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REsumo

Na Curva de Fragilidade Osmotica as hemécias sdo submetidas a concentragdes crescentes de cloreto de
sodio e o percentual de hemolise € avaliado pela quantidade de hemoglobina livre em solucéo. Ocorreaumento
da resisténcia globular na anemia ferropriva e talassemia, e diminuicdo da resisténcia na esferocitose hereditéaria
e esferocitose associada as anemias hemoliticas autoimunes. Este trabalho objetivou padronizar essacurva com
relacdo a necessidade e tempo de incubacéo, caracterizar curvas de pacientes anémicos e testar sua eficiéncia
em estudo cego, auxiliando na caracterizacao de anemias. Foram obtidos 4 mL de sangue total de sujeitos
divididos emtrés grupos de pesquisa: 1) 15 individuos saudaveis; 2) 15 individuos com hemograma apresentando
microcitose, esferocitose, macrocitose, hemacia em alvo, hemacias falciformes, desvio a esquerda/granulacoes
toxicas; 3) 10 individuos com hemograma alterado (estudo cego). O sangue foi pipetado em tubos com solucéo
de cloreto de sodio a 1% e agua destilada. Apds centrifugacdo, realizou-se a leitura dos sobrenadantes em 540
nm. As curvas do grupo 1 foram realizadas sem e com incubacéo de 24 e 48 horas a 37°C. Na padronizacéo,
ndo se observou diferenca nas curvas comauséncia e presenca de incubacgéo. Ficou evidente a curva no caso
de macrocitose, microcitose e presenca de hemoglobina S; ndo houve alteragdes na curva comdesvio aesquerda,
granulacdes toxicas e eliptocitos. Constatou-se que nao existe necessidade de incubacao para execucao do
método e é Gtil quando associado ao hemograma para auxilio na caracterizacdo de anemias megaloblasticas,
anemia ferropriva, presenca de HbS e talassemia.

PALAVRAS-CHAVE: Curva; Fragilidade osmética; Eritrocitos.
STANDARDIZATION AND APPLICATION OF THE OsmoTIC FRAGILITY CURVE TO HELP IN THE ANEMIA DIAGNOSIS

ABSTRACT

At the Osmotic Fragility Curve the erythrocytes are submitted to crescent concentrations of sodium chloride,
and the hemolysis percent is available by the quantity of free hemoglobin in solution. Increased resistance occurs
in globular anemia and thalassemia, and decreased resistance, in hereditary spherocytosis associated with
spherocytosis and hemolytic anemia. This research objective was to standardize the curve according to need
and incubation time, to characterize curves of anemic patients and test its efficiency in a blind study, helping on
anemia’s characterization. Total blood was collected fromindividuals distributed in three different search groups:
1) 15 healthy individuals; 2) 15 individuals with hemograms showing microcytosis, spherocytosis, macrocytosis,
target erythrocytes, sickle erythrocytes, a left shift and toxic granulation; 3) 10 individuals withaltered hemogram
(blind study). The blood was pipetted in tubes with a solution of sodium chloride 1% and distilled water. After
centrifugation, the reading of the supernatant at 540 nm was performed. The curves of group 1 were done with
and without incubation of 24 and 48 hours at 37 °C. In standardization, no difference was observed in the
curves with the absence and presence of incubation. In the case of macrocytosis, microcytosis and presence of
hemoglobin S, the curve was evident; there were no alterations in the curve witha left shift, toxicgranulation and
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elliptocytes. It was observed that there is no need for
incubation execution. The method is useful when
associated with hemogram to help in the
characterization of megaloblastic anemia, iron deficiency
anemia, presence of HbS and thalassemia.

Keyworbps: Curve; Osmotic fragility; Erythrocytes.

INTRODUCAO

A Curvade Fragilidade Osmotica— CFO é também
conhecida como: Curva de Resisténcia Globular; Prova
de Resisténcia Osmdtica; Prova de Fragilidade
Osmotica; Curva de Hemolise; Resisténcia Osmotica
das Hemacias. Ja a anemia pode ser conceituada como
a queda do contetdo de hemoglobina, que pode
coincidir ou ndo com a diminuicdo no nimero de
eritrocitos. A curva avalia a capacidade dos globulos
vermelhos de incorporar agua emseu interior, sem que
ocorra a lise da célula. (CEACLIN, 2012) Por esse
motivo se pode dizer que a resisténcia esta na
dependéncia da relagdo entre volume/superficie do
glébulo.

A CFO é um teste que pode ser usado no auxilio
da caracterizagao de diversas anemias, que apresentam
como caracteristica principal a diferenca de tamanho
e forma das hemacias. No entanto, o teste é de dificil
padronizacao, e por esse motivo pouco realizado nos
laboratorios.

Pode-se observar que had um aumento da resisténcia
globular na anemia ferropriva, assim como na
talassemia, e ha uma diminuigdo dessa resisténcia na
esferocitose hereditaria e esferocitose associada a
anemias hemoliticas autoimunes. O volume
recomendavel para coleta é de 4,0 ml de sangue. O
sangue coletado devera ser conservado em até seis
horas (temperaturaambiente) (PARDINI, 2012).

A curva se apresentard aumentada em: anemia
esferocitica hereditaria, anemia hemolitica ndo-
esferocitica hereditaria, anemia hemolitica adquirida,
doenca hemolitica do recém-nascido, devido a
incompatibilidade ABO, alguns casos de anemia
hemolitica secundaria, apds queimaduras graves,
envenenamento quimico e anemia hemolitica secundéria,
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em alguns casos de linfoma maligno, leucemia,
carcinoma, gestacéo, cirrose e infeccdo. A curva se
apresentara diminuida em: inicio da infancia, anemia
ferropriva, talassemia, anemia falciforme, doenca da
hemoglobina C homozig6tica, anemia megaloblastica
nutricional, pés-esplenectomia, doenca hepatica e
ictericia (WALLACH, 2003; PARDINI, 2012;
KHURANA, 2006; WILIAMS e WILKINS, 2007,
FISCHBACH e DUNNING, 2008).

Como sdo varias as patologias em que observamos
alteracBes na curva de fragilidade osmética, pontuamos
aquelas anemias mais expressivas pelo seu significado
clinico e social:

AAnemia Hemolitica Esferocitica Constitucional ou
Esferocitose Hereditaria— EH € um disturbio causado
pela alteracdo da membrana dos eritrdcitos e possui
transmisséo autossomica dominante (VERRASTRO
et al., 2002). E caracterizada por anemia leve,
esplenomegalia e ocorre 0 aumento de esferdcitos no
sangue periférico, denominado esferocitose (LEE et
al., 1998). Na EH, os eritrécitos possuem alteracdes
que desencadeiam a diminuicdo da deformabilidade e
predisposi¢éo ao aprisionamento esplénico (ZAGO et
al., 2001), e o pré-requisito para hemdlise € um baco
normal (LEE et al., 1998).

Ja a anemia megaloblastica é caracterizada por
alteracdes morfoldgicas na medula dssea, que passa a
produzir eritrocitos macrociticos (ZAGOet al., 2001),
e este tipo de anemia é resultante da caréncia de
vitamina B12 (cobalamina) e/ou Folatos (&cido félico).
A caréncia de folatos ou vitamina B12 gera distUrbios
na multiplicacéo celular envolvendo a sintese de DNA,
pois a presenca de folatos e vitamina B12 é essencial
para a producéo de timidina, um dos nucleotideos que
forma o DNA. Portanto, ocorrendo a caréncia de
folatos e/ou vitamina B12 havera uma menor sintese
de DNA (ZAGO et al., 2001).

A anemia falciforme (doenca SS) é uma
hemoglobinopatia genética onde ocorre alteracéo na
estrutura da molécula de hemoglobina (HbA1),
denominada hemoglobina S (HbS), que provoca
distorcéo da morfologia dos eritrocitos, passando de
forma esférica para a forma de "foice" (sickle-cell),
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fenémeno de falcizacdo, quando expostas a queda da
tensdo de oxigénio (BRASIL, 2006; ZAGO et al.,
2001).

A anemia ferropriva é causada pela deficiéncia de
ferro, que é utilizado na producdo dos eritrocitos, e sua
presenca é essencial para a sintese de heme e, portanto,
de hemoglobina. Cerca de 80% do ferro absorvido pelo
trato gastrointestinal —- TG destina-se a hemoglobina
(KELLEY, 1999). A deficiéncia de ferro pode causar
umaanemia ferropriva, com diminui¢éo nos valores da
hemoglobina, causando, consequentemente, hipocromia
e microcitose. A anemia microcitica hipocrémica
compromete a liberacdo de oxigénio para os tecidos,
provocando fraqueza, fadiga, palpitagdes e tonteira
(KELLEY, 1999).

As sindromes talassémicas sdo distarbios
hereditarios da sintese das cadeias de globina . ou f3.
Podemos observar talassemias alfa, beta, delta-beta e
gama-delta-beta. Os fendtipos das talassemias do tipo
alfa e tipo beta sdo aqueles de importancia em termos
de satde publica (POYART e WAJCMAN, 1996;
WEATHERALL, 1997).

A primeiraanormalidade bioquimica nas talassemias
é resultante do defeito quantitativo na sintese de um
determinado tipo de cadeia, o0 que leva ao decréscimo
da hemoglobina eritrocitéria (hipocromia), juntamente
coma presenca de um excesso de cadeias normalmente
sintetizadas. Essas, ndo tendo possibilidade de
encontrar seus pares, se tetramerizam entre si, sofrendo
precipitacdo e ligacdo & membrana, provocando
hemdlise (SCHWARTZ, 1974; POYART e
WAJCMAN, 1996).

Portanto, os objetivos do presente trabalho
foram: primariamente padronizar a curva de
fragilidade osmoética junto ao laboratorio de
Hematologia Clinica do Centro Universitario de
Avraraquara — Uniara. Depois, caracterizar as curvas
nos casos de algumas alteracdes hematoldgicas,
como anemia megaloblastica, anemia esferocitica e
hemacias microciticas, e depois realizar um estudo
cego com hemogramas alterados e demonstrar a
eficiéncia da curva de fragilidade osmética na
caracterizacédo de algumas patologias.
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MATERIAL E METODOS

(Protocolo n.° 831 — Aceito pelo Comité de Etica)

Apresentacéo e caracterizagdo do universo da
pesquisa

As coletas de sangue e as analises laboratoriais
foram realizadas no Laboratério de Hematologia
Clinica e Imunologia Clinica do Centro Universitéario
de Araraquara — Unidade Il. O presente laboratério
conta com infraestrutura apropriada para realizacao
de coletas de sangue e para manuseio, estoque,
incubacdo e descarte de amostras biolégicas.

Delimitacdo e caracterizacdo dos sujeitos/
individuos da pesquisa e da amostragem da
pesquisa

Padronizacdo da Curva de Fragilidade
Osmoética (primeira etapa): foram obtidos 4 mL de
sangue total colhidos por puncéo venosa, emtubo com
K,-EDTA, utilizando seringa e agulha descartaveis. A
coleta, inicialmente, foi realizada em 15 individuos
saudaveis, semanemia, de ambos 0s sexos, com idade
entre 18 e 40 anos, sem distin¢do de raga ou grupo
populacional. Para fazer a triagem dos pacientes com
relagdo a presenca ou ndo de anemia, foi realizado um
questionario e um teste de microhematocrito — Ht,
utilizando sangue de puncao digital. Somente foram
aceitos individuos comvalores de Ht maior ou igual a
38% para homens e Ht maior ou igual a 35% para
mulheres. Entre todos os pacientes também foi realizada
a pesquisa de hemoglobina S pelo teste de solubilidade
em microplaca, sendo recusados os pacientes com
positividade nesse estagio da pesquisa. Para
padronizacédo dacurva, o sangue utilizado precisou ser
de individuos saudaveis para servir como controle, para
saber como se apresenta uma curva de fragilidade
osmotica normal; para tanto, foram realizadas as
analises de 15 individuos diferentes demonstrando que
a curva normal é comum para todos.

Estudo da Curva de Fragilidade Osmotica de
amostras com alteracgdes (segunda etapa): foram
utilizadas amostras de sangue total de 4 mL colhidos
comK,—EDTA, ap0s autorizacéo prévia do paciente,
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junto ao Laboratério de Analises Clinicas da Santa
Casa de Misericdrdia de Araraquara, de 15 individuos
de ambos os sexos, com idade entre 18 e 40 anos,
sem distin¢do de raca ou grupo populacional e com
hemograma apresentando microcitose, hipocromia,
esferocitose, macrocitose, hemécia em alvo, hemécias
falciformes, leucemia, leucocitose, desvio a esquerda/
granulacOes toxicas. Foram realizadas analises do
sangue de individuos com hemograma apresentando
diferentes alteraces hematoldgicas, para caracterizar
como ficaria sua curva de fragilidade osmotica.

Aplicacédo da curva para hemogramas com
alteracdes (estudo cego — terceira etapa):
utilizamos as amostras de 4 mL de sangue total colhidos
comK,—EDTA, ap0s autorizacéo prévia do paciente,
junto ao Laboratério de Analises Clinicas da Santa
Casa de Misericdrdia de Araraquara, de 10 individuos
que apresentaram hemogramaalterado. Foi realizado
um estudo cego para avaliar a eficacia do método
previamente ja padronizado, portanto, a aluna
participante do trabalho ndo sabia quais eram as
alteracdes hematoldgicas presentes em cada amostra.
O conhecimento das alteragdes ocorreu somente no
final do estudo.

Essas amostras de sangue total, que foram obtidas
junto ao laborat6rio de analises clinicas citado neste
item, foram colhidas dos pacientes que estavam fazendo
exames laboratoriais de rotina no periodo da manha,
na época do estudo, por pessoal treinado do préprio
laboratério, utilizando tubos, seringas e agulhas
descartaveis. O estudo cego teve a finalidade de
comprovar a eficacia do método e confirmar os
resultados obtidos na segunda etapa, sema aluna saber
0 que esperar do resultado.

Apresentacdo e descricdo das técnicas de
pesquisa (métodos)

Teste de Solubilidade — Screening de
Hemoglobina S (LOUDERBACK etal., 1974).

— Técnica (adaptada para microplaca):

v ldentificou-se a microplaca com o nimero dos
voluntérios de forma crescente, horizontalmente da

52

esquerda para a direita;

v Os dois ultimos pogos foram dois controles
positivos;

v Dissolveu-se o ditionito de sddio (NaSO?) em
tampéo difosfato 0,1 gr/10mL;

v Foram dispensados 200 pL desse tampao/
ditionito em cada pogo da microplaca;

v Pipetou-se 5 uLL do sangue a ser testado em cada
poc¢o homogeinizando;

v Foram aguardados 10 minutos.

—Aleitura foi efetuada de duas formas:

v Colocou-se a microplaca sobre um papel
contendo uma linha negra:

— Teste Positivo: ndo foi possivel ver a linha por
causa da insolubilidade das heméacias (AS).

— Teste Negativo: foi possivel ver a linha.

v Pipetou-se com pipeta multicanal 5 uLL dareagao
da microplaca e sobre um papel de filtro:

— Teste Positivo: as hemécias insollveis se
depositaram formando um halo semelhante a um alvo
(AS).

— Teste Negativo: difusdo da hemolise pelo papel.

Curva de Fragilidade Osmética

v Numeraram-se 10 tubos de ensaio;

v No tubo n.° 1 colocou-se 0,4 mL de salina a
1%; 0,5 mL no tubo n.° 2; 0,6 mL no tubo n.° 3, e
assim por diante (o Gltimo tubo devera conter 1,3 mL);

v No 1.° colocou-se 1,6 mL de dgua destilada, e
assim por diante, em ordem decrescente (0 2.° tubo
deverater 1,5 mL e o ultimo, 0,7 mL);

v Foram colocados em cada tubo 20 pL de sangue
(EDTA);

v Os tubos foram homogeneizados suavemente,
semagitar;

v Os tubos ficaram em repouso por 20 minutos
em temperatura ambiente, e centrifugados em baixa
rotagdo por 15 minutos;

v Observou-se onde a hemolise se iniciou e onde
ela foi total.

A leitura foi feita em espectrofotdmetro em 540 nm,
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zerando o aparelho com agua. O 1.° valor foi dividido
por ele mesmo e multiplicado por 100, correspondendo
a100%; 0 2.° pelo 1.° x 100; 0 3.° pelo 1.° x 100; e
assim por diante. A leitura foi feita em absorbancia.

Esferocitose: curva a direita (aumento de
hemélise)

Talassemia: curva a esquerda (diminuicdo de
hemélise)

Observacdo: O presente teste foi realizado sem
incubagdo, com incubagdo de 24 horas e com
incubacéo de 48 horas em banho-mariaa 37°C.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A padronizac¢do da Curva de Fragilidade Osmética
foi realizada na auséncia e na presenca de incubacao
em banho-maria a 37°C durante 24 ou 48 horas. No
presente experimento, ndo se observaram diferencas
entre as curvas nos diferentes periodos de incubagdo
(Figura 1) e, a partir desses resultados, passamos a
realizar as proximas etapas deste trabalho sem a fase
de incubacéo.

Na literatura, existem relatos de que a incubagéo
seria importante na caracterizagdo de esferocitose
hereditaria ou outras formas de anemia onde exista a
presenca de esferdcitos, pois a incubagdo dos
eritrocitos previamente a sua realizacdo sensibiliza o
teste, devido a exposicdo das hemécias a um estresse
metabdlico que acentua o defeito dos eritrdcitos,
facilitando, desse modo, a interpretacéo dacurva (LEE
et al., 1998). Infelizmente, durante o periodo de
realizagdo deste trabalho, nenhuma amostra com
quantidades consideraveis de esferdcitos entrou para
0S grupos de estudo para podermos confirmar esses
dados.

A resisténcia dos eritrocitos depende da relacéo
entre a superficie e o volume da hemécia. No presente
experimento avaliamos como as diferentes alteragdes
hematoldgicas se portaram frente a diferentes
concentracGes de NaCl.

Como demonstrado na Figura 2, a curva se mostrou
voltada para a esquerda, ou seja, as hemacias
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demonstraram fragilidade diminuida quando
microciticas e hipocrémicas, alteragdes encontradas
tanto naanemia ferropriva como nas talassemias. Esses
resultados corroboram relatos da literatura
(WALLACH, 2003). Devido a menor concentragao
de hemoglobina dentro das hemécias (hipocromia), um
maior volume de agua pode entrar antes que estas
arrebentem.

Nao encontramos relatos na literatura que
indicassem alteracdo da Curva de Fragilidade Osmoética
na presenca de eliptdcitos ou ovaldcitos. Essa auséncia
de efeito também foi observada no presente estudo
(Figura 3).

Em estados infecciosos, Varios trabalhos demonstram
0 envolvimento de espécies reativas de oxigénio — Eros,
aumento de peroxidacdo lipidica e diminuicdo da
atividade de enzimas antioxidantes naturais do organismo
(DARLEY-USMAR e HALLIWELL, 1996).
Consequentemente, a membrana eritrocitaria se
apresenta, nesses casos, mais fragil. Wallach (2003),
em estudo anterior, demonstrou que a Curva de
Fragilidade Osmotica se apresentou aumentada para
hemécias de pacientes com infeccdo (hemograma
apresentando leucocitose ou leucopenia, seguido ou ndo
por desvio a esquerda e presenca de alteracfes toxico-
degenerativas, como granulagdes toxicas).

No presente trabalho ndo observamos alteragGes
na curva de pacientes com quadros infecciosos. A
possivel explicacdo para o ocorrido é que, talvez, os
casos analisados ndo fossem de gravidade consideravel
a ponto de gerar Eros em concentragdes suficientes
para causar peroxidacao lipidica e lesdo de membrana
(Figura4).

A Curva de Fragilidade Osmotica avalia a
capacidade dos globulos vermelhos de incorporar agua
em seu interior, sem que ocorra a lise da célula.
Consequentemente, quanto maior o volume do glébulo
maior a quantidade de agua intracelular e, com isso,
uma menor fragilidade osmética. Portanto, hemécias
macrociticas e em alvo tém uma maior capacidade de
permanecer integras em solugdes hiperténicas do que
heméacias normais (Figura 5), e foi justamente o que
observamos no presente trabalho.
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Na anemia falcimorme e também no traco
falciforme, devido a mutacéo na cadeia 3 de globina,
encontramos HbS que pode exibir comportamento
oxigenado, considerado normal ou desoxigenado,
sofrendo polimerizagdo, formando uma rede gelatinosa
de polimeros fibrosos. Esses polimeros alteram a
caracteristica do eritrocito, que passa a ter sua
membrana mais rigida; € também observado aumento
da viscosidade sanguinea, desidratacdo celular devido
a perda de potassio e deformacdo do eritrécito
caracteristico dessa anemia hemolitica (KELLEY,

1999). Essas células perdem a flexibilidade e ndo tém
a capacidade de atravessarem pequenos capilares
(BRASIL, 2006; ZAGO etal., 2001). Devido a essa
alteracdo de membrana com maior rigidez, 0s
eritrocitos apresentam diminuicdo da curva de
fragilidade osmética (Figura 6).

No experimento de aplicacdo da Curva de
Fragilidade Osmética, para todos os pacientes
estudados observamos para cada patologia 0 mesmo
padrdo da curva quando comparado as analises ja
realizadas (dados ndo mostrados).
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Figura 1 — Padronizagdo da Curva de Fragilidade Osmética.
Fonte: Dados de pesquisa.
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Fonte: Dados de pesquisa.
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Microcitose e Hipocromia.
Fonte: Dados de pesquisa.
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Figura 6 — Traco Falciforme.
Fonte: Dados de pesquisa.
CoNcLusAo relacionada a gravidade do processo infeccioso.

O presente trabalho demonstrou que néo existe a
necessidade de incubacgéo para a execugdo da Curva
de Fragilidade Osmotica, pois as curvas padronizadas
nos diferentes tipos de incubagdo se apresentaram
semelhantes.

A metodologia é util quando associada ao
hemograma para auxilio na caracteriza¢do de anemias
megaloblasticas, anemia ferropriva, presenca de HbS,
talassemias e hemécias emalvo.

A curva ndo se demonstrou alterada nos casos da
presenca de eliptocitos, portanto, estando essa
alteracdo presente, associada as outras anemias, sabe-
se que ndo serd a responsavel pela modificacdo da
curva.

N&o se demonstraram alteracdes na curva de
pacientes com infeccéo leve/moderada (granulagfes
téxicas), estando provavelmente a alteracdo
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