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VARIACAO DA DISTRIBUICAO DO DIAMETRO ERITROCITARIO E DO

VOLUME CORPUSCULAR MEDIO EM CAES ANEMICOS

RESUMO

A anisocitose € um achado hematolégico que rotineiramente é avaliado a partir do volume
corpuscular médio (VCM) e da avaliacio da morfologia eritrocitiria em esfregacos
sanguineos. No presente estudo foi testada a hipétese de que o coeficiente de variacdo da
distribuicdo do didmetro eritrocitario (RDW - Red Cell Distribution Width) € um parametro
hematoldgico mais sensivel na avaliagdo da anisocitose, considerando-se diferentes graus de
anemia e reticulocitose em caes. Foram analisados hemogramas de 102 cdes anémicos e 353
caes controle. O RDW apresentou diferenca para os grupos de animais com anemia moderada
e grave, que apresentaram valores maiores, com relacdo ao grupo controle e com anemia
discreta. O maior valor médio de RDW (14,45%) ocorreu no grupo com anemia grave. No
grupo controle o VCM teve valor maior que os animais anémicos, isto pode ter ocorrido
devido a uma populag¢do mista de eritrécitos naquele grupo de animais. Entretanto, ndo houve
diferenca do VCM entre os diferentes graus de anemia e reticulocitose. Por isso o RDW é um
indicador de anisocitose mais sensivel que o VCM e seu valor € diretamente proporcional ao
grau de anemia e reticulocitose, quando associados a sensibilidade para deteccdo de
anisocitose em cdes anémicos € maior. O uso de valores de referéncia estabelecidos pelo
proprio laboratdrio clinico € de extrema importancia.

PALAVRAS-CHAVE: anemia; reticulécitos; VCM; RDW;

INTRODUCAO

A anemia em cdes ndo é um diagndstico primdrio, portanto torna-se necessario sempre
investigar o tipo de anemia para se tentar determinar a causa do processo anémico (COUTO,
2010). Uma etapa importante na investigacdo da causa da anemia € a sua classificacdo, que
pode ser feita pela andlise morfoldgica dos esfregagos sanguineos e indices hematimétricos de
Wintrobe. Dentre tais indices hematimétricos, o volume corpuscular médio (VCM) permite

classificar a anemia como macrocitica, normocitica ou microcitica (HOROLD, 2010).
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A presenga de um grande nimero de macrdcitos e/ou micrdcitos circulantes no sangue
caracteriza a anisocitose eritrocitdria observada na microscopia. Nestes casos, uma alteracao
dos valores de VCM pode ser observada, uma vez que este indice € calculado a partir da
relacdo entre o volume globular (VG) e o nimero de eritrécitos. Dessa forma, o VCM ¢
considerado pouco sensivel para deteccao anisocitoses (WEISER, 1982). J4 a avaliacdo
morfoldgica dos eritrécitos em microscopia Optica, embora seja de baixo custo, necessita de
um avaliador experiente para que nao haja diferentes interpretacdes quanto ao tamanho dos
eritrocitos (SIMEL et al., 1988).

Os contadores hematoldgicos automatizados que utilizam a metodologia de impedancia
se popularizaram na medicina veterindria nos dltimos anos. Devido ao grande nimero de
eritrécitos analisados em cada amostra, estes equipamentos fornecem um valor de VCM mais
preciso e aditivamente calculam o valor de RDW, permitindo detectar com maior precisdo o
grau de anisocitose (BESSMAN et al., 1983). Uma das limitacdes do uso clinico do RDW na
medicina veterindria é a grande variagdo dos valores obtidos em diferentes equipamentos,
sendo necessdrio que cada laboratério possua seus proprios valores de referéncia (HODGES e
CHRISTOPHER, 2011). A avaliacao do diametro eritrocitario também pode ser realizada por
citometria de fluxo (WEISS, 2002; COWGILL et al., 2003), entretanto esta tecnologia € de
alto custo, o que torna um empecilho para sua utilizacdo na rotina laboratorial.

A maior sensibilidade do RDW para revelar a anisocitose em relacao ao uso do VCM j4
foi comprovada em humanos (BESSMAN et al., 1983; MONZON et al., 1987; SIMEL, et al.,
1988) e vem sendo utilizado para avaliacio de caninos e equinos (BALARIN, 2001;
PERRET, et al., 2001; FLAIBAN e BALARIN, 2004). Neiger et al. (2002) afirmam que o
RDW tem acuricia de 67% para detectar a anisocitose de eritrocitos caninos e esse valor se

eleva para 72% quando interpretado juntamente com o VCM.
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A anisocitose ocorre principalmente em anemias do tipo regenerativas, comumente
observada quando a medula € responsiva e libera uma maior quantidade de eritrécitos jovens
de maior diametro na circulagdo (JAIN 1993). Independentemente do método analitico para
deteccao de anisocitose (VCM, RDW, microscopia), estes parametros se alteram conforme a
resposta medular, porém até o momento nao foi investigada a relacdo entre a anisocitose, 0
grau da anemia e a reticulocitose na espécie canina.

Tendo em vista a auséncia de estudos avaliando a relagdao entre o RDW, varidvel até
entdo considerada mais sensivel para deteccao de anisocitose, 0 VCM e a andlise morfoldgica
em microscopia Optica, o presente estudo teve por objetivo principal testar a hipotese de que
os valores do RDW e VCM variam de acordo com o grau de anemia e da reposta medular.
Além de verificar se a quantidade de reticuldcitos € capaz de alterar proporcionalmente esses

indices em caes e estabelecer valores de referéncia de RDW para espécie canina.

MATERIAL E METODOS

Selecdo dos animais

Trata-se de um estudo clinico ndo aleatorizado que utilizou 455 caes sem distingao de
sexo, raca e idade entre um més e 18 anos de idade, todos atendidos no Hospital Veterinario
da Universidade. Destes animais selecionados, o grupo de animais anémicos foi composto por
102 caes e o grupo de animais controle por 353. S6 foram incluidos no grupo controle caes
destinados a castracdo eletiva que ndo apresentassem qualquer alteracdo hematolégica e/ou
clinica. No grupo de animais anémicos, foram selecionados caes com VG menor que 37%,
que posteriormente foram classificados de acordo com o grau de anemia, independentemente

de outras alteracdes hematoldgicas e clinicas.

Andlise das amostras
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Para as andlises foram utilizadas amostras de sangue venoso acondicionadas em tubos
com anticoagulante 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) na proporcdo de 1,8mg de
EDTA/mL de sangue. As contagens totais de eritrécitos, dosagem de hemoglobina e o
coeficiente de variacdo da distribui¢ao do diametro eritrocitario (RDW) foram obtidos a partir
do contador automatizado de células ABC Vet (Horiba ABX, Paris, Franga). O VG foi obtido
pela técnica do microhematdcrito de Wintrobe e dado em percentagem (%) e o VCM
calculado conforme Schalm et al. (1975) e expresso em fentolitros (fL). A contagem de
reticulocitos foi realizada utilizando o corante supravital de Azul de Cresil Brilhante,

conforme recomendacdes de Schalm et al. (1975).

Classificacdo dos grupos de estudo

O grupo de animais controle foi composto por 353 caes. De acordo com os critérios de
Harold (2010), utilizou-se o valor do VG para classificar a anemia como discreta (30 — 37%),
moderada (20 — 29%), grave (13 — 19%) e muito grave (< 13%). Dos 102 caes anémicos
analisados, 34 apresentaram anemia discreta, 42 moderada, 20 grave e seis muito grave.

Conforme preconizado por Jain (1993), a intensidade da resposta medular dos caes
anémicos foi estimada a partir da contagem absoluta de reticuldcitos: resposta nula (até 60
mil/uL); discreta (60 até 150 mil/uL); moderada (150 até 300mil/uL) e intensa (>300mil/uL).
Nesta classificacdo 49 animais apresentaram resposta nula, 35 resposta discreta, 14 resposta

moderada e quatro resposta intensa.

Andlise estatistica
O valor de referéncia para RDW foi obtido a partir na andlise do grupo controle,
considerando o valor médio, desvio-padrdao e intervalo de confianca de 95%. Para as

comparacdes das varidveis entre os grupos, apds andlise de normalidade (teste de
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Kolmogorov-Smirnov) e homocedasticidade (teste de Bartlett), foi utilizado o teste nado
paramétrico de Kruskal-Wallis, considerando-se significativo o valor de P<0,05. Utilizou-se o
programa estatistico computacional InStat, versao 3.05. O grupo de cdes com intensa
reticulocitose nao foi comparado estatisticamente com os demais grupos, pois a quantidade de
animais foi muito pequena. O grupo com anemia muito grave foi agregado ao grupo com

anemia grave para andlise estatistica, também pelo mesmo motivo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Valores de referéncia de RDW em cdes normais.

O valor médio do RDW encontrado na avaliagdo hematolégica dos 353 caes controle foi
13,4%, com intervalo de confianca de 13,3 a 13,5%. Os valores de referéncia de RDW do
presente estudo foi inferior aos dos demais estudos (NEIGER et al., 2002; FLAIBAN e
BALARIN, 2004; FERREIRA et al., 2009; SOUZA et al., 2012). Tal diferenca pode ser
justificada devido a utilizacdo de diferentes contadores de células automatizados, uma vez que
ja se sabe da necessidade de cada laboratério obter seus valores de referéncias com seus
respectivos aparelhos na tentativa de evitar falhas na interpretacao dos resultados dos exames
(HODGES et al., 2011).

Embora o fabricante do contador de células automatizado utilizado no presente estudo
(ABC Vet, Horiba ABX) forneca valores de referéncia de fabrica para a espécie canina, os
valores obtidos a partir da andlise dos cdes saudaveis (13,3-13,5%) foram inferiores aos
fornecidos pelo fabricante do aparelho (14-17%). Essa diferenca ressalta ainda mais a

importancia de cada laboratdrio obter seus proprios valores de referéncia.

Os valores de RDW e VCM de acordo com o grau de anemia.



128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

Dos 102 caes anémicos analisados, 34 (33,3%) apresentaram anemia discreta, 42
(41,2%) moderada, 20 (19,6%) grave e seis (5,9%) muito grave.

A comparagdo multipla dos valores de VCM entre os grupos evidenciou que os caes
com anemia discreta e moderada apresentaram significativamente (p=<0,001) menores
valores de VCM que os animais do grupo controle, de forma que os animais com anemia
grave nao difeririam de nenhum outro grupo (Figura 1). Os valores da mediana e do desvio-
padrao dos grupos s@o descritos a seguir: controle (71,31 £ 3,63 fL), anemia discreta (68,86 +
3,67 fL), anemia moderada (69,18 + 4,63 fL.) e anemia grave (69,24 + 6,56 fL).

Ja a comparac¢do multipla dos valores de RDW entre os grupos resultou em diferenca
significativa (p=<0,01) entre os grupos controle e com anemia discreta dos grupos com
anemia grave e moderada (Figura 1). Os valores medianos e os desvios-padrao de RDW sao
descritos a seguir: grupo controle (13,40 £ 0,78%), anemia discreta (13,30 + 1,12%), anemia
moderada (14,05 £ 1,98%) e anemia grave (14,45 + 2,06 %).

O aumento significativo dos valores de RDW apenas nos caes com anemia moderada e
grave (Figura 1) sugere que as anemias discretas induzem pouca ou nenhuma resposta
medular, haja vista que a auséncia de reticulocitose nas anemias discretas ndo altera a
variacdo no tamanho das hemadcias e assim o valor de RDW. Nesta condi¢do de anemia
discreta, a hipoxia talvez seja insuficiente para promover aumento de eritropoietina e
consequentemente um aumento da producdo de reticuldcitos havendo apenas liberacdo de um
nimero maior de eritrocitos maduros (COWGILL et al., 2003).

H4 de se considerar também que algumas anemias discretas de origem nutricional
(deficiéncia de ferro), além de nao induzirem reticulocitose, podem gerar um padrdo
homogéneo de producdo de eritrécitos (macro ou microciticos) em quadros agudos que ndo
alteram o RDW (WATSON e CANFIELD, 1986). Portanto, nestes casos de anemia discreta a

anisocitose poderd estar presente na auséncia de alteracio do RDW e pode, em alguns casos,
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alterar significativamente o VCM sem que haja variagdo na amplitude das células.
Colaborando com esta hipétese, no presente estudo o VCM de cdes com anemia discreta foi
significativamente menor que a do grupo controle (Figura 1). J4 nos cdes com anemia grave
(VG < 13%) o VCM nao diferiu dos caes controle, enquanto o RDW aumentou
significativamente.

A utilizacdo do RDW se torna uma alternativa para avaliar a presenca de anisocitose.
Entretanto, valores elevados indicam um aumento na variagdo do didmetro eritrocitirio sem
distin¢ao de tal alterac@o se deve a presenga de macrécitos, micrécitos ou ambos (PERRET et
al., 2001). J4 a combinacdo do RDW com a andlise morfoldgica e o valor do VCM permite a

avaliacdo correta do tipo de alteracdo morfolégica com uma maior sensibilidade.

Os valores de RDW e VCM variam de acordo com o niimero de reticulocitos.

Dos 102 caes anémicos analisados, 49 (48%) apresentaram resposta nula, 35 (34%)
resposta discreta, 14 (14%) resposta moderada e quatro (4%) resposta intensa.

O RDW de caes portadores de anemia com resposta nula (reticul6citos <60mil/uL) foi
semelhante aos do grupo controle, enquanto os caes com respostas discreta e moderada
apresentaram significativamente (p=<0,01) valores mais elevados (Figura 2). Os valores
medianos e os desvios-padrao de RDW sdo descritos a seguir: grupo controle (13,40 +
0,78%), resposta nula (13,40 £+ 1,95%), resposta discreta (13,90 + 1,45%) e resposta
moderada (14,45 = 1,29%).

A alteracdo dos valores de RDW foi paralela ao aumento da taxa de reticuldcitos.
Entretanto, o maior nimero de reticuldcitos circulantes na maioria dos casos ndo promoveu
aumento significativo do VCM (Figura 2). Apenas um pequeno nimero de animais com

reticulocitose intensa (n=4) apresentaram valor de VCM maior do que os animais controle
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(Figura 2), porém nao foram incluidos na andlise estatistica devido ao pequeno nimero de
animais.

O fato de o VCM dos cdes controle ter sido maior do que os dos cdes nos diferentes
graus de anemia e de reticulocitose (Figuras 1 e 2) sugere que parte dos cdes anémicos
incluidos no estudo possuia uma populacdo de eritrécitos mista, que contribuiu para o
aumento do RDW e redugdo dos valores de VCM. Este achado talvez se deva a presencga de
quantidade significativa de células microciticas, ndo obstante a concomitante presenca de
reticuldcitos. A presenca de anisocitose mista ocorre comumente em resposta ao tratamento
eficaz de anemias microciticas de origem nutricional (HAROLD, 2010). Embora alguns
individuos tenham apresentado valores extremos de VCM compativeis com anemia macro e
microcitica (Figura 2).

Nas anemias discretas (Figura 1) e com resposta nula (Figura 2) houve alteracdo
significativa dos valores de VCM sem alteracao dos valores de RDW em relagdo ao grupo
controle. Estes achados em caes corroboram com estudos humanos que afirmam que a
acurdcia para detec¢do da anisocitose eritrocitiria aumenta quando o RDW ¢ utilizado

associado ao VCM (NEIGER et al., 2002).

CONCLUSAO

O grau de anemia e de reticulocitose alteram de forma distinta os valores de RDW e de
VCM de caes.

O RDW ¢ um indicador de anisocitose mais sensivel que o VCM e seu valor €
diretamente proporcional ao grau de anemia e reticulocitose.

A sensibilidade para detec¢do de anisocitose em caes anémicos € maior quando o VCM

¢é associado ao RDW.
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A interpretagdo clinica adequada do RDW depende do uso de valores de referéncia
estabelecidos pelo préprio laboratério clinico.
Os valores de referéncia para as amostras de cdes analisadas no aparelho ABC Vet

(Horiba ABX) é de 13,3 a 13,5%.
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Figura 1. Boxplot da distribui¢cdo do didmetro eritrocitario (RDW) e do volume corpuscular médio
(VCM) de caes controle e com anemia discreta, moderada e grave (Kruskal-Wallis,

p=<0,05 para RDW e p =<0,001 para VCM).

251 90 b
a
ab
80- b

20- bc T
= ab =
=) C a O 701
[vel >

154

- 601
10 . . . . . 50 T T T T T
Controle Nula Discreta Moderada Intensa Controle Nula Discreta Moderada Intensa

Figura 2. Boxplot da distribui¢do do didmetro eritrocitirio (RDW) e volume corpuscular médio
(VCM) de cées controle e anémicos de acordo com a taxa de reticuldcitos: até 60 mil/uL.
(nula), discreta (60 - 150 mil/uL), moderada (150 - 300mil/uL) e intensa (>300mil/uL)
(Kruskal-Wallis, p=<0,05 para RDW e p=<0,01 para VCM).
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