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RESUMO

Esferocitose hereditaria (HS) é a doenca hemolitica por defeito de membrana
eritrocitaria de maior incidéncia (1:2.000-3.000) em paises europeus e €
caracterizada pela reducado das espectrinas, banda 3, anquirinas ou proteinas 4.1 ou
4.2. Atualmente seu diagnodstico se fundamenta em: aumento da fragilidade
osmotica (FO) e da fragilidade osmotica incubada (FOi); reducdo do tempo de lise
em glicerol acidificado (AGLT); diminuicAo ou auséncia de a-espectrina, [-
espectrina, banda 3 ou de proteinas 4.1 e 4.2 em eletroforese de proteinas de
membrana em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE); pesquisa de proteinas de
membrana em citdmetro de fluxo, empregando-se eosina 5-maleimida (EMA) como
marcador e criohemélise aumentada. Este trabalho teve como objetivo comparar
exames empregados no diagnostico de esferocitose hereditaria e identificar qual(is)
deles sdo mais adequados ao diagnostico. Foram obtidas 18 amostras de sangue de
criancas atendidas no Ambulatério de Hematopediatria do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana. No estudo dos dados coletados foram identificados
dados como género, feminino (8) e masculino(10); histérico familiar de HS das maes
de 4 dos pacientes, presuntivamente diagnosticadas com esferocitose hereditaria,
FO e FOi aumentada em 7 e 8 pacientes (n=10) respectivamente, 7 casos de
anemia moderada (8 a 11 gHb/dl) e 2 de anemia moderadamente severa (6 a 8
gHb/dl) (n=9). Nos ensaios realizados observou-se: FO com resultados acima da
faixa de referéncia em 6 amostras (37,5%), FOi com resultados superiores a faixa de
referéncia em 11 amostras (68,8%), AGLT com tempos reduzidos em 16 casos
(94%). No SDS-PAGE observou-se 17 casos de diminuicdo da expressao de [-
espectrina; 13 de diminui¢cdo de a-espectrina; 12, de banda 3; 1, de proteina 4.1 e 2
casos de reducdo de proteina 4.2, nas 18 amostras. Observou-se presenca de
esferdcitos nas amostras analisadas pela quantificacdo das formas eritrocitarias ao
microscopio oOptico, variando de 3 a 20% (n=8). Comparando-se os resultados de
reducdo de a-espectrina com AGLT houve concordancia de 87,4%; com FO de
37,5% e com FOI de 62,5%. Quanto a reducao de (B-espectrina houve concordancia
de 87,5% com os resultados de AGLT ; de 37,5% com FO e de 68,8% com FOi.
Para a reducéo de banda 3, houve concordancia de 75% com AGLT; de 32,5% com
FO e de 56,2 com FOi. Comparando-se os resultados de FO com AGLT, houve
concordancia de 40% e com FOi de 66,6%. Na comparacdo entre FOi e AGLT,
obteve-se concordancia de 73,3%. Na comparagdo dos resultados de % de
esferocitos com FO, FOi e AGLT a maior concordancia foi com AGLT, 87,5%. A
partir dos resultados obtidos neste estudo pode-se sugerir que a associagcado de
AGLT e FOi pode representar a escolha mais confiavel, por detectar maior nimero
de casos com diagndstico presuntivo de HS além de apresentar um custo acessivel.
A inclusdo de SDS-PAGE, porém deve ser considerada, tendo em vista que detecta
a reducdo ou auséncia de proteinas e pode ser util em casos ndo detectados pelo
EMA, AGLT ou FOi..

Palavras-chaves: Esferocitose hereditaria. Diagndstico. Membrana eritrocitaria.
Hemolise



ABSTRACT

Hereditary spherocytosis (HS) is the hemolytic disease due to defects in the
erythrocyte membrane of higher incidence (1: 2000-3000) in European countries and
is characterized by lower spectrin, band 3, ankyrins or proteins 4.1 or 4.2. Currently
diagnosis is based on: increased osmotic fragility (FO) and incubated osmotic fragility
(FOi); reduction in lysis time in acidified glycerol (AGLT); decrease or absence of a-
spectrin, B-spectrin, band 3 protein or 4.1 and 4.2 on electrophoresis of membrane
proteins in polyacrylamide gel (SDS-PAGE); study of membrane proteins in a flow
cytometric, using Eosin 5-maleimide (EMA) as a marker and increased
criohemolysis. This study aimed to compare employees tests in the diagnosis of
hereditary spherocytosis and identify which one (s) of them are best suited to the
diagnosis. We obtained blood samples from 18 children treated at Hematopediatrics
ambulatory of Clinic Hospital of the Federal University of Parana . In the study of data
collected data such as gender were identified, female (8) and male (10); family
history of HS mothers 4 patients, presumptively diagnosed with hereditary
spherocytosis, FO and FOIi was increased on 7 and 8 patients (n = 10) respectively, 7
cases of moderate anemia (8 to 11 gHb / dl) and 2 anemia moderately severe (6 to 8
gHb / dL) (n = 9). In tests performed it was observed: FO with results above the
normal range in 6 samples (37,5%) FOi was superior results with the normal range in
11 samples (68,8%), AGLT with reduced time in 16 cases (94%) . In SDS-PAGE it
was observed in 17 cases decreased expression of [B-spectrin; 13 a-spectrin
decreased; 12 band 3; 4.1 1 protein; 2 protein and reduction case 4.2 in 18 samples.
Spherocytes was observated in all samples analyzed by quantification of erythrocyte
forms an optical microscope, ranging from 3 to 20% (n = 8). Comparing the results of
a-spectrin reduction with AGLT, there was agreement of 87,4%; with FO, 37.5% and
FOi was 62.5%. As for the reduction of B-espectrin, was obtained agreement of
87.5% concordance with the results of AGLT, 37,5% with FO; and, of 68,8%, with
FOIi. To reduce band 3, there was 75% agreement with AGLT; FO with 37.4%; and
56.2 with FOi. Comparing the results of FO with AGLT, there was agreement of 40%
and was 66,6% with FOi. Comparing FOi and AGLT was obtained agreement of
73,3%. In comparing the results of % of spherocytes with FO, FOi and AGLT, the
highest agreement was with AGLT 87.5%. From the data obtained suggest that
AGLT and FOi association may represent the most reliable choice for detecting more
cases with presumptive diagnosis of HS and presents an affordable cost. The
inclusion of SDS-PAGE, however, must be considered in order to detect the
reduction or absense protein and may be useful in cases not detected by the EMA,
FOi or AGLT.

Keywords: Hereditary spherocytosis. Diagnosis. Erythrocyte membrane. Hemolysis
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1 INTRODUCAO

Doencas hemoliticas por defeito de membrana eritrocitaria sdo herdadas e se
desenvolvem a partir de defeitos, horizontais ou verticais, nas proteinas da
membrana eritrocitaria (KING & ZANELLA, 2013). Essas condi¢des, muitas vezes,
ocasionam anemia, esplenomegalia e ictericia (DA COSTA et al., 2013) e
compreendem a esferocitose hereditaria (HS), eliptocitose hereditaria (HE),
estomatocitose (HSt) e piropoiquilocitose hereditaria (HPP).

A esferocitose hereditaria (HS) € a mais comum das anemias hemoliticas por
defeito de membrana, causada por mutacbes nos genes responsaveis pela
producdo de anquirina (ANK1), a e B espectrina (SPTA1 e SPTB), banda 3
(SLC4A1) e proteina 4.2 (EPB42), por desordens genéticas de heranca dominante,
recessiva ou por mutacdes de novo (EBER & LUX, 2004).

Na avaliagcdo laboratorial de HS detecta-se hemodlise e anemia, a qual nem
sempre estara presente. A coleta de informacfes sobre o histérico familiar e do
paciente, incluindo sua alimentacdo, além do uso de drogas e medicamentos é de
grande relevancia na investigacdo de HS (LEE, BITHELL & FOERSTER et al.,
2009). Também é importante o diagndéstico diferencial em relacdo a doencas
hemoliticas que apresentem maior incidéncia, como as talassemias, anemia
falciforme e anemias imunohemoliticas (LEWIS, BAIN & BATES, 2006).

Apbs os testes laboratoriais que excluem doencas hemoliticas de maior
incidéncia, persistindo a suspeita de HS, pode-se realizar exames como teste de
fragilidade osmética com sangue fresco e incubado a 37 °C por 24 horas e tempo de
lise em glicerol acidificado (AGLT), que detectam alteracbes na relagéo
superficie/volume do eritrécito; teste da eosina-5-maleimida (EMA), que quantifica
proteinas de membrana a partir de citometria de fluxo e apresenta alta sensibilidade
e especificidade (KING & ZANELLA, 2013); criohemolise, que se sugere ter relacdo
com a presenca do defeito molecular e ndo a relacao volume/superficie; eletroforese
de proteinas de membrana eritrocitaria com sulfato de dodecil sédico, que separa e
quantifica proteinas presentes na membrana eritrocitaria e deteccdo de defeitos

associados aos genes que codificam proteinas de membrana eritrocitaria.
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Apesar de serem amplamente empregados na rotina laboratorial, estes testes
apresentam variacdes de sensibilidade e especificidade significativas (BOLTON-
MAGGS,STEVENS & DODD et al., 2004; PERROTA, GALLAGHER & MOHANDAS,
2008; BIANCHI, FERMO, VERCELATTI et al., 2011), o que faz com que sejam
necessarios estudos mais aprofundados sobre sua utilizacdo no diagndstico de

doencas hemoliticas por defeito de membrana.

Além disto, a HS é extensamente variavel quanto a heranca genética e
manifestacbes clinicas e pode ser confundida com outras doencas hemoliticas, o
que torna relevante o emprego de estratégias adequadas para confirmacao do seu
diagnoéstico. Assim o estudo dos métodos laboratoriais mais utilizados pode vir a

esclarecer qual deles apresente a melhor capacidade de diagndstico de HS
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ERITROCITO

O eritrocito ndo possui nucleo, mitocondrias ou ribossomos. Apesar disto, €
uma das células mais especializadas do corpo humano. A hemoglobina, proteina
responsavel por transportar oxigénio, constitui aproximadamente 95% das proteinas
citoplasmaticas do eritrocito. Além disso, enzimas responsaveis pela producao
energética, pela manutencdo da hemoglobina e pela protecdo contra o estresse
oxidativo também constituem o eritrocito (LEE, BITHELL & FOERSTER et al., 2009).

De acordo com o modelo de mosaico fluido proposto por Singer & Nicolson
(1972), a membrana eritrocitaria € composta por uma bicamada lipidica na qual
estdo imersas proteinas chamadas integrais, de diferentes tamanhos, formas e
propriedades funcionais. Junto a face interna da bicamada encontram-se as
proteinas ditas periféricas, que formam o citoesqueleto, fundamental para a
manutencdo da estabilidade da membrana e da forma eritrocitéria (YU, FISCHMAN
& STECK, 1973). A bicamada lipidica é formada por colesterol ndo esterificado,
fosfolipideos (PL), fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), esfingomielina
(SM) e fosfatidilserina (PS), cujos grupamentos nédo-polares se dispdem de frente um
para o outro, formando interacfes hidrofdbicas. Enquanto isto, as "cabecas” polares
dos PL, que possuem grupos hidrofilicos, interagem com o ambiente aquoso tanto
na superficie citoplasmatica quanto na externa (MANNO, TAKAKUWA &
MOHANDAS, 2001).

O colesterol presente na membrana interage com os PL, levando a diminuicao
consideravel de fluidez da membrana em comparacéo a bicamada fosfolipidica pura.
Em estado de elevacdo anormal dos niveis de colesterol, ocorrem distor¢des no
formato da membrana eritrocitaria, com diminuicdo de sua deformabilidade natural e
consequente destruicdo do eritrocito pelo baco (MOHANDAS & GALLAGHER,
2008).

No interior da bicamada lipidica estdo presentes proteinas integrais, como a

banda 3 e as glicoforinas, que podem atravessar completa ou parcialmente a
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membrana eritrocitaria. Algumas destas proteinas se movimentam lateralmente,
enquanto outras apresentam imobilidade, devido ao fato de interagirem com outros
componentes da membrana, como proteinas do citoesqueleto (GALLAGHER, 2005;
MOHANDAS & GALLAGHER, 2008).

As glicoforinas apresentam em geral, trés dominios: um externo, um no
interior da bicamada lipidica e um interno ao citoplasma (MANKELOW,
SATCHWELL & BURTON, 2012). Coram-se pelo acido periodico de Schiff (PAS)
(LEE, BITHELL & FOERSTER et al., 2009) e séo classificadas em glicoforinas A, B,
C e D, sendo que A e B sao determinadas por genes extremamente homologos,
GYPA e GYPB, localizados no cromossomo 4qg28-g31, e formam homo ou
heterodimeros; enquanto C e D derivam de um unico gene, CYPC, localizado no
cromossomo 2 e néo possuem relacdo estrutural com A e B (GARRATY, TELEN &
PETZ, et. al. 2002). As glicoforinas conferem carga negativa ao eritrécito devido a
presenca de acido sialico e grupos amino terminais em sua composicdo, 0 que
diminui a interacdo entre as ceélulas e previne a aglutinagdo celular (AUFFRAY,
MARTAFIA & JONG et al., 2001).

O segmento N-terminal externo da glicoforina A possui receptores para o
virus influenzae, causador da gripe, e P. falciparum, causador da malaria. Quando
somados, glicoforina A (16 kDa) e B (10 kDa) apresentam 43 receptores de
ancoragem para antigenos do sistema MNSs (POOLE, BANKS & BRUCE, et. al.
1999). Em pessoas com fendétipo nulo MN, onde ha auséncia de glicoforina A e B,
nota-se total resisténcia a infeccdo por P. falciparum (STORRY, COGHLAN &
POOLE, et. al. 2000).

As glicoforinas C e D (35 kDa) definem o grupo sanguineo Gerbich e a
deficiéncia total de ambas resulta no fenétipo Leach, caracteristico de portadores de
eliptocitose hereditaria (GARRATY, TELEN & PETZ, 2002). Estudo sugere que a
Glicoforina C representa o terceiro sitio de ligagdo para o P. falciparum, devido a sua
ligagcdo com a proteina PfEBP-2, presente no parasita (LOBO, RODRIGUES & REID,
2003).

A banda 3 (102 kDa) € uma proteina de canal idnico ou troca ibnica, com a
principal funcdo de intercambiar a transferéncia de cloretos, carbonatos e agua,

além de interagir com o citoesqueleto através da ligacdo com a anquirina, possuindo
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seu gene SLC4Al localizado no cromossomo 17q921-g22 (LEE, BITHELL &
FOERSTER et al.,, 2009). Demonstrou-se que a banda 3 apresenta segmento
externo, onde estdo presentes antigenos do grupo sanguineo ABO,
intramembranoso e interno e que possui comprimento que permite atravessar a
membrana eritrocitaria de 12 a 13 vezes (LOW, 1986). A expressdo de formas
anormais da molécula de banda 3 ou a diminuicAo na sua expressao estao
diretamente ligadas a alteracdes morfologicas do eritrocito (ANONG, FRANCO &
CHU et al., 2009).

A banda 3 interage com anquirina, proteina 4.1, enzimas glicoliticas,
hemoglobina, proteina 4.2 (LOW, 1986), GLUT1 e glicoforinas (MANKELOW,
SATCHWELL & BURTON, 2012).

Além das proteinas integrais, as chamadas proteinas periféricas,
representadas pela actina, aducina, anquirina, espectrina, proteinas 4.1, 4.2, 4.9, 6 e
7 também estdo presentes no eritrGcito compondo o citoesqueleto, ligado
internamente a bicamada lipidica (HANDIN, LUX & STOSSEL, 1995).

A estrutura do citoesqueleto é formada por tetrdmeros de espectrina que
formam uma rede conectada pelas proteinas do complexo juncional. Este complexo
tem a funcdo de conectar o citoesqueleto as proteinas da bicamada lipidica
(MANKELOW, SATCHWELL, BURTON, 2012). A actina F (33 kDa) faz parte do
chamado complexo juncional, que compreende também a proteina 4.1, anquirina e
espectrina. A interacao entre actina e espectrina é fraca, mas se fortalece a partir da
ligagdo com a proteina 4.1, aumentando a estabilidade da ligacdo entre o
citoesqueleto e a bicamada lipidica. O tamanho dos filamentos de actina parece ser
regulado pela proteina tropomiosina e compreende de 14 a 16 monbémeros
(MOHANDAS & GALLAGHER, 2008).

A anquirina € composta por trés dominios: N-terminal (89 kDa), que se liga a
membrana eritrocitaria; central (62 kDa) que interage com a espectrina e C-terminal,
que tem a fungdo de regular os outros dominios. A anquirina promove a ligagdo da
espectrina além de outras proteinas transmembranares como banda 3, RhAG e
proteina 4.2 a membrana eritrocitaria, aumentando a afinidade entre essas ligacdes
(MANKELOW, SATCHWELL & BURTON, 2012) e auxiliando no transporte de
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pequenos substratos. Cada molécula de anquirina se liga a um tetramero de
espectrina (BENNETT & STENBUCK,1979).

A espectrina esta associada a integridade eritrocitaria, tendo em vista que em
eritrocitos que apresentam auséncia da mesma, ha rompimento celular.
Aproximadamente 35% do total de proteinas da membrana corresponde a um
complexo espectrina-actina. Neste complexo estao presentes cadeias poliptidicas de
a e B-espectrina, que sdo homologas entre si e uma cadeia correspondente a actina
eritrocitaria (BAINES, 2010).

A a-espectrina (240 kDa), codificada pelo gene SPTALl e SPTAN1 e a B-
espectrina (220 kDa), codificada pelos genes SPTB, SPTBN1, SPTBN2 e SPTBN4
(BAINES, 2010), formam heterodimeros que, por sua vez, formam tetrameros por
associacdo de suas “cabecas”. Estes tetrameros sdo incorporados em um reticulo
gue forma o citoesqueleto eritrocitario pela interacdo com a anquirina (FIGURA 1)
(DA COSTA, GALIMAND & FENNETEAU, et. al. 2013).

A proteina 4.1 (80 kDa), codificada pelo gene EPB41 (BAINES, 2010)
apresenta um papel importante na estrutura da membrana, na qual se liga a
espectrina e a proteina transmembranar glicoforina A e C. Além disto, a proteina 4.1,
guando na presenca de actina, interage com a espectrina, promovendo a interacao
espectrina-actina, fortalecendo esta interacdo (LEE, BITHELL & FOERSTER et al.,
2009). O estudo eletroforético da proteina 4.1 apresenta duas subunidades 4.1a e
4.1b. A subunidade 4.1a interage com espectrina e actina, enquanto a subunidade
4.1b interage com glicoforinas e actina (MURADOR & DEFFUNE, 2007) e esta
presente em regido de adesdo da espermatogbnia (TERADA, YAMAKAWA & BABA
et. al. 2004).
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FIGURA 1. ESTRUTURA DA MEMBRANA ERITROCITARIA
FONTE: Adaptado de DA COSTA et al., 2013.

A proteina 4.2 apresenta alta semelhanca com as transglutaminases, porém
nao possui os residuos da triade catalitica, necessarios para a atividade enzimética.
Possui glicina N-terminal, que possibilita a interacdo direta com a parte interna da
membrana. Liga-se ao dominio citoplasmatico N-terminal da banda 3, interage com
anquirina, espectrina, proteina 4.1 e com proteinas do complexo Rh, promovendo a
ancoragem das proteinas na membrana eritrocitaria (SATCHWELL, SHOEMARK &
SESSIONS et al., 2009) e auxiliando na flexibilidade e estabilidade do eritrocito
(KARACAY & SHANG, 1999). Na auséncia de proteina 4.2, ha reducdo na
associacdo entre banda 3 e anquirina (MANKELOW, SATCHWELL & BURTON,
2012).

Além das proteinas estruturais, cerca de 50 enzimas interagem com a
membrana eritrocitaria (MOHANDAS & GALLAGHER, 2008) e entre suas funcbes
estdo a producdo de energia derivada da glicose e o auxilio ao transporte de
moléculas Uteis ao eritrocito (LEE, BITHELL & FOERSTER et al., 2009).

Aldalase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (G-3PD) e fosfoglicerato

quinase sdo enzimas relacionadas a producdo e utilizacdo de ATP, convertendo
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frutose difosfato a 3-bisfosfoglicerato. O ATP gerado nesta reacédo é provavelmente,
utilizado pelas moléculas ligadas a membrana, entre elas a adenilciclase, que age
como catalizadora na conversdo de ATP em AMP ciclico (CAMP) e adenosina
trifosfatases (ATPases) (GRIMES, 1980).

Um exemplo de ATPase da membrana eritrocitaria € a bomba de sodio e
potdssio (Na*K*-ATPase), responsavel pelo controle de altas concentracbes de
potéssio e baixas concentracfes de sbédio no interior da célula, do volume globular,
bem como pela ativacdo de enzimas intracelulares dependentes de potassio (VIVES
CORRONS & BESSON, 2001).

Por ndo possuir mitocondrias, o eritrocito depende de outras vias ndo tao
eficientes para producédo de energia, sendo a via glicolitica anaerdbica, conhecida
como Embden-Meyerhof, a predominante, metabolizando aproximadamente 90% da
glicose (FIGURA 2) (LEE, BITHELL & FOERSTER et al., 2009).

O processo de glicélise anaerébica realizado pelo eritrdcito pode utilizar como
substrato a glicose e em menor quantidade, galactose, manose ou ainda frutose. A
galactose € primeiro fosforilada a galactose 1-fosfato e posteriormente, convertida a
glicose 1-fosfato (G1-P) pela enzima galactose 1-fosfato uridiltransferase (Gall-
PUT). A partir da enzima fosfoglucomutase a Gal 1-PUT é convertida em glicose 6-
fosfato (G6-P), passando, entdo, a integrar a via de Embden-Meyerhof, que difere
das vias das demais células pela producdo de 2,3-bisfosfoglicerato (2,3-BPG), que

apresenta um papel vital no transporte de oxigénio (GRIMES, 1980).
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FIGURA 2 — VIA GLICOLITICA DE EMBDEN-MEYERHOF
FONTE: CALVO (2014)

A glicose entra na célula a partir de transporte realizado por difuséo facilitada.

A via glicolitica anaerébica forma trés importantes intermediarios: NADH, co-enzima
associada a catalisacdo promovida pela lactato desidrogenase; ATP, intermediario
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de energia que esta relacionado com a conservagdo da forma celular e o transporte
de cations através da membrana e; 2,3-BPG, que tem como fungdo modular a curva
de dissociacao do oxigénio (GRIMES, 1980).

Os rendimentos do NADH séo fixos, sendo produzidas, para cada molécula
de glicose, duas novas moléculas de NADH. Porém, a producdo de ATP e de 2,3-
BPG é limitada pela variacdo na atividade da via metabdlica Luebering-Rapopport
(FIGURA 3), exclusiva dos eritrocitos, a qual pode produzir no maximo duas
moléculas de ATP para cada molécula de glicose catabolisada (LEE, BITHELL &
FOERSTER et al., 2009).

A via da hexoses monofosfato tem importante papel no metabolismo
eritrocitario, pois tem a funcdo de manter a glutationa em estado reduzido,
colaborando para a diminui¢cdo do estresse oxidativo eritrocitario que é responsével
pela diminuicdo da vida meédia dos eritrécitos. Nesta via, a glicose 6-fosfato
desidrogenase (G6-PD) reduz a coenzima nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADP) a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) que,
por sua vez, reduz a glutationa (BEUTLER, 2001).

O controle da morfologia eritrocitaria depende de energia, das proteinas de
membrana, da bicamada lipidica e de interacdes entre esses componentes, podendo
resultar, quando ausentes, em lise eritrocitaria (ELGSAETER & MIKKELSEN, 1991).
Pela acdo da espectrina, o citoesqueleto auxilia na deformabilidade da membrana
eritrocitaria estabilizando a bicamada lipidica (MOHANDAS, CHASIS & SHOHET,
1983). O discocito é a forma eritrocitaria que apresenta caracteristicas ideais de
deformabilidade, geometria e relagdo superficie/volume, apresentando capacidade
de absorcao de agua em até 70% de seu volume (LEWIS, BAIN & BATES, 2006).

Com a expansao da porcdo externa da bicamada lipidica da membrana
eritrocitaria, forma-se o equinécito pela projecdo de espiculas na superficie. Por
outro lado, quando esta expansdo ocorre na parte interna da bicamada, forma-se o
estomatocito. Estas formas sdo reversiveis a forma de discocito e intercambiaveis
entre si. Porém com o agravamento das alteragBes metabdlicas no eritrocito, ha
perda da reversibilidade com alongamento e afinamento das espiculas do equindcito
e entrada de agua. Com a perda de fragmentos da membrana e aumento de

viscosidade e rigidez ha formacao de esferocitos, forma irreversivel e susceptivel a
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hemolise (CHAILLEY, WEED, LEBLOND et al.; 1973). O equindcito é formado a
partir da reducdo da porc¢éo interna da bicamada lipidica, promovida pela diminui¢do
nos niveis de ATP, necessarios para a desfosforilacdo de fosfatidilinositol 4-fosfato e
fosfatidilinositol 4,5-fosfato, a fosforilacdo dos fosfolipideos promove a reconverséo a
discécito (FERRELL & HUESTIS 1982).

2.2 ANEMIA

A anemia é definida como uma quantidade insuficiente de hemoglobina para
proporcionar a oxigenagdo dos tecidos de maneira correta. Os critérios clinicos
iniciais a serem considerados para se determinar o tipo de anemia sdo: histérico
familiar e histérico alimentar, o qual deve ser o mais especifico possivel. Da mesma
forma os costumes domésticos e passatempos, bem como as atividades
profissionais, devem ser investigados na tentativa de rastrear possiveis contatos
com substancias que possam produzir anemia hemolitica (LEE, BITHELL &
FOERSTER et al., 2009).

Pacientes com anemia geralmente apresentam diminuicdo do ritmo de
trabalho, falta de ar, palpitacbes, ou ainda, outros sinais de débitos
cardiorrespiratérios. Estas manifestacbes dependem principalmente, da taxa de
reducdo da capacidade de oxigenacdo sanguinea e da capacidade dos sistemas
cardiovascular e respiratério de compensar a anemia e as caracteristicas clinicas
correspondentes (LEE, BITHELL & FOERSTER et al., 2009).

Causas de anemia podem envolver producao eritrocitaria reduzida, producao
de formas anormais, ou ainda excesso de destruicao de eritrécitos, o que caracteriza
as doencas hemoliticas (LEWIS, BAIN & BATES, 2006).

As anemias podem ser classificadas em arregenerativas e regenativas,
dependendo da capacidade e da necessidade da medula éssea em responder com
a producédo de eritrocitos. Em relacdo ao tamanho e cor dos eritrécitos, as anemias
podem ser classificadas em normociticas, microciticas ou macrociticas e

hipocrémicas ou normocrémicas, respectivamente (BAIN, 1995).
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2.3 DOENCAS HEMOLITICAS

As doencas hemoliticas se caracterizam pela diminuicdo do tempo de vida
dos eritrocitos no organismo em relacdo ao normal, ou seja, pela exacerbacdo do
processo hemolitico podendo ser acompanhadas de anemia, a depender da
intensidade do processo hemolitico e do grau de resposta da medula éssea, que
intensifica a eritropoiese a partir da necessidade de liberacdo de novos eritrécitos
(PERROTA, GALLAGHER & MOHANDAS 2008).

Nesta tentativa de compensacdo de hemdlise, a medula Ossea pode
aumentar sua producdo em até 7 a 8 vezes. Com producéo intensa, nem todas as
células liberadas para a corrente sanguinea passam pelo processo completo de
maturacdo, o que faz com que seja possivel detectar maior nimero de reticuldcitos
no sangue periférico, o que evidencia a atividade mais intensa da medula éssea. O
grau da anemia e o tempo de sobrevida dos eritrocitos determinam os sinais de
hemdlise, bem como sua intensidade (LEE, BITHELL & FOERSTER et al., 2009).

A suspeita de doenca hemolitica € confirmada pelos chamados sinais de
hemdlise, como aumento da concentragdo de reticulocitos, anisocitose,
policromatofilia, presenca de eritroblastos e alteracbes de forma dos eritrcitos
(PERROTA, GALLAGHER & MOHANDAS 2008).

As doencas hemoliticas podem ser herdadas ou adquiridas. Entre as anemias
hemoliticas herdadas encontram-se hemoglobinopatias, eritroenzimopatias e
defeitos da membrana eritrocitaria. Enquanto que entre as adquiridas, ha as
imunohemoliticas, por reacdo transfusional; por fragmentagcdo mecénica, entre
outras (BAIN, 1995).

2.3.1 Avaliagéo laboratorial

Inicialmente a avaliagdo laboratorial deve fornecer informacdes sobre a
presenca ou auséncia de anemia e de hemodlise. Para tanto é realizado o
hemograma, no qual se avalia a concentragcdo de hemoglobina e os sinais
caracteristicos de hemolise (BIANCHI, FERMO, VERCELATTI et al., 2012).
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Quando confirmada a presenca de hemolise, exames especificos devem ser
realizados para o diagnostico diferencial, considerando as suas provaveis causas.
Exames comumente utilizados sado: contagem de reticuldcitos; observacéo
microscopica da morfologia eritrocitaria, com o objetivo de buscar formas
eritrocitarias caracteristicas associadas as possiveis causas de hemodlise; auto-
aglutinacdo; dosagem de bilirrubina ndo conjugada e haptoglobina sérica (LEWIS,
BAIN & BATES, 2006).

A dosagem de bilirrubina ndo conjugada, pré-hepatica, deve ser realizada
com o objetivo de apontar a destruicdo exagerada de eritrécitos, que gera excesso
de protoporfirina, resultando em maior quantidade de bilirrubina ndo-conjugada, que
ao passar pelo figado, irda se conjugar ao acido glicurénico para ser excretada para o
trato digestivo (LEWIS, BAIN & BATES, 2006).

As cadeias a de hemoglobina se dissociam das cadeias B apés hemdlise e se
ligam as cadeias B da haptoglobina sérica, formando um complexo que pode ser
diferenciado da hemoglobina livre por andlise cromatogréafica. Altas concentracdes
de haptoglobina sérica ligada a cadeias a de hemoglobina podem ser detectados em
processos hemoliticos intensos (LEWIS, BAIN & BATES, 2006). A partir da
caracterizacdo da hemolise e de sua possivel causa, deve-se avaliar o histérico
familiar em relacdo a doencas hemoliticas e aos habitos do paciente, incluindo sua
alimentacao e uso de drogas (LEE, BITHELL & FOERSTER et al., 2009).

Nesta etapa, devem ser realizados testes que excluam anemia falciforme,
uma das doengas hemoliticas herdadas mais comuns. Esta doenca, de carater
homozigoto, causa hemodlise eritrocitaria devido a mutacdo no gene responsavel
pela producdo de hemoglobina A, fazendo com que esta passe de um genaétipo
tipico, que determina a formacéo de duas cadeias de hemoglobina a e duas B, para
um alterado com duas cadeias a e duas BS. Esta alteracdo de gendtipo ocorre a
partir da substituicdo do sexto aminoacido da cadeia B, de acido glutamico para
valina (LEE, BITHELL & FOERSTER et al.,, 2009). Sua identificacdo pode ser
realizada através de visualizacdo ao microscopio, de eritrocitos em forma de foice,
por teste de falcizacdo, teste de solubilidade de hemoglobinas, eletroforese de
hemoglobinas e ou teste com anticorpos monoclonais especificos para hemoglobina
S (LEWIS, BAIN & BATES, 2006).
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Outras doencas que devem ser investigadas sdo as talassemias, que se
apresentam pela deficiéncia na producdo de um ou mais tipos de cadeias da
hemoglobina. Consequentemente o paciente podera apresentar uma anemia
microcitica e hipocrdmica leve, moderada ou mesmo grave, acompanhada do
acumulo das cadeias produzidas em quantidade normal. O diagnostico no caso das
B talassemias, é realizado a partir da dosagem de hemoglobina Az, que pode ser
realizado por cromatografia liquida de alta resolucdo ou em microcoluna e no caso
das a-talassemias, pela dosagem de hemoglobinas F, H e Bart’s (LEE, BITHELL &

FOERSTER et al., 2009).

Além dos testes ja citados, é necessario realizar o teste direto da antiglobulina
(DAT) para descartar possiveis anemias imunohemoliticas, como a anemia
hemolitica do recém-nascido por incompatibilidade materno-fetal e reacfes
transfusionais (LEWIS, BAIN & BATES, 2006).

Ha& ainda o grupo das eritroenzimopatias, como as doencas hemoliticas
provocadas pela deficiéncia da enzima G6-PD, que afeta mais de 400 millhdes de
pessoas no mundo, de piruvatoquinase (PK) ou de outras enzimas. A G6-PD é
responsavel pela reducdo de NADP a NADPH. Na deficiéncia grave dessa enzima,
em situacdes de estresse oxidativo, ha acumulo de agentes oxidantes como
peréxido de hidrogénio e dissulfetos, que contribuem para exacerbar o processo,
levando a hemodlise. Esta hemdlise tende a ser compensada pela medula 6ssea,
gerando os sinais caracteristicos (BEUTLER, 2001). No caso da deficiéncia de
piruvato quinase, uma das enzimas reguladoras do ciclo de Embden-Meyerhof, ha
diminuicdo da regeneracdo do ATP, com consequente falha na formacao do lactato,
formacao de equinécitos e microesferdcitos e hemdélise de grau variado, que tende a
melhorar ap6s esplenectomia (BOLTON-MAGGS, STEVENS & DODD, 2004). Para
se descartar a deficiéncia destas enzimas devem ser realizados testes que avaliem
sua atividade enzimética (BEUTLER, 1985; LEWIS, BAIN & BATES, 2006).

A partir da exclusdo das doencas citadas, entre outras, inicia-se a
investigacdo especifica para doencas por defeito de membrana eritrocitaria. Varios
testes podem ser utilizados, entre eles: fragilidade osmatica (FO), tempo de lise em
glicerol acidificado (AGLT), criohemolise, SDS-PAGE e eosina 5-maleimida (EMA)
(KING & ZANELLA, 2013; LEWIS, BAIN & BATES, 2006).
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Eosina 5-maleimida (EMA) é um composto fluorescente que se liga a proteina
de banda 3. Na auséncia ou reducdo desta proteina a intensidade do sinal
fluorescente emitido em citdmetro de fluxo, € menor em relacdo a eritrocitos com
concentracdo normal de banda 3, evidenciando assim um defeito de membrana
eritrocitaria. Apesar de se ligar apenas a proteina de banda 3, a EMA emite,
também, sinal de menor intensidade em casos de deficiéncia de outras proteinas de
membrana (KING & ZANELLA, 2013). Este teste apresenta alta especificidade e
maior sensibilidade que o AGLT (MARIANI, BARCELLINI & VERCELLATTI, et. al.
2008). O ensaio de EMA nao sera realizado neste trabalho devido ao custo e a ndo
disponibilidade de citbmetro de fluxo adaptado para a investigacdo de células da

série vermelha.

O teste de criohemdlise é definido como a porcentagem de lise em meio
hipertébnico a 0°C. Este teste é considerado mais especifico para detectar a
esferocitose hereditaria por avaliar o grau de fragilidade apenas quando provocado
pelo defeito molecular nas proteinas de membrana e nao pela relacdo
superficie/volume do eritrécito, como em outros testes. Porém, este teste ndo sera
desenvolvido neste trabalho por ndo apresentar um mecanismo completamente

elucidado para a reacao de criohemolise (STREICHMAN, GESCHEIDT, 1998).

A FO, baseada na técnica de Parpart e colaboradores (1947), avalia a
quantidade de eritrécitos lisados em diferentes concentracdes de salina tamponada,
por meio de leitura espectrofotométrica da hemdlise. Além da FO com sangue
fresco, também pode ser realizada a analise com sangue incubado por 24 horas

37°C, de forma idéntica a FO imediata.

A resisténcia normal do eritrécito a hipotonia permite um aumento de volume
de até 70%, antes de ser lisado. Esferdcitos possuem este volume aumentado,
independente da causa da alteragcdo morfoldégica e estdo mais propensos a lise
devido ao fato de ndo absorverem agua com a mesma capacidade. Diminuigdo na
FO é caracteristica de anemias ferropénicas e talassemias, casos em que 0S
eritrocitos sdo mais resistentes a lise osmotica. Eritrécitos com defeitos de
membrana geralmente apresentam ao contrario, fragilidade osmaotica aumentada
(LEWIS, BAIN & BATES, 2006).
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No tempo de lise em glicerol acidificado (AGLT) (GOTTFRIED &
ROBERTSON, 1974) adaptado por Zanella, adiciona-se glicerol a uma solugao
salina hipotdnica tamponada, com a funcéo de diminuir o influxo de agua na célula,
cronometrando-se o tempo até a hemdlise dos eritrocitos. O tempo para ocorrer a
lise difere entre células normais e esferdcitos. A velocidade de hemolise é medida
cineticamente pelo decréscimo da turvacdo do meio, medido em colorimetro
fotoelétrico. O resultado é expresso como 0 tempo necessario para diminuicdo da
densidade 6ptica a metade da inicial. O tempo para lise de esferdcitos é de 25 a 150
seg, enquanto o de eritrocitos normais pode atingir até 1800 seg (LEWIS, BAIN &
BATES, 2006).

A eletroforese de proteinas de membrana eritrocitaria com sulfato de dodecil
sédico (SDS-PAGE) é uma técnica eletroforética em gel de poliacrilamida
relacionada com o0 peso e a carga molecular, que pode identificar alteracbes
qualitativas e quantitativas nas proteinas da membrana. Casos de esferocitose
hereditaria provocados pela deficiéncia de anquirina podem nédo ser detectados com
esta técnica, pois os reticulocitos liberados para a corrente sanguinea como forma
de compensacao de hemdlise pela medula 6ssea, apresentam grande concentracao
de anquirina. Nestes casos a SDS-PAGE ir4 apresentar uma banda de anquirina
com concentracdo normal porém, esta aparente normalidade pode ser provocada

pela alta concentragdo de anquirina presente nos reticulocitos (KING & ZANELLA,

2013).

O chamado pink teste é uma variacdo do AGLT na qual se emprega tampéao
com glicerol em concentracdo de 135 mmol/l. Este teste apresenta maior
reprodutibilidade por ndo possuir os resultados dependentes de variacdes criticas de
pH, porém, tem menos sensibilidade que o AGLT.

2.4 DOENCAS HEMOLITICAS POR DEFEITO DE MEMBRANA

Sao doencas herdadas, que se desenvolvem a partir de genes que

determinam defeitos quali ou quantitativos nas proteinas da membrana eritrocitaria
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(KING & ZANELLA, 2013) e resultam em esplenomegalia e ictericia (DA COSTA,
GALIMAND, FENNETEAU et al., 2013).

2.4.1 Esferocitose Hereditaria (HS)

A esferocitose hereditaria (HS) apresenta alta incidéncia em populacdes de
paises europeus (1:2000-3000) e em outros grupos étnicos (DA COSTA,
GALIMAND, FENNETEAU et al., 2013). E o grupo mais comum das anemias
hemoliticas por defeito de membrana, causada por mutacdes nos genes
responsaveis pela producdo de anquirina (ANK1), a e B espectrina (SPTAL e SPTB),
banda 3 (SLC4ALl) e proteina 4.2 (EPB42) (Quadro 1), por desordens genéticas de

heranca dominante, recessiva ou por mutacdes de novo (EBER & LUX, 2004).

. BANDA REDUZIDA NO _
PROTEINA GENE HERANCA PREVALENCIA
SDS-PAGE
Dominante Anquirina,
Anquirina ANK1 Recessiva Espectrina, 40-65%
De novo Proteina 4.2
Dominante
_ Banda 3
BANDA 3 SLC4Al Recessiva ] 20-35%
Proteina 4.2
De novo
a-ESPECTRINA | SPTAl Recessiva a-espectrina <5%
Dominante ]
B-ESPECTRINA SPTB B —espectrina 15-30%
De novo
<5% Europa e
PROTEINA 4.2 EPB42 Recessiva Proteina 4.2 USA
45-50% Japéo

QUADRO 1 — CARACTERISTICAS ASSOCIADAS A ALTERACOES DE PROTEINAS DE
MEMBRANA NA ESFEROCITOSE HEREDITARIA.
FONTE: Adaptado de PERROTA, GALLAGHER & MOHANDAS (2008)

A HS pode ser caraterizada quanto ao grau de severidade da doenca em
leve, moderada, moderadamente severa e severa, de acordo com o grau de anemia.

Na HS leve ha compensacdo da hemolise pelo bacgo, leve reticulocitose, geralmente
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0S pacientes ndo apresentam anemia e sdo assintomaticos. As manifestacdes
clinicas da HS, que podem apresentar diferentes intensidades de acordo com o grau
de severidade da desordem séo: anemia, esplenomegalia, ictericia por hemolise ou
por obstrucdo biliar, calculos biliares, reticulocitose, esferocitose, aumento na
proporcdo de células hiperdensas (PERROTTA, GALLAGHER & MOHANDAS,
2008). A HS moderada € a mais comum, com os niveis de hemoglobina entre 8 e 11
g/dL e a concentracdo de esferdcitos no sangue periférico,em geral, acima de 8%.
Na HS moderamente severa ha baixos niveis de hemoglobina, entre 6 e 8 g/dL. Na
maioria dos casos, em pacientes que necessitam de transfusdes, a reticulocitose
estqd acima de 15% e o aumento nas concentracdes de bilirrubina € facilmente
evidenciado. A maioria dos pacientes com HS severa apresentam heranca
autossdmica recessiva, hemoglobina abaixo de 6g/dL, necessitam de transfusdes
constantes e em alguns casos, € necessdria uma terapia de quelacdo de ferro
(EBER & LUX, 2004).

Aproximadamente 50% das criancas com HS desenvolvem severa ictericia
neonatal. No entanto, pouco mais da metade dos pacientes recém-nascidos com HS
apresentam valores de hemoglobina dentro da normalidade, indicando a auséncia
de hemdlise intrauterina. A auséncia de anemia em neonatos com HS propicia
baixos indices de deteccdo da doenca ao nascimento (EBER & LUX, 2004). Porém,
em pacientes com HS, os valores de hemoglobina podem declinar intensamente
durante as trés primeiras semanas de vida, podendo levar a necessidade de
transfusdo sanguinea (DELHOMMEAU, CYNOBER & SCHISCHMANOFF et al.
2000).

No estudo de pacientes com HS, ha relatos de estresse oxidativo eritrocitario,
demonstrando que processo hemolitico pode ser agravado pela lise provocada pelo
desequilibrio entre espécies reativas de oxigénio (ERO) e antioxidantes. Nestes
casos, identificou-se aumento de espécies reativas de oxigénio e de peroxidacdo
lipidica, além de baixos niveis de glutationa reduzida (GSH) (GHOTI, FIBACH &
DANA, et. al. 2010).
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2.4.2 Piropoiquilocitose Hereditéaria

Piropoiquilocitose Hereditaria (HPP) € uma forma grave de HS, geralmente
diagnosticada logo ap6s o nascimento e que requer transfusbes de sangue nos
primeiros meses de vida (GALLAGHER, 2004). Nesta desordem se detecta
mutacdes no gene SPTAL, que envolve a producdo de a-espectrina (PERROTA,
GALLAGHER & MOHANDAS, 2008). Na HPP os niveis de Hb sdo baixos, em geral
inferiores a 8 g/dl e os pacientes passam por transfusfes constantes além de serem
submetidos a terapia de quelacéo de ferro, instituida logo apds o diagnostico (EBER
& LUX, 2004)

2.4.3 Eliptocitose Hereditaria

A eliptocitose (HE) se caracteriza pela redugéo nas interacdes dos dimeros de
espectrina e nas interacdes espectrina-actina-proteina 4.1R ou ainda pela
diminuicdo de suas concentracdes, fazendo com que o eritrécito adquira forma
eliptica (GALLAGHER, 2004). A HE é comum em regifes endémicas para a malaria,
principalmente na Africa. Nos EUA a prevaléncia é de 1 para cada 2 a 4 mil pessoas
(WYANDT , BANCROFT & WENSHIP, 1941)

O paciente com HE apresenta um gendtipo heterogéneo, com heranca
autossémica dominante. Os genes mutados na HE, descritos até o momento sao:
SPTAL, SPTB ou EPB41, este ultimo associado a expressao da proteina 4.1. A HE
pode ser assintomatica, ou mesmo apresentar ictericia, hemdlise ou
esplenomegalia. Em alguns casos, relatou-se ictericia neonatal e hidropsia fetal
associados a eliptocitose (DA COSTA, GALIMAND, FENNETEAU et al., 2013).

2.4.4 Estomatocitose Hereditaria

A estomatocitose hereditaria (HSt) deriva de heranga autossémica dominante

e resulta em poros na membrana celular, que propiciam o aumento da concentragcéo
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de saodio intracelular e consequente desregulacdo nas concentracbes de cétions
(BRUCE, GUIZOUARN, BURTON et al.,, 2009). Uma das alteracbes ocorridas na
HSt estd associada ao aumento de sodio nos eritrocitos e consequente influxo de
agua, e outra conhecida como xerocitose, representa a diminuicdo na concentracao
intracelular de potéssio, resultando em desidratacdo (MOHANDAS & GALLAGHER,
2008) e esta associada a mutacdes no gene EPB42, que expressa a proteina 4.2
(PERROTA, GALLAGHER & MOHANDAS, 2008).

A xerocitose apresenta fendtipo que varia entre anemia leve e moderada,
diferente da HSt por influxo de sodio que apesar de mais rara, apresenta um
fenétipo mais severo (DA COSTA, GALIMAND, FENNETEAU et al., 2013 ).

As doencas hemoliticas por defeito da membrana eritrocitaria sao
extensamente variaveis quanto a heranca genética e as manifestacdes clinicas e
podem ser confundidas entre si e com outras doencas hemoliticas, o que torna
relevante 0 emprego de estratégias adequadas para confirmacdo do seu
diagnéstico. Assim, o estudo da validade dos métodos laboratoriais mais utilizados
como FO e AGLT, pode vir a esclarecer a respeito da necessidade de empregéa-los
ou ndo para aperfeicoar o diagnéstico diferencial entre esferocitose hereditaria, o
defeito mais frequente, outros defeitos da membrana eritrocitaria e outras doencas

hemoliticas.
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3 OBJETIVOS

3.10BJETIVO GERAL

Estudar comparativamente exames laboratoriais empregados para o

diagndéstico e acompanhamento de esferocitose hereditaria.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Coletar dados retrospectivos de pacientes com diagnostico presuntivo de HS;

b) Promover a investigacdo laboratorial de pacientes com diagndstico presuntivo
de HS com o auxilio da determinacédo de FO, AGLT, quantificacdo de formas
eritrocitarias anormais e SDS-PAGE;

c) Detectar o grau de sensibilidade de FO, FOi, AGLT, porcentagem de
esferocitos e SDS-PAGE;

d) Determinar a concentracdo de bilirrubina e metehemoglobina.

e) Correlacionar os resultados dos testes laboratoriais entre si.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Amostras

Amostras de 1 a 10 ml de sangue venoso anticoagulado em duas aliquotas,
em EDTAKs3 (1 mg/ml) e em heparina sodica (20 pl/ml) foram coletadas de 18
criancas de ambos os sexos, com idades entre 0 e 12 anos, com diagnostico
presuntivo de esferocitose hereditéria, atendidas no Ambulatério de Hemopediatria
do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana da UFPR (HC-UFPR),
Curitiba-PR;, e de: 6 criancas consideradas saudaveis, por apresentarem
hemograma normal, com idades entre 7 e 11 anos, participantes do Projeto de
Extensdo “Incidéncia de anemias e parasitoses em criancas em idade escolar nas
escolas municipais da regido de metropolitana de Curitiba realizado no Laboratorio
de Andlises Clinicas Escola da UFPR (LAC-UFPR) sob nimero de aprovacéao 83313
(PROEC),(grupo controle).

Os responsaveis legais pelos individuos sujeitos da pesquisa foram
conscientizados a respeito da importancia deste estudo e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), de acordo com a aprovacao do Comité
de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Setor de Saude da
Universidade Federal do Parana, sob n.: 25387814.4.0000.0102, concordando,

assim, em participar da pesquisa.

4.1.2 Reagentes

Para a realizagdo deste trabalho foram utilizados NaCl, KH2PO4, NazHPO4
(Vetec), K2HPO4 (Reagen), Na2HPO4.12H20 (Baker), fluoreto de metilfenilsulfonil,
saponina, albumina bovina, azul de Coomasie R-250 e N-N-N-N' tetra
etilenodiamino (Sigma), N-N’-metlleno-bis-acrilamida (Bio-Rad), glicerol (Ecibra),

corantes Giemsa e May-Grunwald (Bioprov), kit para dosagem de bilirrubina e kit
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padrao de bilirrubina (Labtest), persulfato de amonio (Synth), dodecil sulfato de
sédio (BIO AGENCY).

4.1.3 Equipamentos

Para a realizacdo das analises, foram utilizados os seguintes equipamentos:
centrifuga minispin  (Eppendorf);  centrifuga refrigerada 4K15 (Sigma);
espectrofotometro (Cintra 10); sistema de eletroforese vertical mini-protean tetra
system 2 géis, 0.75mm (Bio-Rad); balanca analitica (BelEngineering); microscopio
optico (Nikon Eclipse E200); fotometro de microplaca (Thermo Scientific Multiskan
FC); pHmetro (Mettler Toledo MP200); banho maria (Fanem 100).

4.2 METODOS

4.2.1 Coleta de dados retrospectivos

Dados retrospectivos do prontudrio de cada paciente, referentes as
informacdes obtidas nas consultas e exames laboratoriais iniciais realizados no HC-
UFPR na investigacdo de HS:idade, género, histérico familiar de anemia,
concentracdo de hemoglobina (Hb), volume globular (VG), uso de medicamentos,
resultados de fragilidade osmaética (FO) e de fragilidade osmoética péds-incubacao
(FOiI).

4.2.1.1 Fragilidade Osmética (FO)

Andlise realizada como descrita por Parpart e colaboradores (1947), com
adaptacdes. Utilizou-se como amostra, sangue venoso heparinizado e, como
reagentes, solugbes de cloreto de sédio em tampédo fosfato, NazHPO4 13,65 g e
NaH2P04.2H20 2,34 g, pH 7,2, equivalentes a concentracdes de 1, 2, 3, 3,5, 4, 5,

5,5, 6, 6,5 7,5 e 9 gde NaCl/l. As analises foram realizadas até 2 horas apés a
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coleta e as amostras, conservadas a 4°C. Em tubos de ensaio, adicionou-se 10 pl de
sangue a 1 ml de cada uma das respectivas solucbes ou de agua destilada. Em
seguida, as suspensdes foram homogeneizadas por inversdo, mantidas em
temperatura ambiente por 30 min, novamente homogeneizadas e centrifugadas a
1200 x g por 5 min. Para determinacéo da % de hemolise, transferiu-se 300 pl de
cada sobrenadante para pogos de microplaca e, em seguida, leu-se a densidade
Optica a 540 nm em fotdbmetro de microplaca, atribuindo-se o valor de 100% de

hemolise a leitura do sobrenandante do tubo com agua destilada.

Os resultados foram expressos na forma de curvas de fragilidade osmotica,
com as concentracfes de NaCl no eixo dos X e a porcentagem de hemolise no eixo
dos Y. Eritrdcitos de pacientes que apresentaram curvas desviadas para a direita em
relacdo a obtida com eritrécitos normais e que apresentaram hemodlise em
concentracbes de cloreto de soédio acima da faixa de referéncia, foram
caracterizados como tendo FO aumentada. Ao contrario, 0s que apresentaram
curvas desviadas para a esquerda e hemoélise em concentracfes de cloreto de sédio
abaixo da faixa de referéncia, o foram como tendo fragilidade osmoética diminuida.
Ha trés faixas de referéncias a serem consideradas: resisténcia globular minina
(RGMin), definida como a mais alta concentracdo de salina em que a hemolise foi
detectada,; resisténcia globular maxima (RGMax), a mais alta concentracdo em que a
hemodlise foi total, e; fragilidade globular mediana (FGM), a concentracdo que causou
50% de hemdlise. Os valores de referéncia para o teste sdo: 5 g/l para resisténcia
globular minina ou lise inicial; 3 g/l para resisténcia globular maxima ou lise
completa, e; 4 a 4,5 g/l para fragilidade globular mediana (LEWIS, BAIN & BATES,
2006).

4.2.1.2 Fragilidade Osmética Pés-Incubacéao (FOi)

Realizou-se também o teste de FOI apos incubacdo das amostras coletadas
em heparina sodica por 24 horas a 37°C. As concentragdes de cloreto de sodio
utilizadas foram de 1, 2, 3, 3,5, 4, 5, 5,5,6, 6,5, 7,5, 9 e 12 g de NaCl/l. Tanto as
analises quanto a expressao dos resultados foram realizadas seguindo a técnica de
FO (subitem 4.2.1.1).
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Os valores de referéncia para FOi sé@o: 7 g/l para resisténcia globular minima;
2 g/l para resisténcia globular méxima; e 4,65 a 5,9 g/l para resisténcia globular
mediana (LEWIS, BAIN & BATES, 2006).

4.2.1.3 Teste de Lise em Glicerol Acidificado (AGLT)

Empregou-se a técnica descrita por Gottfried & Robertson (1974), modificada
por Zanella. Colocou-se 5 ml de tampéao fosfato salina preparado com 9 partes de
NaCl 154 mmol/l e 1 parte de tampéao fosfato 100 mmol/L (Na2HPO4, 14,9 g/L e
KH2PO4 13,61 g/L), pH 6,85, em tubo de ensaio, acrescido de 20 ul de sangue
anticoagulado com EDTAKa. Transferiu-se 0,5 ml da suspenséo para cubeta de
espectrofotometro com capacidade para 3 ml, alojando-a no equipamento. Com
comprimento de onda ajustado para leitura em 625 nm, adicionou-se 1 ml de
glicerol, homogeneizando-se rapida e cuidadosamente com auxilio do
micropipetador. Com crondmetro, acompanhou-se o cursor do espectrofotometro e
encerrou-se a contagem do tempo quando a leitura correspondeu a metade da
inicial. O resultado foi expresso como tempo, em segundos, necessario para reduzir
em 50% a densidade Optica. Para eritr6citos normais este valor pode chegar a 1800
seg enquanto, para esferdcitos, se mantém entre 25 e 150 seg (LEWIS, BAIN &
BATES, 2006).

4.2.1.4 Contagem diferencial das formas eritrocitarias em microscopia Optica

Logo apds a coleta, colocou-se 20 pl de sangue anticoagulado com EDTAK3
proximo a extremidade de uma lamina de microscopia. Com o auxilio de lamina
extensora, distribuiu-se o sangue em movimento retilinio uniforme UGnico, para
obtencdo da extensdo sanguinea e a seguir, 0 material permaceu em temperatura
ambiente até completa secagem. Apds, 20 gotas de corante de May-Grunwald foram
dispensados sobre a extensao e, apos 2 min, diluiu-se com a adicéo de 20 gotas de
agua ultrapura. Ap6és mais 2 min desprezou-se a agua da lamina e adicionou-se 20
gotas de corante de Giemsa diluidas (3 gotas para cada 2 ml de agua tamponada

pH 7,0). Decorridos 10 min, desprezou-se o corante e lavou-se a lamina em agua
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corrente. ApOs secagem, o0 material foi analisado ao microscopio O6ptico,
determinando-se a % de esferdcitos e registrando-se a presenca de outras formas
eritrocitarias, segundo os critérios morfolégicos de BESSIS (1972), definidos no
QUADRO 2. As contagens foram realizadas por dois examinadores de forma
independente, sendo que cada um deles avaliou ao menos 5 campos em objetiva de
imersdo (1000x), nos quais os eritrécitos se apresentassem espalhados, sem
superposicoes ou deformacdes por contato direto entre si. Desta forma, cada
examinador contou entre 500 e 1000 células. Na comparacdo entre os resultados
obtidos por ambos, quando ndo houve consenso, estabeleceu-se os valores médios
entre resultados.

FORMA ERITROCITARIA BESSIS (1972)
1.1 Discocito
1. DISCOCITOS 1.2 Discoequindcito

1.3 Discoestomatocito

2.1 Equindécito |

2.2 Equidcito I

2. EQUINOCIT
QUINOCITOS 2.3 Equincito 111

2.4 Equinoesferdcito

3.1 Estomatocito |

3.2 Estomatocito Il

3. ESTOMATOCITOS
3.3 Estomatacito 1l

3.4 Estomatoesferdcito

4. ESFEROCITO 4.1 Esferécito

QUADRO 2 — CRITERIOS MORFOLOGICOS PARA DIFERENCIACAO DE ERITROCITOS.
FONTE: BESSIS (1972)

4.2.1.5 Eletroforese de Proteinas de Membrana Eritrocitaria

a) Isolamento das membranas eritrocitarias (ghosts)

O estroma eritrocitario utilizado na analise eletroforética foi obtido a partir do
método de DODGE, MITCHELL & HANAHAN (1963), modificado. O sangue,
anticoagulado com EDTAKS3, foi lavado trés vezes com NaCl 9 g/l por centrifugacéo a
5000 x g por 10 min, retirando-se o sobrenadante e a camada leucocitaria a cada

lavagem. Em seguida adicionou-se, a cada ml de sedimento de eritrécitos, 8 ml de
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tampao fosfato KH2PO4-Na2HPO4.12H20 5mmoles/I, pH 8,0, acrescido de fluoreto
de metilfenilsulfonil (PMSF) 0,2 mmoles/l. Centrifugou-se a 10000 x g por 20 min,
retirando-se o sobrenadante. Repetiu-se a centrifugacéo e lavagem por sete vezes,
ou até gue o estroma estivesse aparentemente livre de hemoglobina ou seja, com

coloragéo esbranquigada.

Realizou-se a quantificacdo de proteinas dos ghosts pelo método de
BRADFORD (1976), adaptado. Como padrao, criou-se uma curva de albumina
bovina (BSA), com concentracdes de 1, 0,5, 0,25 e 0,125 mg/ml. As amostras foram
diluidas 1:100 e, a partir da equacdo de reta, gerada pela absorbancia da curva

padrao, obteve-se a concentracdo de proteinas.

b) Eletroforese de proteinas de membrana eritrocitaria em gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato (SDS-PAGE)

A corrida eletroforética foi realizada conforme método de FAIRBANKS et. al.
(1971) modificado, com gel de poliacrilamida 5 a 15 %, preparado com 8 ml de agua
ultrapura; 4 ml de tampé&o Tris 1,5 M pH 8,8, 4 ml acrilamida: N-N’-metileno-bis-
acrilamida, 30:0,8 g/dl; 40 ul de persulfato de amoénio 10% (p/v) (APS); 20 ul de N, N,
N’, N’-tetraetilenodiamino (TEMED); 250 pl de dodecil sulfato de sédio (SDS) 10 g/dl.
Com o auxilio de bomba peristéltica, o gel foi inserido em gradiente de
concentracdo, da mais alta para a mais baixa, entre duas placas de vidro,
distanciadas por separadores em acrilico com 1 mm de espessura e inseridas na
cuba eletroforética. Em seguida, gotas de butanol foram inseridas sobre o gel para
evitar a formacdo de bolhas de ar e auxiliar no alinhamento do gel durante a
polimerizacdo. ApdGs a gelificacdo, o butanol foi removido. Sobre o gel em gradiente
de concentracéo foi inserido gel de alinhamento, preparado a partir de 3,7 ml de
agua ultrapura; 1,5 ml de tampéo Tris 0,5 M, pH 6,8; 250 pl de dodecil sulfato de
sédio 10 g/dl, 1 ml de acrilamida: N-N’-metileno-bis-acrilamida 30:0,8g, 40 ul de
APS, e; 20 pl de TEMED. Sobre a mistura ainda liquida, inseriu-se o pente formador

de pocos. Apds a polimerizacéo do gel de alinhamento, retirou-se o pente.
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Foram aplicadas nos pocos aliquotas de ghosts eritrocitarios contendo 8 pg
de proteinas. A corrida foi realizada com voltagem de 40 A por 12 horas. Ao término
da corrida, o gel foi corado com solucdo de azul de Comassie Blue R-250 a 0,25
g/dl, por 5 min e descorado com metanol 50% (v/v).

As bandas foram comparadas com padréo e controle obtido por ROCHA
(2010) , conforme FIGURA 3.

FIGURA 3 — CORRIDA ELETROFORETICA DE PROTEINAS DE MEMBRANA ERITROCITARIA
(SDS-PAGE) EM GRADIENTE LINEAR (5-15%), CORADO COM COMASSIE
BLUE, DE AMOSTRAS CONTROLE E PADRAO DE ERITROCITOS HUMANOS
NORMAIS.
FONTE: ROCHA (2010).
NOTA: a=a-espectrina; b=p-espectrina e anquirina; c=banda 3; d=proteina 4.1; e=proteina 4.2;
f=actina; g=gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; h= tropomiosina; i=peroxiredoxina 2;
j=cadeias de globinas.
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4.2.1.6 Dosagem de Bilirrubina

Técnica realizada com kit comercial Labtest para dosagem de bilirrubina,
contendo acido sulfanilico, nitrito de sédio e acelerador além de kit para dosagem da
concentracdo padrdo de bilirrubina. A formacdo do diazo reagente se deu pela
juncao de 10 pul de nitrito de sodio e 300 pl de &cido sulfanilico. Em tubo identificado
branco, inseriu-se 1 ml de 4gua deionizada, 0,1 ml do &cido sulfanilico e 0,05 ml de
amostra; em tubo identificado como bilirrubina direta, 1,0 ml de agua deionizada, 0,1
ml de diazo reagente e 0,05 ml de amostra, e em tubo marcado como bilirrubina

total, 1 ml de acelerador, 0,1 ml de diazo reagente e 0,05 ml de amostra.

ApOs homogeneizacdo, as amostras ficaram em repouso por 5 min. As
absorbéancias das bilirrubinas direta e total foram determinadas em
espectrofotometro, com comprimento de onda de 525 nm. O branco foi utilizado para
zerar 0 equipamento. Para a determinacdo da concentracdo do padrdo, seguiu-se a

mesma técnica. Inseriu-se os valores de absorbancia no céalculo:
Bilirrubina (mg/dl)= (Absorbancia do teste/ Absorbancia do Padréo) X 10.

A bilirrubina indireta foi obtida pela diferenca entre as bilirrubinas total e
direta. Os valores de referéncia para a concentragao de bilirrubina foram: Bilirrubina
tota, inferior a 1,2 g/l, bilirrubina indireta, inferior a 0,8 g/l, bilirrubina direta, inferior a
0,4 g/l (NATHAN, ORKIN & GINSBURG et al., 1998)

4.2.1.7 Meta-hemoglobina (metaHb)

Técnica realizada conforme metodologia de Naoun et. al.(2004) onde
preparou-se a amostra de sangue, coletada em EDTAKSs, lavando os eritrécitos por
trés vezes com NaCl 9 g/l por centrifugacdo a 1200 x g por 5 min, desprezando-se 0
sobrenadante. Apdés as lavagens, preparou-se uma suspensao de eritrocitos
(VG=10%) em tampao fosfato, NazHPO4- KH2P0O4100 mmoles/I, pH 6,85 em NaCl 9

gll.
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Em um tubo indentificado como A, inseriu-se 100 pl da suspensédo de
eritrocitos e 100 ul de saponina 1 g/dl. Apés agitacao, adicionou-se 1 ml de tampéao
fosfato Na2HPO4 - KH2PO4 60 mmoles/|l, pH 6,8, homogeneizando-se a solugéo por

inversao.

Em outro tubo identificado como B, adicionou-se 100 ul da solucdo contida
no tubo A e 1 ml do tampéo fosfato. Apés homogeneizacdo por inversao, foram
realizadas duas leituras de absorbancia, no tubo A a 630 nm e no tubo B a 540 nm,
utilizando-se o tampao fosfato como branco. Os valores de absorbancia obtidos

foram inseridos no calculo:
%metaHb=([A] Tubo A x 100)/ [A] Tubo A + ([A] Tubo B x 10)

A faixa de referéncia para metaHb em criancas é de 3,61 a 6,44
(RECHETZKI, HENNEBERG & SILVA et. al., 2012).
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5 RESULTADOS

5.1 DADOS RETROSPECTIVOS

Para o estudo do grupo de pacientes com diagnéstico presuntivo de
esferocitose hereditaria, os dados restrospectivos dos mesmos, obtidos de seus
respectivos prontuarios no HC-UFPR, estdo expressos no QUADRO 3. Nele, estao
apresentados: género, feminino (8) e masculino (10); histérico familiar de
esferocitose hereditaria (HF), pelo qual as mées de 4 dos 18 pacientes haviam sido
presuntivamente diagnosticadas com esferocitose hereditaria; FO e FOi aumentada
em 7 e 8 pacientes (n=10), respectivamente; volume globular reduzido em 7 casos
(n=9); ; concentracdo que Hb que evidenciava 7 casos de anemia moderada (8 a 11

g/dl) e 2 de anemia moderadamente severa (6 a 8 g/dl) (n=9).

- FO Foi VG HB
AMOSTRA GENERO _ _ (%) g/dl
n=10 n=10 a —

n=9 n=9

1 M N N 26,9 9,3
2 M nd nd nd Nd
3 F N A 26,6 9,1
4 F A A 24,1 8,2
5 M A A 23,8 7,2
6 F N A nd Nd
7 M nd nd nd Nd
8 F nd nd nd Nd
9 M nd nd nd Nd
10 F nd nd nd Nd
11 M nd nd nd Nd
12 M nd nd nd Nd
13 F A A 25,8 8,7
14 M nd nd nd Nd
15 F A N 27,6 9,1

16 F A A 33,5 12,4

17 M A A 34,9 11,8
18 M A A 19 6,2

QUADRO 3 — DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS RETROSPECTIVOS DE CRIANCAS COM
DIAGNOSTICO PRESUNTIVO DE ESFEROCITOSE HEREDITARIA, HOSPITAL DE
CLINICAS — UFPR, ABRIL A OUTUBRO/2014.
FONTE: Prontuéarios HC-UFPR
NOTA: HF=Histérico familiar de esferocitose hereditaria; FO=fragilidade osmdética imediata;
FOi=fragilidade = osmética pds-incubacdo; VG=volume globular; Hb=hemoglobina;
M=masculino; F=feminino; N=normal; A=aumentada; nd=nao disponivel.
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5.2 EXAMES UTILIZADOS NO DIAGNOSTICO DE HS

A TABELA 1 apresenta os valores de RGMin, FGM e RGMax no teste de FO
das 16 amostras analisadas. Os GRAFICOS 1, 2 e 3 apresentam as curvas de FO
das 16 amostras analisadas. Os resultados ficaram acima da faixa de referéncia nas
amostras 4, 5 (1b), 9, 10 (2a), (2b), 13 (2c) e 15 (3a).

A TABELA 2 apresenta os valores de RGMin, FGM e RGMéax no teste de FOI,
das 16 amostras. Os GRAFICOS 4, 5 e 6 apresentam as curvas de FOi das 16
amostras analisadas. Os resultados ficaram acima do valor de referéncia nas
amostras , 2 (1a), 3, 4 (1b), 5, 6 (1c¢), 7, 9 (2a), 10,11 (2b), , 13 (2c) e 16 (3a).

A TABELA 3 apresenta os valores obtidos na andlise de AGLT em 17
amostras de sangue, diminuidos em relacdo ao normal, em 16 casos, com valores

abaixo de 150 seg.

As analises comparativas e porcentagens de concordancia e discordancia
entre os resultados de FO, FOi e AGLT estdo expressos nas TABELAS 4 e 5, sendo

gue a maior concordancia encontrada foi entre AGLT e Foi, com 75%.

A TABELA 6 apresenta a porcentagem de esferdcitos nas amostras de
sangue periférico (n=8). Pode-se verificar a observacdo de esferdcitos em todas as
amostras analisadas, variando de 3 a 20%.

A TABELA 7 apresenta a analise comparativa e porcentagens de
concordancia e discordancia entre os resultados de FO, FOi e AGLT com % de

esferoécitos.

No SDS-PAGE em gradiente de concentracdo de acrilamida (5-15%), corado
com Comassie Blue (n=18) (FIGURAS 4 e 5), em comparacdo ao controle e padréo
(ROCHA, COSTA & COSTA-PEREIRA et. al. 2010) (FIGURA 3), pela observacéo
das bandas protéicas, pode-se sugerir 17 casos de reducéo de B-espectrina (todas,
exceto amostra 8), 13 de a-espectrina (1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 9, 10, 14, 16, 17, 18), 12 de
banda 3 (1, 2, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 14, 16, 17, 18), 2, de proteina 4.2 e 1 caso de
diminuicdo da expressdo de banda de proteina 4.1 (amostra 17), como relacionado
no QUADRO 4.
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A TABELA 8 apresenta as andalises comparativas e as porcentagens de
concordancia e discordancia entre resultados de reducdo de banda de a-espectrina
no gel de SDS-PAGE com AGLT, FO, Foi e porcentagem de esferdcitos.
Comparando-se os resultados de reducao de banda a-espectrina com AGLT, houve
concordancia em 14 casos (n=16), com FO, em 6 (n=16), com Foi em 10 (n=16), e
com porcentagem de esferdcitos em 8 (n=8), indicando, 87,4; 37,5, 62,5 e 100% de

concordancia, respectivamente.

A TABELA 9 apresenta as andlises comparativas e porcentagens de
concordancia e discordancia entre resultados de reducdo de banda B-espectrina no
gel de SDS-PAGE com AGLT, FO e FOi. Comparando-se os resultados de reducédo
de B-espectrina (n=16) com AGLT, houve concordancia em 15 casos; com FO em 8
e; com FOi em 13; e com porcentagem de esferdcitos 8 (n=8), mostrando 93,8; 50,

81.2% e 100% de concordancia, respectivamente.

A TABELA 10 apresenta as analises comparativas e as porcentagens de
concordancia e discordancia entre resultados de reducdo de banda 3 no gel de SDS-
PAGE com AGLT, FO e FOi. Comparando-se os resultados de banda 3 com reducgéo
de AGLT houve concordancia em 13 casos (n=16), com aumento de FO em 6 (n=16)
e, com aumento de FOi em 9 (n=16), e com porcentagem de esferdcitos 8 (n=8), o

gue corresponde a 81,2, 37,4, 56,2 e 100%, respectivamente.

Na TABELA 11 estdo expressas as sensibilidades dos testes de FO, FOi e
AGLT, porcentagem de esferécitos e SDS-PAGE, de 50, 81, 94, 100 e 100%,

respectivamente, em relacdo ao diagndstico presuntivo de HS.
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TABELA 1 — VALORES DE RESISTENCIA GLOBULAR MINIMA (RGMin), FRAGILIDADE
GLOBULAR MEDIANA (FGM) E RESISTENCIA GLOBULAR MAXIMA (RGMax)
PARA FRAGILIDADE OSMOTICA IMEDIATA DE ERITROCITOS DE CRIANGAS
COM DIAGNOSTICO PRESUNTIVO DE ESFEROCITOSE HEREDITARIA,
HOSPITAL DE CLINICAS - UFPR, ABRIL A OUTUBRO/2014.

RGMin FGM RGMax
AMOSTRA (al) (al) (al)
1 5 4 3
2 5 4 3
3 Nd nd nd
4 6 55 4
5 6,5 55 4
6 5 4 1
7 5 4 3
8 Nd nd nd
9 55 5 4
10 7,5 5 3
11 5 4 2
12 6 5 3,5
13 6,5 55 5
14 6 5 4
15 6,5 5 4
16 5 4 3
17 5 4 1
18 5 4 3

FONTE: A autora (2015)

NOTA: RGMin=resisténcia globular minina; FGM=fragilidade globular mediana; RGMax=resisténcia
globular maxima; Valores de Referéncia:RGMin=5, FGM=4-4,5, RGMax=3; n=16; cada
resultado é média de dois experimentos independentes.
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GRAFICO 1- CURVAS DE FRAGILIDADE OSMOTICA IMEDIATA (FO) DE ERITROCITOS DE
CRIANCAS COM DIAGNOSTICO PRESUNTIVO DE ESFEROCITOSE HEREDITARIA,

HOSPITAL DE CLINICAS — UFPR, ABRIL A OUTUBRO/2014

FONTE: A autora (2015).
NOTA: Amostras 1 e 2 (a), 4 e 5 (b), 6 e 7 (c) (Ambulatério de Hemopediatria do Hospital de Clinicas-

UFPR) e amostra controle de crianga saudavel (Laboratério Escola de Analises Clinicas-
UFPR). Porcentagens de hemdlise obtidas em concentracdes crescentes de cloreto de sdodio,
até duas horas apds a coleta de sangue e anticoagula¢do com heparina.
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GRAFICO 2- CURVAS DE FRAGILIDADE OSMOTICA IMEDIATA (FO) DE ERITROCITOS DE
CRIANGA COM DIAGNOSTICO PRESUNTIVO DE ESFEROCITOSE HEREDITARIA,
HOSPITAL DE CLINICAS — UFPR, ABRIL A OUTUBRO/2014

FONTE: A autora (2015).

NOTA: Amostras 9 e 10 (a), 11 e 12 (b), 13 e 14 (c) (Ambulatério de Hemopediatria do Hospital de
Clinicas-UFPR) e amostra controle de crianca saudavel (Laboratério Escola de Andlises
Clinicas-UFPR). Porcentagens de hemolise obtidas em concentragdes crescentes de cloreto
de sédio, até duas horas apés a coleta de sangue e anticoagulacdo com heparina.
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GRAFICO 3- CURVAS DE FRAGILIDADE OSMOTICA IMEDIATA (FO) DE ERITROCITOS DE
CRIANCA COM DIAGNOSTICO PRESUNTIVO DE ESFEROCITOSE HEREDITARIA,
HOSPITAL DE CLINICAS — UFPR, ABRIL A OUTUBRO/2014

FONTE: A autora (2015).

NOTA: Amostras 15 e 16 (a), 17 e 18 (b) (Ambulatério de Hemopediatria do Hospital de Clinicas-
UFPR) e amostra controle de crianga saudavel (Laboratdrio Escola de Andlises Clinicas-
UFPR). Porcentagens de hemdlise obtidas em concentracdes crescentes de cloreto de sédio,
até duas horas apés a coleta de sangue e anticoagulagdo com heparina.
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TABELA 2 — VALORES DE RESISTENCIA GLOBULAR MINIMA (RGMin), FRAGILIDADE
GLOBULAR MEDIANA (FGM) E RESISTENCIA GLOBULAR MAXIMA (RGMax)
PARA FOi DE ERITROCITOS DE CRIANGCAS COM DIAGNOSTICO PRESUNTIVO
DE ESFEROCITOSE HEREDITARIA, HOSPITAL DE CLINICAS — UFPR, ABRIL A

OUTUBRO/2014
RGMim FGM RGMax
AMOSTRA (o) (o) (o)
1 6,5 55 5
2 9 7,5 2
3 9 6 1
4 9 6,5 1
5 12 7,5 3,5
6 12 7,5 1
7 9 7,5 3,5
8 Nd nd nd
9 9 7,5 1
10 9 7,5 1
11 7,5 6 3,5
12 7,5 55 3,5
13 9 7,5 3,5
14 6,5 5 1
15 Nd nd nd
16 7,5 6,5 3
17 6,5 5 1
18 7,5 6 2

FONTE: A autora (2015)

NOTA: RGMin=resisténcia globular minina; FGM=fragilidade globular mediana;
RGMax=resisténcia globular maxima; V.R RGMin=7, FGM=4,65 — 5,9, RGMax=2;
cada resultado € média de dois experimentos independentes, n=16.



54

100% - (a)
80% -
2
g 60% -
51:: == Amostra 1
0, il
3 40% —li—Amostra 2
X
20% - == Controle
0% |
0 14
[NaCl] g/1
100% -+ (h)
80% -
2
S 60% -
§ =§—Amostra 3
5 40% - =l Amostra 4
-~
=== Controle
20% -
0% T T T — T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
[NaCl] g/!
100% - {c)
90%
80% -
8 70% -
g 60% -
% 50% - —#—Amostras
0, 4
< 2806 —8—Amostra 6
X 7
20% - == Controle
10% -
0%
0 2 4 6 8 10 12 14
[NaCl] g/l

GRAFICO 4- CURVAS DE FRAGILIDADE OSMOTICA INCUBADA (FOi) DE ERITROCITOS DE
CRIANCAS COM DIAGNOSTICO PRESUNTIVO DE ESFEROCITOSE HEREDITARIA,
HOSPITAL DE CLINICAS — UFPR, ABRIL A OUTUBRO/2014

FONTE: A autora (2015).

NOTA: Amostras 1 e 2 (a), 3 e 4 (b), 5 e 6 (c) (Ambulatério de Hemopediatria do Hospital de Clinicas-
UFPR) e amostra controle de crianca saudavel (Laboratério Escola de Analises Clinicas-
UFPR). Porcentagens de hemdlise obtidas em concentracdes crescentes de cloreto de sdodio,
apos a coleta de sangue, anticoagulagdo com heparina e incubacédo a 37°C por 24 horas.
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GRAFICO 5- CURVAS DE FRAGILIDADE OSMOTICA INCUBADA (FOi) DE ERITROCITOS DE
CRIANGAS COM DIAGNOSTICO PRESUNTIVO DE ESFEROCITOSE HEREDITARIA,
HOSPITAL DE CLINICAS — UFPR, ABRIL A OUTUBRO/2014

FONTE: A autora (2015).

NOTA: Amostras 7 e 9 (a), 10 e 11 (b), 12 e 13 (c) (Ambulatério de Hemopediatria do Hospital de
Clinicas-UFPR) e amostra controle de crianca saudavel (Laboratério Escola de Andlises
Clinicas-UFPR). Porcentagens de hemolise obtidas em concentragdes crescentes de cloreto
de sadio, apos a coleta de sangue, anticoagulacdo com heparina e incubagdo a 37°C por 24

horas.



56

100% - (a)
80% -
2
Tg 60% -
:<|I:J =—§— Amostra 14
g 40% - —f—Amostra 16
X
20% - === Controle
0% |
0 14
100% (b)
80%
2
'—g 60%
g = Amostra 17
] 40% ~l—Amostra 18
- 4
20% e Controle
0% ‘ | B -
0 2 4 6 8 10 12 14
[NaCl] g/1

GRAFICO 6- CURVAS DE FRAGILIDADE OSMOTICA INCUBADA (FOi) DE ERITROCITOS DE
CRIANCAS COM DIAGNOSTICO PRESUNTIVO DE ESFEROCITOSE HEREDITARIA,
HOSPITAL DE CLINICAS — UFPR, ABRIL A OUTUBRO/2014

FONTE: A autora (2015).

NOTA: Amostras 14 e 16 (a), 17 e 18 (b) (Ambulatério de Hemopediatria do Hospital de Clinicas-
UFPR) e amostra controle de crianga saudavel (Laboratdrio Escola de Andlises Clinicas-
UFPR). Porcentagens de hemdlise obtidas em concentragdes crescentes de cloreto de sdédio,
apos a coleta de sangue, anticoagulagdo com heparina e incubacédo a 37°C por 24 horas.
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TABELA 3 — TESTE DE TEMPO DE LISE EM GLICEROL ACIDIFICADO (AGLT) DE AMOSTRAS DE
CRIANGAS COM DIAGNOSTICO PRESUNTIVO DE ESFEROCITOSE
HEREDITARIA, HOSPITAL DE CLINICAS — UFPR, ABRIL A OUTUBRO/2014.

AMOSTRA AGLT (SEG)
1 105
2 42
3 58
4 60
5 37
6 38
7 53
8 55
9 41

10 26
11 70
12 298
13 33
14 90
15 Nd
16 52
17 74
18 61

FONTE: A autora (2015)

NOTA:nd=nao disponivel; AGLT=tempo de lise em segundos apés incubacdo em glicerol acidificado;
n = 17; Valor de Referéncia: 25 a 150 seg caracteristico de HS; cada resultado é média de dois
experimentos independentes obtidos das amostras do grupo controle.

TABELA 4 - ANALISE COMPARATIVA ENTRE OS RESULTADOS DE AGLT E FOi DE CRIANCAS
COM DIAGNOSTICO PRESUNTIVO DE ESFEROCITOSE HEREDITARIA,
HOSPITAL DE CLINCAS-UFPR,ABRIL A OUTUBRO/2014

FOi
Aumentada Normal Total
(% concordancia) | (% concordancia)
AGLT Diminuido 11(73,3) 4 15
Concordancia total=73,3% Normal 0 0 0
Discordancia total=26,7% Total 11 4 15

FONTE: A autora (2015)
NOTA: AGLT=tempo de lise em glicerol acidificado; FO=fragilidade osmética; FOi=fragilidade
osmotica poés incubagédo 37°C por 24 horas.

TABELA 5 - ANALISE COMPARATIVA ENTRE OS RESULTADOS DE AGLT, FO E FOi DE
CRIANCAS COM DIAGNOSTICO PRESUNTIVO DE ESFEROCITOSE HEREDITARIA,
HOSPITAL DE CLINCAS-UFPR, ABRIL A OUTUBRO/2014

FO
Aumentada Normal Total
(% concordancia) | (% concordancia)
AGLT Diminuido 5(33,3) 9 14
Concordancia total=40% Normal 0 1(6,7) 1
Discordancia total=60% Total 5 10 15
Foi Aumentada 5(33,3) 5 10
Concordancia total=66,6% Normal 0 5(33,3) 5
Discordancia total= 33,4% Total 5 10 15

FONTE: A autora (2015)
NOTA: AGLT=tempo de lise em glicerol acidificado; FO=fragilidade osmotica; FOi=fragilidade
osmotica poés incubagédo 37°C por 24 horas.
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TABELA 6 - PORCENTAGEM DE ESFEROCITOS DE AMOSTRAS DE CRIANGAS COM
DIAGNOSTICO PRESUNTIVO DE ESFEROCITOSE HEREDITARIA, HOSPITAL DE
CLINICAS — UFPR, ABRIL A OUTUBRO/2014.

AMOSTRA 1 |2 (3 |4 1|5 |6 |7 [8]|9 |10(11/12|13|14|15|16[17|18

Nd|{nd{nd|{nd|11|nd|Nd|16|10

ESFEROCITOS (%) |12 |nd |nd|18]20]10|nd|3|nd

FONTE: A autora (2015)
NOTA: % de esferdcitos, contagem diferencial (500 a 1000 células) de formas eritrocitarias em
extensdo sanguinea (n=8).

TABELA 7 - ANALISE COMPARATIVA ENTRE OS RESULTADOS DE PORCENTAGEM DE
ESFEROCITOS E AGLT, FO, FOi DE AMOSTRAS DE CRIANCAS COM
DIAGNOSTICO PRESUNTIVO DE ESFEROCITOSE HEREDITARIA, HOSPITAL DE
CLINCAS-UFPR,ABRIL A OUTUBRO/2014

ESFEROCITOS
Aumentado
(% concordéancia)
AGLT Diminuido 8(100)
Concordancia total=100% Normal 0
Total 8
FO Aumentada 2(25)
Concordancia total=25% Normal 6
Discordancia total= 75% Total 8
Foi Aumentada 3(37,5)
Concordancia total=37,5% Normal 5
Discordancia total= 62,5% Total 8

FONTE: A autora (2015)
NOTA:AGLT=tempo de lise em glicerol acidificado; FO=fragilidade osmatica; FOi=fragilidade
osmotica pés incubagédo 37°C por 24 horas.

QUADRO 4 — RELAGCAO DE BANDAS DE PROTEINAS DEFICIENTES NO SDS-PAGE EM
GRADIENTE LINEAR (5-15%), CORADO COM COMASSIE BLUE, DE AMOSTRAS
DE CRIANCAS COM DIAGNOSTICO PRESUNTIVO DE ESFEROCITOSE
HEREDITARIA, HOSPITAL DE CLINICAS — UFPR, ABRIL A OUTUBRO/2014.

AMOSTRA | a- ESPEC B—-ESPEC | BANDA 3 | PROTEINA 4.1 | PROTEINA 4.2 | BANDA 6
1 D D D N N N
2 D D D N N N
3 D D N N N N
4 D D D N N N
5 D D D N N N
6 D D D N D N
7 D D D N D N
8 N N N N N N
9 D D D N N D
10 D D D N N N
11 N D N N N N
12 N D N N N N
13 N D N N N N
14 D D D N N N
15 N D N N N N
16 D D D N N N
17 D D D D N D
18 D D D N N N

FONTE: A autora (2015)
NOTA: a-espec=a-espectrina; B-espec=p-espectrina; D=diminuida; N=normal
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. A 3
FIGURA 4 - CORRIDA ELETROFORETICA DE PROTEINAS DE MEMBRANA ERITROCITARIA
(SDS-PAGE) EM GRADIENTE LINEAR (5-15%), CORADO COM COMASSIE
BLUE DE AMOSTRAS (1 A 9) DE CRIANGAS COM DIAGNOSTICO
PRESUNTIVO DE ESFEROCITOSE HEREDITARIA, HOSPITAL DE CLINICAS —
UFPR, ABRIL A OUTUBRO/2014.
FONTE: A autora (2015).
NOTA: a=a-espectrina; b=B-espectrina e anquirinas; c=banda 3; d=proteina 4.1; e=proteina 4.2;
f=actina; g=gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; h= tropomiosina; i=peroxiredoxina 2;
j=cadeias de globinas; 1la9=numeros correspondentes as amostras analisadas.
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FIGURA 5 - CORRIDA ELETROFORETICA DE PROTEINAS DE MEMBRANA ERITROCITARIA
(SDS-PAGE) EM GRADIENTE LINEAR (5-15%), CORADO COM COMASSIE
BLUE DE AMOSTRAS (10 A 18) DE CRIANCAS COM DIAGNOSTICO
PRESUNTIVO DE ESFEROCITOSE HEREDITARIA, HOSPITAL DE CLINICAS —
UFPR, ABRIL A OUTUBRO/2014.
FONTE: A autora (2015).
NOTA: a=a-espectrina; b=B-espectrina e anquirinas; c=banda 3; d=proteina 4.1; e=proteina 4.2;
f=actina; g=gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; h= tropomiosina; i=peroxiredoxina 2;
j=cadeias de globinas; 10 a 18=numeros correspondentes as amostras analisadas.

TABELA 8 - ANALISE COMPARATIVA ENTRE OS RESULTADOS DE AGLT, FO, FOi E
PORCENTAGEM DE ESFEROCITOS COM A BANDA DE a-ESPECTRINA NO SDS-
PAGE DE CRIANGCAS COM DIGANOSTICO PRESUNTIVO DE ESFEROCITOSE
HEREDITARIA, HOSPITAL DE CLINCAS-UFPR, ABRIL A OUTUBRO/2014.

a-Espectrina

Diminuida Normal Total
(% concordancia) | (% concordancia)
AGLT Diminuido 13 (81,2) 2 15
Concordéncia total=87,4% Normal 0 1(6,2) 1
Discordancia total=12,6% Total 13 3 16
FO Aumentada 5(31,2) 3 8
Concordéncia total=37,5% Normal 7 1(6,2) 8
Discordancia total= 62,5% Total 12 4 16
Foi Aumentada 9 (56,2) 2 11
Concordancia total=62,5% Normal 4 1(6,2) 5
Discordancia total= 37,5% Total 13 3 16
% DE ESFEROCITOS Aumentada 8 (100) 0 8
Concordancia total=100%
Total 8 0 8

FONTE: A autora (2015)

NOTA: Dim=diminuida; SDS-PAGE=eletroforese em dodecil sulfato de sédio; AGLT=tempo de lise em
glicerol acidificado; FO=fragilidade osmatica; FOi=fragilidade osmética pos incubagéo 37°C por
24 horas.
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TABELA 9 - ANALISE COMPARATIVA ENTRE OS RESULTADOS DE AGLT, FO, FOi E
PROCENTAGEM DE ESFEROCITOS COM BANDA DE B-ESPECTRINA NO SDS-
PAGE DE CRIANGCAS COM DIAGNOSTICO PRESUNTIVO DE ESFEROCITOSE
HEREDITARIA, HOSPITAL DE CLINCAS-UFPR, ABRIL A OUTUBRO/2014

B—Espectrina

Diminuida Normal Total
(% concordancia) | (% concordancia)
AGLT Diminuido 15 (93,8) 0 15
Concordancia total=93,8% Normal 1 0 1
Discordancia total=6,2% Total 16 0 16
FO Aumentada 6 (37,5) 0 6
Concordancia total=37,5% Normal 10 0 10
Discordancia total= 62,5% Total 16 0 16
Foi Aumentada 11 (68,8) 0 11
Concordancia total=68,8% Normal 5 0 5
Discordancia total= 31,2% Total 16 0 16
% DE ESFEROCITOS
Concordancia total=100% Aumentada 8 (100) 0 8

FONTE: A autora (2015)

NOTA: Dim=diminuida; SDS-PAGE=eletroforese em dodecil sulfato de s6dio; AGLT=tempo de lise em
glicerol acidificado; FO=fragilidade osmética; FOi=fragilidade osmética pds incubacédo 37°C por
24 horas.

TABELA 10 - ANALISE COMPARATIVA ENTRE OS RESULTADOS DE AGLT, FO, FOi,
POCENTAGEM DE ESFEROCITOS E PROTEINA DE BANDA 3 NO SDS-PAGE DE
CRIANCAS COM DIAGNOSTICO PRESUNTIVO DE ESFEROCITOSE HEREDITARIA,
HOSPITAL DE CLINCAS-UFPR, ABRIL A OUTUBRO/2014

BANDA 3
Diminuida Normal Total
(% concordancia) | (% concordancia)
AGLT Diminuido 12 (75) 3 15
Concordancia total=81,2% Normal 0 1(6,2) 1
Discordancia total=18,8% Total 12 4 16
FO Aumentada 4 (25) 2 6
Concordancia total=32,5% Normal 8 2 (12,5) 10
Discordancia total= 67,5% Total 12 4 16
FOi Aumentada 8 (50) 3 13
Concordancia total=56,2% Normal 4 1(6,25) 3
Discordancia total=43,8% Total 12 4 16
% DE ESFEROCITOS

Concordancia total=100% Aumentada 8 (100) 0 8

FONTE: A autora (2015)

NOTA: Dim=diminuida; SDS-PAGE=eletroforese em dodecil sulfato de sédio; AGLT=tempo de lise em
glicerol acidificado; FO=fragilidade osmdtica; FOi=fragilidade osmatica pds incubacdo 37°C por
24 horas.

TABELA 11 — SENSIBILIDADE DOS TESTES DE FO, FOi, AGLT, % DE ESFEROCITOS E GEL DE
SDS-PAGE REALIZADOS EM CRIANGCAS COM DIAGNOSTICO PRESUNTIVO DE
ESFEROCITOSE HEREDITARIA, HOSPITAL DE CLINICAS - UFPR, ABRIL A

OUTUBRO/2014.
% DE

FO (n=16) | FOi (n=16) (f](flL?T) ESFEROCITOS SDS-PAGE
_ (n=8)

Sensibilidade(%) | 37,5 68,8 94 100 100%

FONTE: A autora (2015)

NOTA: FO=fragilidade osmdtica imediata; FOi=fragilidade osm@tica pés-incubacdo 37° C por 24h;
AGLT=tempo de lise em glicerol acidificado; SDS-PAGE=eletroforese em gel de dodecil sulfato
de saddio.
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5.3 EXAMES DE ACOMPANHAMENTO POS DIAGNOSTICO

A TABELA 12 apresenta informacfes referentes a dados dos pacientes no
momento da coleta de sangue para a realizacdo dos testes de FO, FOi, AGLT e
SDS-PAGE. A porcentagem de reticuldcitos (n=12), mostra dois casos (amostra 12)
com resultado dentro da faixa de referéncia, a concentracdo de Hb (n=13)
demonstra 6 casos com auséncia de anemia (amostras 3, 6, 9, 12, 17 e 18) e a
metahemoglobina (n=13) demonstra ausencia de estresse oxidativo em todas as

amostras.

A TABELA 13 expressa valores de bilirrubina direta, indireta e total das
amostras (n=13) analisadas, onde 1 caso (amostra 14) apresentou valor acima da

faixa de referéncia.

A TABELA 14 apresenta a analise comparativa entre os valores de Hb e % de
reticulocitos, evidenciando 6 casos com auséncia de anemia e que apresentaram

altas % de reticuldcitos no sangue periférico.

A TABELA15 apresenta a analise comparativa entre valores de Hb e % de

esferdcitos, sendo que em 4 casos de anemia leve houve presenca de esferécitos.

A TABELA 16 apresenta a analise comparativa dos resultados de Hb e

bilirrubina total

A TABELA 17 apresenta a analise comparativa dos resultados de FO, FOi,
AGLT e metaHb, coma maior concordancia entre FO e metaHb (68,8%) e a maior
discordancia entre AGLT e metaHb (62,6%).
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TABELA 12 — PORCENTAGENS DE RETICULOCITOS, CONCENTRAGCOES DE HB E DE

METAHEMOGLOBINA EM AMOSTRAS DE CRIANGAS COM DIAGNOSTICO
PRESUNTIVO DE ESFEROCITOSE HEREDITARIA, HOSPITAL DE CLINICAS -
UFPR,ABRIL A OUTUBRO/2014.

AMOSTRA RETICULOCITOS HB METAHEMOGLOBINA

(%) (grdi) (%)
1 3,49 9,3 2,48
2 nd Nd 2,24
3 10,53 11,7 2,76
4 10,54 7,3 2,18
5 12,4 9 2,85
6 12,05 10,6 1,97
7 10,9 10,2 2,45
8 nd Nd nd
9 4,12 13 2,95
10 nd Nd nd
11 nd Nd nd
12 0,6 12,2 3,48
13 8,33 8,6 2,16
14 nd Nd 2,19
15 17,48 7,7 2,45
16 6,39 11,5 2,87
17 6,89 11,2 nd
18 10,32 11,3 nd

FONTE: A autora (2015)
NOTA: nd=nao disponivel; % de reticulcitos no HC-UFPR (n=12); concentra¢do de hemoglobina no
HC-UFPR (n=13); % de metahemoglobina, método de Naoum et al. (2004) (n=13).



64

TABELA 13 — DOSAGEM DE BILIRRUBINA DE AMOSTRAS DE CRIANGAS COM DIAGNOSTICO

PRESUNTIVO DE ESFEROCITOSE HEREDITARIA, HOSPITAL DE CLINICAS —
UFPR, ABRIL A OUTUBRO/2014.

AMOSTRA BILIRRUBINA DIRETA BILIRRUBINA INDIRETA BILIRRUBINA TOTAL
1 0,3 0,53 0,83
2 nd nd Nd
3 0,98 1,74 2,72
4 1,19 3,4 4,59
5 nd nd Nd
6 0,85 6,04 6,13
7 0,72 3,58 4,3
8 nd nd Nd
9 1,15 0,68 1,83
10 0,89 7,36 8,25
11 0,85 1,28 2,13
12 nd nd Nd
13 0,8 1,16 1,96
14 0,34 3,19 3,53
15 0,77 11,91 12,68
16 1,06 0,81 1,87
17 nd nd Nd
18 0,89 2,39 3,28

FONTE: A autora (2015)
NOTA: nd=nao disponivel; cada resultado é média de dois experimentos independentes; Valores de
Referéncia:bilirrubina total=1,2 bilirrubina direta=0,4 e bilurrubina indireta=0,8 mg/dl; n=13.
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TABELA 14 - ANALISE COMPARATIVA DOS RESULTADOS DE CONCENTRACAO DE Hb
RELACIONADA A GRAUS LEVE, MODERADO OU ACENTUADO DE ANEMIA E % DE
RETICULOCITOS NORMAIS, COM ELEVAGAO MODERADA OU ACENTUADA EM
AMOSTRAS DE CRIANGAS COM DIAGNOSTICO PRESUNTIVO DE ESFEROCITOSE
HEREDITARIA, HOSPITAL DE CLINICAS — UFPR, ABRIL A OUTUBRO/2014.

Hb (/)
superior a 11 | 8all 6a8 Total
Oa4 1 1 0 2
o, 4a10 3 1 0 4
0,
Reticulocitos (%) superior a 10 2 3 2 7
Total 6 5 2 13

FONTE: A autora (2015)

NOTA: Concentracdode Hb: superior a 11 g/l (auséncia ou grau leve de anemia), 8 a 11 g/l (grau
moderado de anemia), 6 a 8g/l (grau acentuado de anemia); reticuldcitos: até 4% (dentro ou
proximo dos valores de referéncia), 4 a 10% (elevagdo moderada), superior a 10% (elevacéo
acentuada), n=13.

TABELA 15 - ANALISE COMPARATIVA DOS RESULTADOS DE CONCENTRAGCAO DEHDb
RELACIONADA A GRAUS LEVE, MODERADO OU ACENTUADO DE ANEMIA E DE %
DE ESFEROCITOS DE AMOSTRAS DE CRIANGCAS COM DIAGNOSTICO PRESUNTIVO
DE ESFEROCITOSE HEREDITARIA, HOSPITAL DE CLINICAS — UFPR, ABRIL A
OUTUBRO/2014.

Hb (g/l)

Superior a 11 8all 6a8

Esferécitos (%) | 2 4 1

FONTE: A autora (2015)
NOTA: Concentracdode Hb: superior a 11 g/l (auséncia ou grau leve de anemia), 8 a 11 g/l (grau
moderado de anemia), 6 a 8 g/l (grau acentuado de anemia).

TABELA 16 - ANALISE COMPARATIVA DOS RESULTADOS Hb E BILIRRUBINA DE AMOSTRAS
DE CRIANCAS COM DIAGNOSTICO PRESUNTIVO DE ESFEROCITOSE
HEREDITARIA, DE ACORDO COM NiVEIS NORMAL, AUMENTADO OU DIMINUIDO,
HOSPITAL DE CLINICAS — UFPR, ABRIL A OUTUBRO/2014.

Hb (g/l)
superior a 11 ‘ 8all ‘ 6ag | Total
0al?2 0 2 0 2
Bilirrubina total (mg/dl) superior a 10 4 2 2 8
Total 4 4 2 10

FONTE: A autora (2015)

NOTA: Concentracdode Hb: superior a 11 g/l (auséncia ou grau leve de anemia), 8 a 11 g/l (grau
moderado de anemia), 6 a 8g/l (grau acentuado de anemia); Valores de Referéncia: bilirrubina
total=1,2 bilirrubina direta=0,4 e bilurrubina indireta=0,8 mg/dl; n=10
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6. DISCUSSAO

6.1 DADOS RETROSPECTIVOS

Hospitais Universitarios publicos regionais que oferecem atendimento de alta
complexidade, como o HC-UFPR, fornecem ampla assisténcia a populacéo
brasileira. Devido ao grande numero de pessoas atendidas, estes hospitais
concentram maior numero de casos de HS, apesar da doenca apresentar baixa
incidéncia. Por ser um hospital de alto nivel e cujo atendimento é considerado de
referéncia, é de extrema importancia o emprego de exames especificos que

possibilitem diagndésticos confidveis, em algumas situacdes com urgéncia.

Porém, para o diagnéstico de HS, o Servico de Analises Clinicas do HC-
UFPR, até a realizagcdo deste trabalho contava apenas com 0s exames
hematimétricos de rotina para triagem de doencas hemoliticas e com as andlises de
FO e FOI, que sao uteis, mas apresentam sensibilidade limitada, além de serem
criticos por sofrerem alteracfes de fragilidade a partir de pequenas oscilacbes de pH
e temperatura (LEWIS, BAIN & BATES, 2006).

Por terem acompanhamento clinico apenas no HC-UFPR, os pacientes
recrutados para esta pesquisa tiveram, portanto, diagndéstico presuntivo de HS sem
a realizacdo de testes moleculares para detectar o defeito de membrana em cada
caso e assim confirmar bioquimicamente a doenca. Houve aumento de FO ou FOi,
caracteristico de HS, nas analises iniciais de investigacdo da maioria dos pacientes
em estudo, porém, o0 mesmo pode estar associado a outras doencas que ndo HS,
tendo em vista que estes dois testes podem apresentar resultados elevados também
em algumas outras condicfes clinicas. Por outro lado, em alguns casos, FO e FOi
apresentaram resultados dentro da faixa de referéncia, o0 que nao exclui a
possibilidade de diagnéstico de HS (BOLTON-MAGGS, STEVENS & DODD, 2004).
Nesses casos, foi feito o diagnostico clinico, a partir da exclusdo de outras doencas
de maior incidéncia. Casos nos quais a HS é assintomatica sdo considerados como
fator agravante para o subdiagndstico da doenga. Tendo em vista o relato de grande
namero de casos sem sintomas, acredita-se que a real prevaléncia de HS seja
superior a descrita na literatura (LEE, BITHELL & FOERSTER et al., 2009).
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Por ndo haver cura para HS, estratégias para diminuir os sintomas, quando
presentes, ou impedir o agravamento do quadro anémico, se fazem necessérias.
Uma delas é a suplementacdo com &acido félico, rotineiramente prescrito para
individuos com anemia cronica (BOLTON-MAGGS, STEVENS & DODD, 2004). Nos
pacientes estudados neste trabalho, a suplementagdo com acido félico, 5 mg/dia,
iniciou-se a partir dos primeiros atendimentos. Esta suplementagao se relaciona ao
relato de 11 casos de anemia megaloblastica por deficiéncia de acido fdlico,
associados a HS (LINDENBAUM & KLIPSTEIN, 1963) e foi sugerida por
ROSENBLATT & HOFFBRANS (1999) como rotina, com 0 objetivo de prevenir a
instalacdo de anemia megaloblastica, que agrava ainda mais o quadro hemolitico.
Para tanto, varias concentracdes de acido folico sdo sugeridas como, por exemplo 1
mg/dia e 100 pg/kg/dia (BOLTON-MAGGS, STEVENS & DODD, 2004).

Outra forma de controle da doenca é a esplenectomia, que é efetiva na
reducdo de hemolise, aumentado o tempo de vida dos eritrocitos e diminuindo as
complicacBes clinicas. A escolha da esplenectomia é realizada com base nos
sintomas clinicos da HS, sendo requerida ainda na infancia apenas nos casos de
maior gravidade da doenca. Apds a esplenectomia, ndo se faz mais necessario o
acompanhamento trimestral do paciente, que passa a ser anual (BOLTON-MAGGS,
STEVENS & DODD, 2004). Todos os pacientes com diagndstico presuntivo de HS,
participantes deste trabalho, ndo realizaram esplenectomia até a realizacdo dos

ensaios descritos.

Em 70 a 75% dos casos de HS, tem sido relatado historico familiar da doenca
(BOLTON-MAGGS, STEVENS & DODD et al.,, 2004; MARIANI, BARCELLINI &
VERCELLATI et al., 2008; CRISP, SOLARI & VOTA, et. al. 2011). Neste trabalho,
observou-se histérico familiar de HS em 22% dos casos. No entanto, além de ser
uma casuistica pequena, outros fatores como, por exemplo, a ocorréncia de casos
na forma assintomética e o fato de que o diagnéstico dos membros da familia foi
presuntivo, ou mesmo a indisponibilidade de mais recursos para o dignéstico, podem
ter contribuido para a discrepancia entre os dados encontrados neste trabalho e os
relatos da literatura.
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6.2 EXAMES UTILIZADOS NO DIAGNOSTICO

Os resultados de andlises quali e quantitativas sdo considerados ferramentas
de extrema importancia para a avaliacdo da gestdo do desempenho do laboratério
em relacdo aos seus processos analiticos. Durante a realizacdo dos ensaios
laboratoriais, buscou-se manter a reprodutibilidade e confianca nos resultados. Para
tanto, todas as técnicas utilizadas neste trabalho foram realizadas seguindo-se
recomendacgdes preconizadas por LEWIS, BAIN & BATES (2006), bem como pelo
Comité Britanico de Padronizacdo em Hematologia (BOLTON-MAGGS, STEVENS &
DODD et al., 2004)

A partir dos resultados obtidos, procurou-se identificar qual o método ou
associacdo de métodos apresentariam maior contribuicdo para o diagnostico de HS
e, para tanto, foram realizados ensaios de FO, FOi, AGLT e SDS-PAGE.

Em 37,5% dos casos com diagnéstico presuntivo de HS, os resultados
obtidos na FO foram superiores a faixa de referéncia estabelecida ou seja,
indicativos de HS. Outros autores tém encontrado FO aumentada em
aproximadamente 65% dos casos de HS (MARIANI, BARCELLINI & VERCELLATI et
al. 2008; BIANCHI, FERMOS & VERCELLATI, et. al. 2011; KING & ZANELLA,
2013).

E importante salientar que o teste de FO pode ser afetado também por
variaveis fisicas como por exemplo, pH final do sangue em suspenséo e temperatura
em que se realiza o teste. Parpart et al. (1947) relataram que a alteracdo de pH é um
ponto critico a ser analisado, pois a variagdo de 0,1 unidade é suficiente para causar
alteracOes significativas, aumentando a fragilidade com a reducéo do valor de pH. A
relacdo com a temperatura € importante, pois o0 aumento de 5 °C pode elevar em 0,1
g/l a concentracdo de salina em que ocorre hemoélise (LEWIS, BAIN & BATES,
2006). Fatores de ordem biologica podem sugerir alteragbes nos resultados, uma
vez que a curva de FO pode ser afetada por altas concentracdes de reticuldcitos,
promovendo aumento de até 66% na fragilidade em amostras de pacientes nao-
esplenectomizados (BOLTON-MAGGS, STEVENS & DODD et al., 2004).
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Neste estudo, foi possivel avaliar a FO e compara-la com a FOI, sendo que
esta ultima vem sendo, até o momento, recomendada como método padrdo para
diagnéstico de HS em pacientes com teste de Coombs negativo, ou seja, apos
exclusdo do diagnostico de anemia imuno-hemolitica (PERROTA, GALLAGHER &
MOHANDAS, 2008; NATHAN, ORKIN, GINSBURG et al., 2009)

A FOi apresentou 68,8% de resultados superiores a faixa de referéncia
estabelecida pelo método. Os resultados obtidos mostraram maior sensibilidade em
detectar casos com diagndéstico presuntivo de HS em relacdo ao método de FO
(TABELA 4). Esses resultados foram concordantes com os obtidos em estudos
realizados por diversos autores, inclusive quanto a relacdo com os resultados de FO
(BARCELLINI & VERCELLATI et al.,, 2008; BIANCHI, FERMOS & VERCELLATI,
2011; MARIANI, KING & ZANELLA, 2013).

A patrtir dos resultados encontrados para estes dois testes sugere-se, assim,
maior sensibilidade, em relacdo ao diagndéstico presuntivo, de FOi em relacdo ao
método de FO, na deteccdo de casos de HS. Esta observacdo esta relacionada a
propria incubacdo, uma vez que, mantendo a amostra por 24 horas a 37°C, ha
tumefac@o do eritrocito por acumulo de sédio no interior da célula, excedente a
perda de potassio. Este acumulo ocorre porque a incubacdo consome a energia
metabdlica necesséaria para promover o bombeamento ativo contra gradiente de
concentracédo, tornando o esferdcito, assim, mais susceptivel a lise eritrécitaria. Tal
efeito parece ser menos importante sobre a fragilidade do eritrécito normal (LEWIS,
BAIN & BATES, 2006).

Foram realizadas andlises de concordancia (TABELA 5) entre FO e FOi e
observou-se que, com o emprego dos dois testes associados houve deteccédo de
86,7% dos casos presuntivamente positivos de HS, o que pode representar um

ganho na sensibilidade em relagéo ao uso de cada teste isoladamente.

Dando continuidade aos experimentos, foram testadas outras metodologias
para avaliar o diagnostico de HS, dentre elas o0 método AGLT, modificado a partir do
teste de tempo de lise em glicerol (GLT), pela acidificacdo da solugéo tamponada. O
AGLT se apresenta significativamente reduzido em eritrocitos de pacientes com HS
em relagdo aos eritrocitos normais, com aumento de sensibilidade em relagcdo ao

GLT. Por outro lado, ha diminuicdo da especificidade. O AGLT apresenta resultados
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reduzidos ndo apenas na HS, mas também em gestantes e em casos de
insuficiéncia renal crbnica, leucemias cronicas e anemia hemolitica autoimune.
Porém, como é sugerido que o AGLT seja realizado ap0s a exclusdo de doencas de
maior incidéncia, esta diminuicdo de especificidade ndo caracteriza um grande
iImpacto sobre a avaliagdo do resultado (LEWIS, BAIN & BATES, 2006). Entretanto,
a utilizacdo do AGLT tem sido util, inclusive, nos casos ndo detectados
bioquimicamente (BIANCHI, FERMO, VERCELATTI et al., 2011).

No ensaio realizado neste trabalho, o AGLT apresentou 94% de sensibilidade
em relacdo ao diagnostico presuntivo de HS. Estes dados sdo concordantes com 0s
obtidos por outros autores (MARIANI, BARCELLINI, VERCELLATTI et al., 2008;
BIANCHI, FERMO, VERCELATTI et al., 2011;), mas foram superiores aos
encontrados por CYNOBER et al (1996).

A partir das analises comparativas realizadas entre FO/FOi e AGLT, obteve-
se uma maior concordancia de resultados com FOi, que apresentou 75%. Quando
associados, estes dois testes aumentaram para 93,5% a sensibilidade em relacao
ao diagnéstico presuntivo. Valor semelhante, em torno de 99%, foi encontrado por
MARIANI et al. (2008), com essa associacdo. Nas analises entre AGLT e FO nao

houve relacdes estatisticas significantes entre os dados.

O eritr6cito normal apresenta a forma de disco bicéncavo, que confere
resisténcia a tensdo e elevada deformabilidade, mantendo uma grande area de
superficie, necessaria para a troca de gases. Defeitos na membrana podem causar
alteracbes na forma do eritrécito levando a conformagfBes anormais, como
esferdcitos, equindcitos, estomatdcitos e eliptocitos (MOHANDAS & GALLAGHER,
2008).

Para a realizacdo deste trabalho optou-se por realizar a contagem diferencial
das formas eritrocitarias em extensfes sanguineas, coradas por May-Grunwald
Giemsa, com base nos critérios morfologicos estabelecidos por Bessis (1972)
(MATERIAL E METODOS, item 4.2.1.4), por ser um método simples, confiavel, e
qgue apresenta graus aceitaveis de exatiddo e precisdo para quantificar os

esferdcitos presentes nas amostras.
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A partir de nossos resultados, pode-se perceber que a porcentagem de
esferdcitos foi muito variavel, de 3 a 20%, porém, esteve presente em todas as
amostras, atingindo portanto, sensibilidade de 100%, em comparacao ao diagnostico
presuntivo. Na analise comparativa com FO, FOi, AGLT e bandas reduzidas de
SDS-PAGE, a maior concordancia de resultados foi com AGLT, apresentando um
valor de 87,5%.

A alteracdo responsavel pelo aparecimento dos esferdcitos envolve
anormalidades nas chamadas interacdes verticais entre as proteinas da membrana
eritrocitaria, que inclui as ligacdes das espectrinas, da anquirina e da proteina 4.2
com a banda 3 (MOHANDAS & GALLAGHER, 2008).

Quando comparamos a presenca de esferocitos (n=8) com os defeitos de
membrana, os esferdcitos foram encontrados nas amostras de todos os pacientes
nos quais se observou reducado de espectrinas ou banda 3 na membrana eritrocitaria
em SDS-PAGE. Estes dados indicam uma possivel relacdo entre formacdo de
esferocitos e a deficiéncia destas duas proteinas, como anteriormente descrito por
BESSIS (1972), que explica que as deficiéncias de proteinas de membrana podem

alterar a morfologia eritrocitaria.

As proteinas de membrana eritrocitaria podem ser estudadas em SDS-PAGE,
através do método de LAEMMLI (1970), com concentracdo fixa de acrilamida, ou
pelo método de FAIRBANKS (1971), que utiliza gradiente de concentracdo de
acrilamida. Esta ultima € mais util por separar de forma mais adequada bandas

protéicas de massa molecular superior a 100 kDa, como as espectrinas e anquirinas.

Portanto, para este estudo foi utilizado o método de FAIRBANKS (1971), o
que permitiu sugerir 13 casos de redugao de a-espectrina, 17 de B-espectrina, 12 de
banda 3, 1 de banda de proteina 4.1 e 2 de proteina 4.2, (QUADRO 4), frente a
estes dados, e a partir da exclusdo da amostra 8, sugere-se uma sensibilidade de
100% para SDS-PAGE em relacdo ao diagnoéstico presuntivo de HS. Dentre as
amostras analisadas por SDS-PAGE, a amostra 8 apresentou perfil eletroforético
normal. Isto pode ser justificado pelo fato de que o paciente doador desta amostra
recebeu seguidas transfusdes sanguineas em curto prazo de tempo antes da coleta
de sangue. Por este motivo os resultados obtidos com esta amostra, para todos os

ensaios realizados neste trabalho, ndo foram analisados.
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Os dados obtidos por SDS-PAGE corroboram os de outros autores, que
apontaram as deficiéncias de espectrinas e de banda 3 como os defeitos mais
comuns em HS (BOLTON-MAGGS, STEVENS & DODD et al., 2004; DELAUNAY,
2007; MARIANI, BARCELLINI & VERCELLATI et al., 2008; BARCELLINI, BIANCHI,
FERMO et al., 2011, ). As reducdes de proteina 4.1 e 4.2 também estdo de acordo
com resultados obtidos previamente, que apontam a deficiéncia destas proteinas em
HS, porém com menor incidéncia (MARIANI, BARCELLINI & VERCELLATI et al.,
2008).

Deficiéncias de anquirina podem néo ter sido detectadas devido aos elevados
niveis de reticulocitos apresentados pelos pacientes nas amostras de sangue
estudadas, ou mesmo por problemas técnicos, ja que as concentracdes normais de

anquirina séo relativamente baixas.

Na andlise comparativa dos resultados obtidos no SDS-PAGE com FO, FOi e
AGLT, pode-se perceber que diminuicbes de B-espectrina, a-espectrina e banda 3
no SDS-PAGE foram observadas com maior frequéncia nos casos em que houve
diminuicdo no tempo de AGLT (TABELAS 8, 9 e 10). Este fato pode estar associado
a maior sensibilidade do AGLT em relacdo ao diagnéstico clinico de HS apresentada
neste trabalho e por outros autores (BOLTON-MAGGS, STEVENS & DODD et al.,
2004; DELAUNAY, 2007; BARCELLINI, BIANCHI, FERMO et al., 2011; MARIANI,
BARCELLINI & VERCELLATI et al., 2008).

Além dos ensaios realizados neste trabalho, é importante salientar a utilizacao
do EMA, que parece, até o0 momento, ser a técnica mais adequada por aliar alta
sensibilidade e especificidade. Estudos realizados a partir desta técnica obtiveram
resultados de 92,7% de sensibilidade e 99,1% de especificidade (KING, BEHRENS,
ROGERS, et. al. 2000). Ainda mais, relata-se que a associacdo de EMA e AGLT
pode possibilitar a identificacdo de 100% dos casos de HS (MARIANI, BARCELLINI
& VERCELLATI et al., 2008). O inconveniente desta técnica esta na utilizagdo de
equipamentos de custo elevado frente a relativamente baixa incidéncia da doenca e
consequente necessidade de uso. Uma forma de contornar esta situacao seria a

utilizagédo do equipamento em conjunto com outros setores do laboratorio.
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Discrepancias entre os resultados dos ensaios e os dados relatados em
literatura poderiam estar associados a baixa casuistica obtida para este trabalho,

devido ao numero reduzido de pacientes com HS atendidos no HC-UFPR.

6.3 ACOMPANHAMENTO POS DIAGNOSTICO

Apo6s o diagnoéstico de HS, faz-se necessario o acompanhamento clinico e
laboratorial do paciente para introduzir, quando necessario, medidas paliativas, no
intuito de reduzir a gravidade dos sinais e sintomas apresentados. Para tanto,
exames que monitorem a hemolise, como bilirrubina e % de reticulécitos e que

detectem a presenca de anemia, como a concentracao de Hb, sédo solicitados.

Com o objetivo de verificar o quadro apresentado pelos pacientes no
momento da coleta da amostra de sangue, os resultados dos testes rotineiros
realizados no Servico de Analises Clinicas do HC-UFPR foram avaliados. Na andlise
comparativa entre os diferentes graus de anemia, de acordo com a concentracao de
Hb, e a % de reticuldcitos, observou-se que, em 3 casos com auséncia de anemia, 0
namero de reticulécitos também estava na faixa de normalidade. Por outro lado, em
5 casos com auséncia de anemia, detectou-se mais de 4% de esferdcitos, e destes
em 4, elevacdo na concentracdo de bilirrubina ndo-conjugada. Na analise de
comparacao dos resultados, observou-se ainda que em 4 casos com niveis de Hb
entre 8 e 11 g/l, havia elevacdo na % de esferocitos na concentracdo de
reticulocitos. Porém no estudo da correlacdo entre grau de anemia e contagem de
reticulécitos ndo houvesse encontrou relacdes estatisticamente significantes entre

os dados.

Estes dados estdo de acordo com a literatura, na qual se descreve, como
caracteristicos de HS, aumento da hemodlise devido a presenca de esferdcitos,
resultando em diminuicdo nos niveis de Hb e consequente tentativa de
compensacado de hemolise promovida pela medula 6ssea, com liberacdo de células
jovens, como o0s reticulocitos, para o sangue periféerico (NATHAN, ORKIN,
GINSBURG et al., 2009; LEE, BITHELL & FOERSTER et al., 2009). Na maioria dos

pacientes estudados, apesar da exacerbacdo do processo hemolitico, verificou-se
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que o quadro clinico era compensado ou com anemia leve a moderada, devido a

alta atividade da medula 6ssea.

Apenas dois casos de % de reticuldcitos dentro da faixa de referéncia foram
identificados. O primeiro corresponde a um paciente cuja SDS-PAGE apresentava
reducado de espectrinas e de banda 3; e o segundo, de espectrinas apenas. Aumento
na contagem de reticulocitos em casos de HS também foi detectado por MARIANI
et. al. (2008), que relatou valores acima da faixa de referéncia para casos de
pacientes ndo esplenectomizados, associados a deficiéncia de banda 3 e de
espectrinas. Os mesmos autores relatam também, casos de pacientes de HS
esplenectomizados, com defeitos na producdo de espectrina e com aumento na

contagem de reticuldcitos.

Um dos fatores que podem estar associados ao agravamento do quadro
hemolitico em pacientes com HS é o processo de estresse oxidativo que se da pelo
desequilibrio entre espécies reativas de oxigénio (ERO) e antioxidantes (BENDOVA,
MACHOVA, HASKOVA et. al. 2010).

A oxidacao é parte fundamental da vida aerdbica e a producdo de radicais
livres e outras espécies reativas é parte do metabolismo humano, sendo observada
em condi¢cdes fisiolégicas, como nos sinais de transducdo. No entanto, quando
ocorre desequilibrio entre espécies reativas de oxigénio (ERO) e antioxidantes, ha

efeitos prejudiciais & membrana que podem levar a lise eritrocitaria e agravar o
guadro de hemodlise de pacientes com HS (VASCONCELOS, 2007).

Danos ocasionados aos eritrocitos decorridos do estresse oxidativo podem
levar a lise, liberando Hb com consequente formacdo de metaHb (TELEN &
KAUFMAN, 2004). A metaHb aumenta a producdo de ERO no interior do eritrécito,
ocasionando mais estresse oxidativo na célula, tornando o eritrécito mais vulneravel
a lise e iniciando um novo ciclo, que amplifica o processo hemolitico. Ou seja, a
metaHb age como um amplificador de formacdo de ERO, importante para
desenvolvimento do processo de hemalise (BALAJI, TRIVEDI, 2012)

Para avaliar o grau de estresse oxidativo das amostras dos pacientes,
participantes deste trabalho, realizou-se a determinagcéo da concentracédo de metaHb

gque como exame de acompanhamento, pode auxiliar na deteccdo de casos de
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hemdlise ocorridas pelo estresse oxidativo, que pode ser minimizado, impedindo o
agravamento do quadro em pacientes com HS.

A partir da dosagem de MetaHb em eritrocitos dos pacientes estudados, nao
se encontrou evidencias de estresse oxidativo, que seriam evidenciados por valores

de metaHb acima da faixa de referéncia.

Ghoti et al. (2010) observaram, entretanto, a presenca de estresse oxidativo
em eritrocitos de pacientes com HS, além de reducdo nos marcadores de estresse
oxidativo apds a suplementacdo com agentes antioxidantes. A auséncia de estresse
oxidativo nos eritrécitos dos pacientes estudados poderia ser explicada pela
suplementacdo com concentracdes elevadas de acido fdlico recebida pelos

mesmos, que pode agir como antioxidante.

6.4 PERSPECTIVAS SOBRE O APERFEICOAMENTO DO DIAGNOSTICO E
ACOMPANHAMENTO DE PACIENTES COM HS.

A partir da avaliacdo do melhor método para diagndéstico de HS, associada a
indicagcbes da literatura cientifica, pode-se sugerir, portanto que hospitais de
referéncia, como HC-UFPR, que realizam apenas FO e FOi como testes para o
diagndstico de HS, incluam em sua rotina a realizacdo do ensaio de EMA, por ser o
exame que isoladamente, apresenta maior sensibilidade e especificidade. Uma
segunda sugestdo, alternativa a primeira, seria a incorporacao da analise de AGLT
associada a FOi, que, a partir dos resultados obtidos neste trabalho e em outros,
parece ser a associacdo que poderia detectar maior nimero de casos de HS, além

de ser mais econdmica e acessivel que o EMA.

Em casos inconclusivos, nos quais AGLT, FOi ou EMA néo sejam suficientes
para o diagnostico e que a suspeita de HS persista, a deteccdo do possivel defeito
de membrana eritrocitaria, feita pela analise das bandas de proteinas de membrana
eritrocitaria em gel de SDS-PAGE, seria a melhor alternativa apresentada até o
momento. Apesar de ndo exigir uma instrumentacao tao sofisticada, esta técnica nao
€ sugerida para o diagnéstico de todos os casos suspeitos de HS por ser uma

metodologia laboriosa e de dificil insercao na rotina laboratorial.
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Apébs o diagnéstico, para 0 acompanhamento do paciente, com o objetivo de
impedir o agravamento do quadro de hemdlise e seus danos consequentes,
considerando também, a auséncia de tratamento especifico para a doenca,
sugerimos, além do acompanhamento hematimétrico, a avaliacdo do estresse
oxidativo dos eritrocitos dos pacientes com HS, a partir da realizacdo de exames
como metaHb, tendo em vista que o estresse oxidativo pode se apresentar como um
fator de agravamento de sinais e sintomas como ja relatado por outros autores
(Ghoti, FIBACH & DANA et al. 2011).
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7. CONCLUSOES

No estudo sobre exames laboratoriais para diagndstico e acompanhamento

de 18 pacientes com diagnéstico presuntivo de HS, atendidos no HC-UFPR, de abril

a novembro de 2014, concluiu-se que:

a)

b)

d)

e)

f)

9)

O teste de FO apresentou sensibilidade de 37,5%, com relacdo ao
diagnastico presuntivo de HS;

O teste de FOi apresentou sensibilidade de 68,8%, com relagdo ao
diagnostico presuntivo de HS;

O AGLT apresentou sensibilidade de 94%, com relacdo ao diagnostico
presuntivo de HS;

No gel de SDS-PAGE, observou-se diminuicdo de bandas de a e B-
espectrinas, banda 3, proteina 4.1 e proteina 4.2, de forma isolada ou
conjunta, com excecdo de um caso, cujo paciente havia recebido
transfusdo sanguinea recente;

Observou-se 3 a 20% de esferdcitos no sangue periférico dos pacientes
analisados (n=8);

A associagédo de AGLT e FOi identificou 100% dos casos diagnosticados
presuntivamente como HS;
N&o se observou aumento nas concentracdes de metahb em eritrocitos dos

pacientes estudados.

A partir dos resultados obtidos neste estudo pode-se sugerir que a associacao

de AGLT e FOi podem representar a escolha mais confiavel, por detectar maior

namero de casos com diagnéstico presuntivo de HS além de apresentar um

custo acessivel. De acordo com a literatura a utilizacdo do EMA pode ser a

opcao mais confidvel para o diagnéstico de Hs. Esta sugestdo, entretanto, ndo

substitui 0 emprego de SDS-PAGE, que detecta especificamente as proteinas

reduzidas ou ausentes da membrana eritrocitaria nos casos de HS. Tais

determinacdes sao reconhecidas na literatura cientifica e disponiveis a serem

utilizadas, alternativamente, em centros especializados em diagnéstico de

doencas hemoliticas.
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Além disto, a utilizagdo de acido folico aliada a concentracdes normais de
metahb nos eritrécitos dos pacientes estudados sugerem uma compensacao do
estresse oxidativo pelo acido folico em pacientes com HS. Desta forma, a
insercdo de exames para a deteccdo do processo oxidativo na rotina de
acompanhamento dos pacientes com HS e a insercdo de suplementagcdo com
agentes antioxidantes quando necessario, pode ser uma forma de diminuir o

processo de hemolise.
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