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Subpopulacdes dos reticulocitos e fracio de reticulocitos imaturos como
indicadores de aumento da eritropoese em doentes com anemia por

deficiéncia de ferro

Reticulocyte subpopulations and immature reticulocyte fractions as indicators of increased
erythropoiesis in patients with iron deficiency anaemia
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Introdugédo

O objetivo deste trabalho é o de estudar as subpopulagoes dos reticulocitos e a fra¢do
de reticuldcitos imaturos (IFR) enquanto indicadores de atividade eritropoética em
pacientes com anemia por deficiéncia de ferro e determinar o seu grau de correlagéo
com os marcadores tradicionais de deficiéncia de ferro. Estudamos um total de 96
individuos, com idades compreendidas entre os 20 e os 86 anos, divididos em dois
grupos: individuos controle (n=30) e individuos com anemia por deficiéncia de ferro
(n=66). A todos eles foi efetuado hemograma completo, incluindo contagem de reti-
culdcitos e os seus indices de maturagao, ferro, transferrina, ferritina e capacidade
total de fixagdo do ferro. Os individuos com anemia por deficiéncia de ferro mostra-
ram um aumento da propor¢do de IFR quando comparados com o grupo controle
(15.02 £ 9.70% vs 6.43 + 3.98%, p<0.01, respectivamente). Em relagdo as sub-
populagdes dos reticulécitos, no grupo de pacientes encontramos um aumento na
propor¢do de reticulocitos com valores médios de fluorescéncia (12.69 + 6.69% vs
5.88 +3.59%, p<0.01) e na propor¢do de reticulocitos com alta fluorescéncia (1.45
[0.38-3.10] vs 0.40 [0.00-0.90], p<0.05) e diminui¢do na propor¢do de reticuldcitos
com baixa fluorescéncia (84.83 £ 9.65% vs 93.57 + 3.98%, p<0.01). Foi encontrada
correlagdo, positiva ou negativa, entre os pardmetros de maturagdo dos reticuloci-
tos entre si, e destes com o RDW (red cell distribution width). Ndo foi encontrada
correlagdo com os outros indicadores laboratoriais de deficiéncia de ferro. Em con-
clusdo, a anemia por deficiéncia de ferro esta associada com aumento da propor¢do
de IFR, refletindo aumento da atividade eritropoética destes pacientes. Rev. bras.
hematol. hemoter. 2008;30(3):188-192.

Palavras-chave: Subpopulagdes de reticulocitos, fragdo de reticulocitos imaturos, ati-
vidade eritropoética; anemia; deficiéncia de ferro.

recurso a produtos lacteos enriquecidos em ferro tém vindo
a contribuir para uma melhoria deste problema. No entanto,

A deficiéncia de ferro continua a ser atualmente a cau-
sa mais freqliente de anemia em todo o mundo. No entanto,
nos paises desenvolvidos e em vias de desenvolvimento, as
melhorias das condigdes socioeconomicas e dos cuidados
primarios de saude, a promogdo do aleitamento materno e o

novas questdes se tém levantado. Estudos bem controlados
demonstram que criancas com anemias por deficiéncia de
ferro ligeiras e mesmo criangas com deficiéncias de ferro pré-
vios a instalagdo de anemia podem, de forma irreversivel, ver
afetado o seu desenvolvimento geral, nomeadamente o de-
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senvolvimento intelectual. Este fato

Tabela 1. Valores hematoldgicos e bioquimicos encontrados no grupo de individuos controle e
no grupo de individuos com anemia pordeficiéncia de ferro

conduz a que, nos dias de hoje, seja
feito um esfor¢o no sentido da

deteccdo precoce de estadios de de-
ficiéncia de ferro, assim como da iden-
tificagdo de grupos populacionais de
risco em que, do ponto de vista de
saude publica, seja importante diri-
gir uma intervengdo.'?* Também tém
sido desenvolvidos esfor¢os no sen-
tido de serem disponibilizados novos
parametros laboratoriais que permi-
tam detectar ¢ avaliar estas situacdes
0 mais precocemente possivel.

A eritropoese ¢ tradicionalmen-
te monitorizada com a contagem do
numero de reticuldcitos. Os métodos
para a contagem de reticulécitos so-
freram uma grande revolugdo nos ul-
timos anos, principalmente quando
se tornou possivel a sua contagem
automatica por citometria de fluxo.*’
Este método permitiu ndo s6 a con-
tagem do nimero dos reticuldcitos
como disponibilizou novos indices
relacionados com o seu grau de
maturacdo, quantificando a fracdo de
reticulocitos com baixa, média e alta
intensidade de fluorescéncia. Sendo

Grupo controle (n=30)  Grupo de doentes (n=66) Valor de p
Idade (anos) 60.67+14.37 67.30+16.11 >0.05
Ferro(pg/dL) 93.55 [77.55-115.45] 21.65 [14.58-33.85] <0.001
CTFF (pg/dL) 189.35+36.97 2477247242 <0.001
Ferritina(ng/ml) 124.73 [39.44-266.41] 23.41 [8.50-31.08] <0.001
Tranferrina (mg/dl) 244.30+40.28 264.56+£110.9 >0.05
IFR (%) 6.43+3.98 15.02+9.70 <0.001
LFR(%) 93.57+3.98 84.83+9.65 <0.001
MFR(%) 5.88+3.59 12.69+6.69 <0.001
HFR(%) 0.40 [0.00-0.90] 1.45[0.38-3.10] <0,05
Reticulocitos (%) 1.12+0.25 1.36+0.66 >0.05
Reticuldcitos (x10°/L) 22.33+5.13 30.78+16.84 <0,05
Eritrécitos (x 1079L) 5.02+0.33 463+0.62 <0,05
Hemoglobina (g/dL) 15.31£1.00 10.60+1.63 <0.001
Hematdcrito (%) 44,7142 .41 34.41+4.94 <0.001
VCM (fL) 89.09+3.35 74.28+4.51 <0.001
HCM (pg) 30.48+1.06 22.87+1.98 <0.001
CHCM (g/dL) 34.23+0.75 30.76+1.45 <0.001
RDW (%) 13.37£1.00 19.00+3.89 <0.001
Plaquetas (x10P/uL) 227.97+61.87 281.47+113.64 <0,05
VPM (fL) 10.40 [9.88-10.93] 9.85 [9.00-11.00] >0.05
PDW (%) 12.85 [12.00-14.00] 7.00 [5.85-8.00] =0.05
Leucdcitos (x109L) 7.01£1.75 7.17+2.38 >0.05
Neutrofilos (x10%L) 55.63+8.77 66.47+11.61 <0.001
Linfécitos (x109L) 32.2347.37 20.9249.40 <0.001
Mondcitos (x10°/L) 8.94+2.06 10.20+3.40 >0.05
Eosindfilos (x109L) 2.93+2.37 2.09+1.85 >0.05
Basdfilos (x10%L) 0.30 [0.20-0.40] 0.30 [0.20-0.43] >0.05

o mais usado o IFR (fragao de reticu-
locitos imaturos), que se define como
a soma da fragdo dos reticuldcitos
com valor médio de fluorescéncia
mais a fracao dos reticuldcitos com valor alto de fluorescéncia.
Esta intensidade de fluorescéncia estd diretamente relacio-
nada com os niveis intracelulares de RNA e, conseqiien-
temente, com o grau de maturacdo dos reticuldcitos. Esta
graduacdo dos reticuldcitos tem vindo a revelar-se 1til na
monitorizagdo da atividade eritropoética da medula dssea.’

O objetivo deste trabalho é o de estudar as subpo-
pulagdes dos reticuldcitos e IFR enquanto indicadores de
atividade eritropoética em doentes com anemia por deficién-
cia de ferro e determinar o seu grau de correlagdo com os
marcadores tradicionais de deficiéncia de ferro.

distribuigao normal

Material e Método

Neste estudo foram incluidas todas as amostras que
deram entrada no servigo de Patologia Clinica da Unidade
Hospitalar de Braganga do Centro Hospitalar do Nordeste
E.P.E., durante um periodo de seis meses, que apresentas-
sem anemia microcitica (MCV<80 fL) e hipocrdmica
(MCH<28 pg), com indicadores bioquimicos de deficiéncia
de ferro (ferritina < 32 ng/mL, ferro<70 ug/mL, capacidade

Os resultados sdo apresentados como média + desvio padréo, caso a amostra tenha uma
distribuicdo normal ou, como mediana (intervalo interquartil) caso a amostra nao apresente uma

total de fixa¢do do ferro <300 ug/mL e transferrina<200 mg/L)
e que ndo estivessem a efetuar terapéutica com ferro. Foram
excluidos todos os individuos que apresentassem patologi-
as hematoldgicas e malignas, assim como individuos que
apresentassem patologias auto-imunes e processos infecci-
0sos agudos ou cronicos.

Este estudo foi aprovado pelo conselho de ética da
Unidade Hospitalar de Braganca do Centro Hospitalar do
Nordeste E.P.E.

Em todos os individuos, além de se registarem a idade
e o sexo, foi efetuado hemograma completo, incluindo conta-
gem de reticuldcitos e os seus indices de maturagdo, utilizan-
do-se o contador automatico da Sysmex® (Sysmex-XT 2000i,
Kobe, Japan). Adicionalmente foram efetuados os pardmetros
bioquimicos tradicionais de avaliagdo do status do ferro,
nomeadamente o doseamento do ferro sérico por método
colorimétrico (Iron, Olympus Diagnostica, Lismeehan,
Ireland), o doseamento de transferrina por método imuno-
turbidimétrico (Transferrin, Olympus Diagnostica,
Lismeehan, Ireland), o doseamento de ferritina por MEIA -
ensaio imunoenzimatico de microparticulas (Ferritina, Abbott
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Figura 1. Valores das subpopulagdes de reticulocitos e IFR encontrados no grupo de individuos

controle e nos individuos com anemia por défice de ferro. A- IFR, B- reticulécitos com valor baixo de

Resultados

Foram incluidos neste trabalho
66 individuos que preenchiam os critérios de anemia por de-
ficiéncia de ferro. Apresentavam uma média de idade de 65,2
anos (variando entre os 20 e os 86 anos) e uma porcentagem
de 51% de individuos do sexo feminino. N2o foi encontrada
diferenca estatisticamente significativa (p>0,05), na idade e
distribui¢cdo por sexos entre este grupo de individuos com
anemia por deficiéncia de ferro e o grupo controle (n=30).

O resumo dos achados laboratoriais dos individuos
envolvidos neste estudo estdo sumarizados na Tabela I. O
grupo de doentes com anemia por deficiéncia de ferro apre-
senta uma diminuicdo estatisticamente significativa no valor
de hemoglobina, volume globular médio (VGM), hemoglobina
globular média (HGM), concentracdo de hemoglobina
globular média (CHGM), ferro e ferritina e aumento no RDW
(red cell distribution width) e CTFF. Nao foi encontrada
diferenca estatisticamente significativa na contagem do nu-
mero de reticuldcitos, nem na contagem de leucécitos totais,
neutrofilos e linfocitos. Em relagdo aos indices dos reticu-

fluorescéncia (LFR), C- Reticulécitos com valor médio de fluorescéncia (MFR), D- Reticulécitos com
valor alto de fluorescéncia (HFR)

locitos, o grupo de individuos com anemia por deficiéncia de
ferro mostrou um aumento da IFR quando comparados com
o grupo controle (15.02 + 9.70% vs 6.43 £3.98%, p<0.01).
Em relagdo as subpopulagdes dos reticulocitos, no grupo
de doentes encontramos um aumento na propor¢ao de reticu-
l6citos com valor médio de fluorescéncia (12.69 + 6.69% vs
5.88+3.59%, p<0.01) e na proporg¢ao de reticulocitos com va-
lor alto de fluorescéncia (1.45 [0.38-3.10] vs 0.40 [0.00-0.90],
p<0.05) e uma diminui¢do na proporgao de reticuldcitos com
valor baixo de fluorescéncia (84.83 +9.65% vs 93.57 £ 3,98%,
p<0.01) (Figura 1). Foi encontrada correlac@o, positiva ou ne-
gativa, entre as subpopulagdes de reticuldcitos entre si e, des-
tes, com o RDW (Figura 2).

Discussao

A contagem de reticuldcitos é um teste hematologico
basico, que permite avaliar a capacidade eritropoética da
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Figura 2. Valores das correlagdes das subpopula¢des de reticulécitos e IFR com o RDW

eritropoética da medula ossea nestes
doentes.

encontrados no grupo de individuos com anemia por deficiéncia de ferro

medula 6ssea. Como tal, é importante no diagnostico, clas-
sificagdo e monitoriza¢do do tratamento das anemias, na
confirmagio da regeneracio da medula dssea apos quimio-
terapia ou transplante, e na monitorizagdo da terapéutica
com eritropoetina humana recombinante.

A contagem tradicional dos reticulécitos por coloragdo
supravital ao microscopio é considerada ainda o método de
referéncia. No entanto, este método € moroso em termos de
execucdo laboratorial e apresenta um coeficiente de variacao
elevado.”!® Portanto, quando as empresas comerciais dispo-
nibilizaram equipamento automatico, por citometria de fluxo,
para contagem dos reticuldcitos, os diferentes laboratdrios
comegaram a validar e a usar esta metodologia na sua rotina.
Adicionalmente a contagem do niimero de reticuldcitos, es-
tes equipamentos automaticos fornecem novos parametros
que sdo atualmente pouco utilizados na pratica clinica. Esses
parametros estdo relacionados com a quantidade de RNA
dos reticuldcitos, que esta diretamente relacionada com o
grau de maturidade desses reticuldcitos.*

Abstract

The aim of this work is to investigate reticulocyte subpopulations
and immature reticulocyte fractions as indicators of bone marrow
erythropoietic activity in patients with iron-deficiency anemia and
their correlations with traditional hematological and biochemical
markers of iron deficiency. A total of 96 individuals, aged 20 to 86
years old, were included in this study. These individuals were divided
into two groups: healthy controls (n=30) and iron-deficiency ane-
mia (n=66). Complete blood counts including reticulocytes and their
subpopulations, iron, ferritin and transferrin and total binding
capacity were determined in all individuals. Patients with iron-
deficiency anemia had an increased proportion of immature
reticulocyte fractions when compared with controls (15.02 +9.70%
vs. 6.43 + 3.98%, p<0.01, respectively). Comparing patients with
healthy controls, the investigation of the subpopulations revealed
higher medium-fluorescent reticulocyte (12.69 + 6.69% vs. 5.88 +
3.59%, respectively p<0.01) and high-fluorescent reticulocyte (1.45
[0.38-3.10] vs. 0.40 [0.00-0.90], p<0.05) regions and a smaller
low-fluorescent reticulocyte region (84.83 £ 9.65% vs. 93.57 +
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3.98%, p<0.01). Positive or negative correlations were found
between reticulocyte subpopulations and red cell distribution width.
No correlation was found with the other iron deficiency markers. In
conclusion, iron deficiency anemia is associated with an increased
proportion of immature reticulocyte fractions, reflecting an increase
in erythropoietic activity in these patientss. Rev. bras. hematol.
hemoter. 2008;30(3):188-192.

Key words: Reticulocyte subpopulations, iron deficiency;
erythropoietic activity, immature reticulocyte fraction.
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