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Diagnostico laboratorial da deficiéncia de ferro

Laboratory diagnosis of iron deficiency anemia

Helena Z. W. Grotto

A deficiéncia de ferro é a causa mais comum de anemia e, em geral, o diagnostico

laboratorial é feito sem grandes dificuldades, usando-se testes simples e rotineiramente
disponiveis pelos laboratorios em geral. A interpretagdo dos resultados, no entanto,
deve ser feita cuidadosamente, tendo em mente as limitagoes e interferentes de cada
reagdo. Nessa revisdo serdo apresentados os testes que auxiliam na investigagdo da
deprivagdo de ferro, com algumas nogées técnicas e comentdarios sobre a interpreta¢do
dos mesmos. Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2010,32(Supl.2):22-28.
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Introdugao

A deficiéncia de ferro é definida como a redugio do
ferro corporeo total, com exaustdo dos estoques e algum
grau de deficiéncia tissular.' Como a distribui¢ao do ferro tem
uma dindmica propria, esse mineral pode ocupar diferentes
compartimentos, que sdo interligados, mas que podem, dida-
ticamente, ser avaliados separadamante. Diversos testes labo-
ratoriais sdo propostos para se avaliarem esses diferentes
compartimentos de ferro na investigagdo dos disturbios do
seu metabolismo. Esses compartimentos sdo: estoque, trans-
porte e funcional, e sdo afetados sequencialmente a medida
que o déficit de ferro corporeo progride. Inicialmente ha uma
queda do ferro em estoque, seguida pela deficiéncia no trans-
porte e, finalmente, redugdo no compartimento eritroide ou
funcional. O Quadro 1 lista os testes que podem ser utilizados
na investigacao dos disturbios do ferro, de acordo com o
compartimento avaliado, suas vantagens ¢ limitagdes.

Compartimento funcional
Compreende as medidas relacionadas a producédo das

hemaécias de acordo com a disponibilidade de ferro para a
eritropoese.

a) Hemograma: dosagem de hemoglobina e valores dos
indices hematimétricos. Sao os indicadores que primeiro sina-
lizam para o clinico uma possivel alteragdo no estado do ferro.
A anemia com microcitose ¢ hipocromia (VCM<80fl ¢
HCM<27pg) ¢ caracteristica de disturbios na fase de hemo-
globinizagdo, o que pode ser decorrente da deficiéncia de
ferro, mas também de outras condi¢des como hemoglobino-
patias e anemia da inflamagdo.> Embora a dosagem de Hb
seja amplamente utilizada no diagnoéstico das anemias, trata-
se de uma medida de baixas sensibilidade e especificidade
quando usada isoladamente. A baixa sensibilidade ¢ decor-
rente do atraso da queda dos niveis de Hb em relagdo a
reducdo dos estoques de ferro.

Outros parametros constantes do hemograma seriam
o RDW (red cell distribution width), que ¢ uma medida da
anisocitose e esta elevado na anemia ferropriva (AF), ¢ os
parametros relacionados aos reticuldcitos, que fornecem
informagdes sobre o nivel de atividade eritropoética da me-
dula (sera discutido posteriormente). O RDW pode auxiliar
na diferenciagdo entre AF e B-talassemia heterozigotica,
ambas anemias microciticas. Na AF, em geral, as hemacias
microciticas variam no grau de redugdo do seu tamanho,
conferindo um valor de RDW mais elevado do que na
3-talassemia heterozigodtica, onde o grau de microcitose em
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Quadro 1. Principais testes laboratoriais para investigagéo das anemias por disturbios no metabolismo do ferro (adaptado de Cook, 2005)

Compartimento

Teste avaliado Vantagens Limitagbes
Valores de referéncia
sugeridos
Ferro medular Estoque Bem padronizado Invasivo, alto custo
Altamente especifico
Ferritina sérica Estoque Bem padronizado Sofre alteragdes nos processos infecciosos,
15-300 pg/l (homens) Custo acessivel inflamatérios ou neoplasicos
15-200 pg/l(mulheres)
Transferrina sérica Transporte Precisao N&o esta totalmente padronizado
Rapidez
TIBC Transporte Baixo custo Baixa especificidade
250-450 pgl/l Alterado na presenca de processos infecciosos e
inflamatorios
ST Transporte Baixo custo Baixa especificidade
30%-45%
Hemoglobina Funcional Baixo custo, Baixas sensibilidade e especificidade
universalmente disponivel
HCM Funcional baixo custo, Indicador tardio
universalmente disponivel Baixa especificidade
RDW Funcional Baixo custo, Disponibilidade limitada a determinados
11%-14% util no diagndstico diferencial equipamentos
ZPP Funcional Baixo custo Necessita equipamento especifico
< 70 pmol/mol heme Sofre interferéncia pela exposi¢gédo ao chumbo
Ferro sérico Funcional Baixo custo Baixa especificidade
13-31 ymol/l (homens)
12-29 pmol/(mulheres)
sTfR Funcional Nao altera nas inflamagoes (?) Alto custo
CHr, RetHe, VCMr Funcional Indicadores precoces da Estabilidade
deficiéncia do ferro Disponibilidade limitada a
determinados equipamentos
% de hemacias Funcional Baixo custo Indicador precoce da deficiéncia de ferro

hipocrémicas

Disponibilidade limitada a poucos equipamentos

geral é maior ¢ mais homogéneo.? Os valores de referéncia
vaode 11% a 14%.?

Sinais de deficiéncia na formagdo da Hb podem ser
observados nos eritrocitos circulantes através da analise
microscopica do esfregaco sanguineo, pratica que deve ser
encorajada nas suspeitas de anemia, principalmente para ex-
cluir outras causas ndo decorrentes da deficiéncia de ferro.*
A Figura 1 mostra dois esfregagos de sangue de pacientes
com AF (A) e com beta talassemia heterozigotica (B). Como
pode ser observado, a microcitose ¢ mais acentuada na hemo-
globinopatia, enquanto a hipocromia ¢ mais evidente na AF.

Outras alteragdes no hemograma que podem ser obser-
vadas nos pacientes com AF sdo uma contagem de leucocitos
que pode estar ligeiramente diminuida, com granulocitopenia,
que pode vir acompanhada de pequeno ntimero de neutr6filos
hipersegmentados. Nessa circunstancia, deve ser afastada a
possibilidade da associagdo com deficiéncia de folato. O

numero de plaquetas pode estar aumentado, podendo estar
reduzido nos casos de anemia grave.’

O numero de reticulocitos na AF em geral esta normal
ou reduzido. Além da contagem do numero de reticuldcitos
em valores absolutos, o conteudo de hemoglobina dos reticu-
locitos pode fornecer uma informagao adicional em relagdo
ao déficit de hemoglobinizagao das células e tem sido apon-
tado como indicador precoce da deficiéncia de ferro.® No
Quadro 2 estdo relacionadas as diferentes nomenclaturas
para o parametro, tipo de sistema automatizado que o fornece
e valores de referéncia sugeridos.’

b) Zincoprotoporfirina (ZPP) eritrocitaria: Durante o
processo da biossintese do heme, uma redugio na disponi-
bilidade do ferro resulta no excesso de protoporfirina livre
dentro da célula. O zinco substitui o ferro no anel de proto-
porfirina IX, formando o ZPP, que permanece no eritrocito ¢ ¢
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Figura 1. Microscopias de esfregagos de sangue corados com
May-Griinwald-Giemsa.
A: anemia ferropriva; B: beta talassemia heterozigética

passivel de medigao, sendo, portanto, um indicador funcio-
nal da utilizagdo do ferro durante o processo de maturagao.
O ZPP ¢é um teste simples, usa quantidade muito pequena
de sangue ¢ pode ser medido no sangue total usando-se
um hematofluordmetro. Esse teste ndo esta ainda totalmente
automatizado e consiste na colocagido de uma gota de san-
gue numa lamina de vidro que ¢ inserida no instrumento ¢ a
fluorescéncia da ZPP é medida. A utilizagdo de um equipa-
mento exclusivamente direcionado para uma reagao pode
representar uma limitagao e sdo poucos os laboratorios que
o possuem.® O valor normal no adulto ¢ < 80 pmol/mol Hb.
Nas mulheres é um pouco mais elevado. Doengas cronicas
que reduzem a concentragdo de ferro sérico, mas nao os
seus estoques, aumentam os niveis de protoporfirina.
Outras causas que cursam com aumento da ZPP: envene-
namento por chumbo e anemia hemolitica.’

¢) Determinagao do ferro sérico: O ferro é transportado
no plasma pela transferrina. Para determinar a concentragao
do ferro circulante, este deve ser dissociado da proteina
transportadora pela adi¢do de um acido que vai precipitar a
proteina. O ferro liberado sera entdo quantificado pela adi¢ao
de um cromoégeno, resultando numa reacao de cor.

A quantificagdo do ferro sérico esta sujeita a algumas
variaveis que devem ser consideradas na analise dos resul-
tados obtidos. Essas variaveis estdo relacionadas a alguns
procedimentos técnicos, como contaminagdo durante a co-
leta do sangue, armazenamento ou realizagdo do teste por
residuos metalicos, até variagdes fisiologicas. A concentra-
¢do do ferro circulante tem um ritmo circadiano, sendo mais
alta de manha, entre 7 ¢ 10 horas, ¢ atingindo os menores
valores perto das 21:00 horas. Essas alteracdes aparente-
mente ndo implicam um erro diagnostico e ndo diminuem a
confiabilidade do resultado.!® Por outro lado, a associagdo

Quadro 2. Indicadores de contetido de hemoglobina dos reticuldcitos fornecidos por diversos sistemas automatizados,
valores de normalidade sugeridos e principais aplicagbes clinicas’

Indicadores do contetido de Sistema Valores de Aplicagdes clinicas
hemoglobina dos reticuldcitos normalidade
VCMr (fl) Advia/ 103,2-126,3 *  Valores aumentados indicam:
(volume corpuscular médio dos RTCs) Siemens 92,4-120,2* - resposta ao tratamento de AF ou com EPO
100-1148§ - atividade medular intensificada
CHr (pg) Advia/ 25,9-30,6 *
(Hb corpuscular média dos RTCs) Siemens 27,1-33,9*  Valores diminuidos indicam:
- indicador precoce de deficiéncia de ferro,
CHCMr (g/dI) Advia/ 23,5-28,7* 4cido félico ou vitamina B 12
(Concentragao de Hb corpuscular Siemens 26,7-33,0**
média dos RTCs) Outras aplicagdes:
Ret-He (pg) Advia/ 29,9-37,7*** - monitoramento da deficiéncia de ferro em pacientes
(tamanho e contetido de Hb dos RTCs) Siemens 24,1-35,8**** renais crénicos em tratamento com EPO
- preditor precoce de deficiéncia de ferro
MRV (fl) Horiba-Medical 91-1118§ - preditor precoce da resposta ao tratamento com
(volume reticulocitario médio) hidroxiureia em pacientes com anemia falciforme
MRV (fl) Coulter 93,0-117,8§ - avaliagdo da administragdo de EPO em atletas
(volume reticulocitario médio) 98-1208§

d'Onofrio et al, 1995; ** Buttarello et al, 1995; *** Canals et al, 2005); ****Brugnara et al, 2005; § Banfi et al, 2006; §§Cappelletti et al, 2006
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com determinadas condigdes clinicas podem interferir nos
resultados, que devem ser analisados com cautela quando
da presenga de processos inflamatorios agudos ou cronicos,
processos neoplasicos e apos infarto agudo do miocardio,
situagdes em que os niveis de ferro sérico podem estar redu-
zidos. Altas concentragdes sao encontradas na doenga he-
patica, anemia hipoplasica, eritropoese ineficaz e sobrecarga
de ferro.’

O intervalo de referéncia normal depende principalmente
do método utilizado e, em geral, variaentre 75 ¢ 175 pg/dL (13
a31 umol/L) em homens adultos, e aproximadamente entre 65
e 165 pg/dL (12 a 29 pmol/L) nas mulheres." A determinagao
do ferro sérico isoladamente ¢ de valor limitado, devendo ser
analisado em combinagdo com 0s outros parametros como a
saturacdo da transferrina e ferritina sérica.

d) Receptor soluvel da transferrina (sTfR): Tem sido
apontado como um bom indicador do estado do ferro
funcional porque ndo sofre as influéncias sistémicas a que
estdo sujeitos o ferro sérico e a ferritina, por exemplo. A sintese
do sT1R ¢ regulada pelos niveis de ferro teciduais. Durante a
fase de deplegdo de estoques, os niveis de sTfR permanecem
inalterados. Entretanto, havendo diminui¢do do ferro funcio-
nal hé o estimulo para a sintese de TfR e os niveis de sTfR
elevam-se. A determinag@o do sTfR pode ser realizada por
testes imunoenzimaticos, como teste de ELISA, e por nefelo-
metria. Pacientes com anemia aplasica apresentam niveis
intensamente reduzidos de sTfR, compativeis com a baixa
massa de precursores eritroides na medula 6ssea. Individu-
os com insuficiéncia renal cronica podem apresentar niveis
diminuidos de sTfR ja que a atividade eritropoética, em geral,
esta reduzida devido a sintese inadequada de eritropoetina
pelos rins. Valores elevados de sTfR sdo encontrados na
deficiéncia de ferro e quando a atividade eritropoética esta
acelerada, como em diversos tipos de anemias hemoliticas
hereditarias e adquiridas. Sua principal indicagdo ¢ na dife-
renciagdo entre AF e anemia da inflamacdo (ou anemia de
doenga cronica) (Al), ja que esta elevado na AF e normal na
AL'>1314 Os valores de referéncia variam de acordo com o
método utilizado, ndo havendo até o momento uma padroni-
zac¢do dos mesmos.

A relagao sTfR/log da ferritina € proposta por alguns
autores como melhor parametro na diferenciagdo entre AF,
Al e acombinacao AF+AI, embora haja alguma sobreposi¢ao
de valores na ultima condi¢@o clinica.'>!%!7 Pacientes com
deplecao de estoque de ferro, acompanhada ou nio de pro-
cesso infeccioso/inflamatorio, apresentam valores maiores
dessa relagdo do que pacientes com anemia da inflamagao
com estoques de ferro repletos.!”

e) Indices reticulocitarios e porcentual de hemacias
hipocromicas: Alguns equipamentos hematologicos forne-
cem a porcentagem de eritrocitos hipocrémicos circulantes,
considerados indicadores diretos da deficiéncia funcional

de ferro. Valores reduzidos detectam a eritropoese deficiente
de ferro antes do aparecimento da microcitose. Do mesmo
modo, a redugao do contetido de Hb nos reticulécitos precede
aporcentagem de hemacias hipocromicas e acontece poucos
dias apos a instalagdo da deficiéncia de ferro. Nessa fase, a
eritropoese ja estara comprometida, mas os niveis de Hb ainda
estdo preservados.'®?° O uso desse parametro ainda esta
limitado a poucos sistemas automatizados

Compartimento de transporte

a) Transferrina sérica: A proteina pode ser quantificada
diretamente por ensaio imunologico, como imunonefelometria.
Trata-se de uma técnica rapida e precisa, mas pouco difundi-
da entre os laboratorios clinicos e com grande variabilidade
de resultados dependendo do ensaio utilizado.’

b) Capacidade total de ligacdo do ferro a transferrina
(TIBC): E uma medida indireta da transferrina circulante.

Em 100 mL de soro ha transferrina suficiente para se
ligara250 a450 pg de ferro. Como a concentragéo normal de
ferro no soro é de cerca de 100 pg/L, normalmente a transferrina
esta saturada em 1/3 de sua capacidade total. Adicionando-
se um excesso de ferro, os sitios ndo ocupados (UIBC =
transferrina ndo saturada ou capacidade latente de ocupa-
¢ao da transferrina) serdo preenchidos e medidos. A soma do
UIBC com o ferro sérico medido representa o TIBC. Na defi-
ciéncia de ferro ha um aumento na sintese de transferrina,
cuja capacidade de ligagdo estara elevada. Havendo diminui-
¢do da sintese de transferrina, como acontece na vigéncia de
um processo inflamatério, ou aumento do ferro circulante
como na hemocromatose, o TIBC estara reduzido. A gravidez
e 0 uso de anticonceptivos orais aumentam o TIBC.

Para a obtenc@o do valor de TIBC a partir da transferrina
sérica deve-se multiplicar o resultado da dosagem da trans-
ferrina por 25.

c) Arelagao ferro sérico/TIBC fornece o indice de satu-
racdo da transferrina (ST), que ¢ reportado em porcentagem.
Normalmente esta relagao é de 16% a 50%. Valores inferiores
a 16% sao indicativos de um déficit de suprimento de ferro
para o desenvolvimento das células vermelhas. A especifi-
cidade do teste ¢ limitada, porque tanto o ferro como o TIBC
tem seus valores reduzidos na inflamagao. Alguns autores
sugerem que a ST é mais util na identificacdo da sobrecarga
de ferro (ST> 55%) do que na sua deficiéncia.?

Compartimento de estoque

a) Pesquisa de ferro na medula 6ssea: obtida através da
analise de material proveniente de pungao da medula 6ssea
submetido a reacao de Perl ou azul da Prussia. Granulos de
hemossiderina reagem com ferrocianeto de potassio, resul-
tando numa coloragdo azulada. Os granulos corados podem
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estar localizados dentro ou fora dos macrofagos e estardo
ausentes na deficiéncia de ferro.2' E considerado o teste mais
preciso para o diagnostico da deficiéncia de ferro, mas, devido
ao seu carater invasivo e por ser desconfortavel ao paciente,
na pratica s6 € realizado em casos mais complexos e nao
diagnosticados pelos métodos usuais. O resultado ¢ dado
como negativo oude 1+a 5+, sendo 2+ considerado normal
e 5+ correspondendo a estoque de ferro marcadamente
elevado. Normalmente, um pequeno numero de granulos azuis
pode ser visualizado nos macrofagos. Na deficiéncia de ferro,
esses granulos sdo raros ou ausentes. Do mesmo modo, a
porcentagem de sideroblastos encontra-se diminuida na AF
(<20%).2

b) Ferritina sérica: embora grandes quantidades de
ferritina estejam estocadas nos tecidos do figado e baco,
somente pequenas quantidades estio presentes no soro. Essa
ferritina circulante ¢ essencialmente livre de ferro. A impor-
tancia da determinagdo da ferritina sérica ¢ que a sua quan-
tificacao representa uma medida precisa do ferro total do
compartimento de estoque: 1 pg/L de ferritina sérica corres-
ponde a 8 mg-10 mg de ferro em estoque em um individuo
adulto.”

A concentracao de ferritina circulante varia de 15 a
300 pg/L. Os valores de normalidade sdo superiores nos
homens (15 a 300 pg/L) em relagdo as mulheres em idade
fertil (152200 ng/L). Apos a menopausa, esses valores sao
similares para ambos 0s sexo0s."?

E um teste preciso e muito utilizado para avaliar os es-
toques de ferro. Entretanto, por se tratar de uma proteina de
fase aguda, a sintese de apoferritina estd aumentada em con-
di¢des inflamatorias, infecciosas e malignidade, principalmen-
te devido ao estimulo das IL-1 e IL-6. As concentragdes de
ferritina sérica sdo particularmente influenciadas pela pre-
sen¢a de doenga hepatica, como hepatite e cirrose.”* Em
pacientes com inflamacao, infecgdo ou outras doengas cro-
nicas valores inferiores a 15 pg/L sdo compativeis com au-
séncia de ferro no estoque e acima de 100 pg/L indicam a
presenca de estoque. Nesse grupo de individuos, valores de
ferritina entre 15 e 100 pg/L devem ser interpretados com
cautela porque podem ocultar uma deficiéncia de ferro asso-
ciada.’ Estudos demonstraram que valores acima de 30 ug/L
em pacientes anémicos ¢ com uma condigdo inflamatoria
associada, como artrite reumatoide ou insuficiéncia renal
cronica, ndo excluem a possibilidade de uma AF instalada.
Alguns autores sugerem que somente valores de ferritina
sérica superiores a 60 pg/L deveriam ser considerados
indicativos de estoque normal em pacientes com inflamagao
associada.” Na crianga (< 15 anos), valores inferiores a
12ng/1 sdo indicativos da deficiéncia de ferro.’

A deficiéncia de vitamina C pode reduzir as concentra-
¢oes de ferritina e ferro séricos. Esta, provavelmente, ¢ a
unica condi¢do em que a ferritina esta reduzida na auséncia
de deficiéncia de ferro.*
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Havendo sobrecarga de ferro, altas concentragdes de
ferritina sérica podem ser observadas, como na hemocro-
matose avangada, mas ndo nas fases iniciais, onde esses
valores encontram-se normais. Doengas hematologicas
malignas podem cursar com niveis elevados de ferritina e
estdo relacionadas com os estados de remissdo e recaida da
doenga.

Uma causa de elevados niveis de ferritina esta associ-
ada com uma sindrome hereditéria caracterizada por hiper-
ferritinemia e catarata. Descrita em 1995, 27 tem um padrao
de heranga autossdmica dominante e resulta de uma mutagao
no cromossoma 19q, onde ¢ codificado o gene para a
subunidade L da ferritina. O excesso de ferritina acumula no
cristalino, e a catarata torna-se sintomatica, em geral a partir
da segunda década de vida. O ferro sérico e o TIBC encontram-
se em niveis normais.

Os métodos para determinagao da ferritina sérica atu-
almente utilizados sdo imunoenzimaticos, utilizando anti-
corpos antiferritina humana, através de técnicas de ELISA
ou eletroquimioluminescéncia, disponibilizados em kits co-
merciais. A automatizagao dessas técnicas tem assegurado
resultados confidveis e rapidos a um custo bastante
razoavel.®

De maneira geral, as alteragdes compativeis com a defi-
ciéncia de ferro podem ser resumidas no Quadro 3.

Quadro 3. Diagnostico laboratorial de AF

VCM. HCM Reduzidos
RDW Elevado
CHr/RetHe Reduzidos
% de hemacias hipocrémicas Elevada
Contagem de reticulécitos Reduzida em relagéo a anemia
Ferro sérico Reduzido
TIBC Elevado
Saturacao da transferrina Reduzida
Ferritina sérica Reduzida
sTfR Elevado
sTfR/logFerritina Elevado
ZPP Elevado

VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular
média; RDW: indice de anisocitose; CHr, RetHe: contetdo de
hemoglobina nos reticuldcitos; TIBC: capacidade total de ligagéo
do ferro a transferrina; sTfR: receptor sollvel da transferrina;
ZPP: zincoprotoporfirina

No entanto, vale a pena lembrar que a instalagdo da
deficiéncia de ferro é progressiva e as alteragdes laboratoriais
tém uma dindmica, como pode ser observado na Figura 2.
Assim, na fase de depleg@o de estoque, a principal alteragao
observada ¢ a diminui¢do gradativa dos niveis de ferritina
sérica. Na fase de deficiéncia na eritropoese, os niveis de Hb
estdo ainda na faixa de normalidade, mas sao detectados si-
nais de falha na hemoglobinizacao das células, com queda do
conteudo de Hb dos reticuldcitos (ndo mostrado na figura) e
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Figura 2. Evolugéo das alteragbes laboratoriais no decorrer da
evolucdo da deprivacao de ferro.

VCM; volume corpuscular médio; Hb: hemoglobina; Fe: ferro sérico;
RDW: indice de anisocitose; ZPP: zincoprotoporfirina; sTfR: receptor
soluvel da transferrina; TIBC: capacidade total de ligagao do ferro
a transferrina

elevacdo dos niveis de sTfR e TIBC. E, por ultimo, as
alteragoes relacionadas com o quadro de anemia. A aniso-
citose ¢ a alteragdo morfoldgica dos eritrdcitos mais precoce-
mente evidenciada e tipicamente ¢ acompanhada de ovalo-
citose. Nessa fase inicial, o HCM pode estar normal, a Hb >
11g/dL e o VCM ligeiramente reduzido (< 80 fl). Com a
progressao da deficiéncia de ferro ha um declinio conco-
mitante da concentra¢do de Hb, do nimero de hemacias, do
HCMe VCM.”

Abstract

Iron deficiency is the most common cause of anemia and, in general,
the diagnosis is easily established by simple tests that are routinely
available in general laboratories. The interpretation of results,
however, must be carefully carried out keeping in mind the limitations
and interference in each reaction. This review presents the tests that
assist in the investigation of iron deficiency, with some technical
aspects and comments on their interpretation. Rev. Bras. Hematol.
Hemoter. 2010,;32(Supl.2):22-28.

Key words: Iron deficiency anemia, laboratory findings, hypochromic
anemia.
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