros lancados ou a adequagcao na maneira de reportar os resultados poderia
minimizar as falhas ou auséncia de interpretacdo de véarios dados fornecidos pelo
hemograma (SANDHAUS e MEYER, 2002).

3.2.1. Monitoramento de resposta eritropoiética precoce

A contagem de reticuldcitos e a determinacdo de sua fracdo de imaturidade
tém se mostrado ser satisfatorias na avaliacdo da eritropoiese apos o transplante de
medula O0ssea (TMO). A recuperacdo do tecido hematopoiético apos ablacdo da
medula d&ssea € iniciada pelo compartimento eritréide. Estudos recentes
demonstram que uma elevag¢do na populacdo de reticulocitos imaturos é o primeiro
sinal da recuperacdo hematopoiética pés TMO, e pode ser atil como um preditor
adicional do enxerto medular (NORONHA, 2002).

Em um estudo de Torres et al. (2001) envolvendo 60 pacientes submetidos
ao TMO autbélogo ou alogénico, uma elevacdo na populacdo de reticulocitos
imaturos foi detectada mais precocemente do que os neutrofilos, demonstrando ser

uma ferramenta Gtil na pratica clinica. Resultados semelhantes foram obtidos por
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Goncalo et al. (2011) quando compararam o IRF e a fracdo de plaquetas imaturas

(IPR) com as contagens de neutrofilos e plaquetas.

3.2.2. Diagnostico precoce de deficiéncia de ferro

A anemia por deficiéncia de ferro € uma das doencas mais comuns do
mundo e na maioria dos casos € diagnostica pela presenca de anemia microcitica
hipocrémica e evidéncia bioquimica de deplecédo dos estoques de ferro mensurada
por marcadores bioquimicos classicos como ferro sérico, saturacdo de transferrina e
ferritina. Porém, em algumas condic¢des clinicas estes marcadores classicos podem
nao fornecer uma evidéncia precoce ou ndo se alterar rapido o suficiente para refletir
estados transitorios de deficiéncia de ferro (BRUGNARA, 2003).

Estudos recentes sugerem que a determinacdo do conteudo de hemoglobina
do reticulécito pode fornecer um indicativo precoce de deficiéncia de ferro, por
proporcionar uma medida da disponibilidade deste metal para as células vermelhas
recentemente produzidas pela medula 6ssea (MAST et al., 2002).

No processo de maturacdo do reticulocito, a concentracdo de hemoglobina
aumenta gradualmente, enquanto o volume celular diminui. Assim, o CHr, produto
da concentracdo de hemoglobina e volume celular, € um parametro mais estavel do
qgue a concentracao reticulocitaria de hemoglobina para avaliar a disponibilidade de
ferro (MAST et al., 2002).

Mast et al. (2002) analisaram os resultados séricos de CHr, ferritina,
saturacdo de transferrina e VCM de 78 pacientes submetidos a avaliagdo de medula
O0ssea. Dentre estes testes, excluindo-se pacientes com VCM acima de 100 fL e
portadores de disturbios de série vermelha, o CHr apresentou a maior sensibilidade
e especificidade global para predizer a auséncia de reservas de ferro medular.

A utilidade do CHr também é sugerida como um parametro de controle da
terapia com eritropoetina humana recombinante (r-HUEPO), utilizada principalmente
em pacientes com doenca renal avancada (FISHBANE et al., 1997; BRUGNARA,

2003). O aumento na eritropoiese, induzido pela administracdo de r-HUEPO, néo
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consegue ser sustentado pela disponibilidade normal de ferro e uma eritropoiese
prejudicada pela diminuicdo da incorporagdo de ferro a hemoglobina, chamada
deficiéncia funcional de ferro, pode se desenvolver, necessitando de alteracdo na
dose da eritropoetina ou administracdo de suplementos de ferro intravenoso
(BRUGNARA, 2003). O desenvolvimento desta deficiéncia de ferro € acompanhada
por alteracdes precoces e significativas no CHr, bem como na resposta a terapia
com ferro intravenoso (FISHBANE et al., 1997; BRUGNARA, 2003).

4. CONCLUSOES

A contagem de reticuldcitos foi realizada durante varias décadas por microscopia
de luz, com o uso de um corante supravital (azul de metileno novo), que se liga ao
RNA dos reticulocitos. No entanto, a exatiddo e a precisdo deste ensaio séo
bastante comprometidas devido ao seu carater subjetivo e pelo nimero limitado de
células (200-1.000) que sao contadas normalmente pelos laboratoristas em um
periodo de tempo razoavel. Em contrapartida, técnicas automatizadas de
enumeracao de reticulocitos sdo mais precisas, exatas e de baixo custo, uma vez
gue 30.000 ou mais células podem ser avaliadas com precisdo em um periodo curto
de tempo. A automacdo na contagem de reticulGcitos trouxe avangos inegaveis para
a avaliacdo da eritropoiese, na medida em que aumenta a reprodutibilidade e
precisao e diminui consideravelmente o tempo de analise para o exame solicitado. A
tendéncia recente de incorporar a analise de reticulécitos nos analisadores
hematoldgicos de rotina fara com que a contagem automatizada de reticulécitos seja
cada vez mais comum. No entanto, uma vez que os resultados de andlise de
reticulocitos automatizados sao influenciados pela metodologia analitica,
sensibilidade do corante em corar RNA e a capacidade de discriminacdo entre
reticulocitos e eritrécitos do software empregado, intervalos de referéncia método
especificos sdo necessarios. Uma padronizacdo entre as metodologias disponiveis
facilitaria a interpretagéo dos resultados e melhoraria a confiabilidade do exame,

principalmente em condi¢gbes clinicas especificas, como na aplasia medular e
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monitoramento de resposta eritropoiética precoce, onde uma pequena variagdo nos
resultados pode ser determinante para a conduta clinica. Varios estudos
demonstram a aplicacédo clinica dos novos parametros reticulocitarios fornecidos
pelos analisadores hematolégicos, porém uma maior divulgacdo de sua utilidade
clinica se faz necesséaria bem como uma adequacdo na forma como os resultados
sao reportados, de modo a evitar erros de interpretacdo ou mesmo a néo utilizacéo
destes dados. Talvez em alguns anos a contagem manual de reticuldcitos ir4 se

tornar uma coisa do passado.
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