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processadas a fresco ou apés 24 horas de incubacao a 37°C
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INTRODUGAO

Resumo

Objetivo: Analisar qualitativamente o teste de fragilidade osmotica (F.O.) para amostras a
fresco ou apods incubacgéo a 37°C. Métodos: Foram processadas 20 amostras de sangue
periférico, coletadas em duplicata com 5mL em cada tubo com heparina, de pacientes
com solicitagdo de F.O. como exame de rotina para processamento a fresco e apds incu-
bagéo por 24 horas em banho-maria a 37°C, em 13 tubos com concentragdes variaveis
de 0,1% a 0,9% de NaCl. Resultados: Foram analisadas 20 amostras de pacientes em
sua maioria do género feminino 17/20 (85%), com idades entre 3 meses a 75 anos, para
realizagéo do teste de F.O. A andlise qualitativa dos resultados mostrou que 9/20 (45%)
amostras tiveram resultado concordante entre os testes de F.O. para amostras a fresco e
apos incubagao a 37°C. Dos resultados discordantes, 8/11 (72,7%) resultados mostram
fragilidade dos eritrécitos a hemolise nas amostras a fresco e curva normal (sem hemolise)
apos incubagéo da amostra a 37°C. Outros 3/11 (22,3%) resultados apresentaram curva
normal (sem hemdlise) no teste com amostra a fresco e resisténcia a hemdlise no teste
com a amostra apds incubagéo a 37°C. Com o teste de Extato de Fisher ndo mostrou
diferenca estatistica (p=0,5743) para as amostras processadas a fresco ou ap6és incubagéo
a 37°C. Conclusao: O teste de F.O. se mostrou mais eficiente quando a amostra testada
foi analisada apos incubagédo por 24 horas a 37°C em banho-maria, contudo ndo houve
diferenca estatistica para resultados processados a fresco ou apos incubagao a 37°C.
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diluicdo das solugbes de cloreto de sodio até a transferéncia
de amostras trocadas no momento da leitura em espectro-

O Teste de Fragilidade Osmética (F.O.) ou Curva de
Fragilidade Osmética ainda hoje € um método de triagem
laboratorial muito utilizado para avaliar a resisténcia ou fra-
gilidade (lise) dos eritrécitos quando submetidos a variacdes
de concentragdes osmoticas em cloreto de sédio. Princi-
palmente quando outros métodos mais modernos, como o
de citometria de fluxo,®' n&o estdo disponiveis de forma
ampla em todo o territorio nacional. Assim, a utilizagao do
teste de F.O., ainda hoje, baseia-se no fato de se tratar de
um método simples e de baixo custo, porém que também
apresenta pouca precisdo em fungdo das muitas variaveis
em sua execugao, que vao desde erros operacionais na

fotébmetro. Além do tempo de execucdo da técnica, que é
exclusivamente manual e exige operador dedicado.(
Esses sao alguns dos fatores determinantes para que
muitos laboratorios de rotina brasileiros tenham deixado de
oferecer esse teste em seu rol de exames® 1416 Assim, uma
parcela importante de pacientes deixou de ser assistida de
triagem e diagnéstico™* 1419 para anemias de carater genético
(esferocitose hereditaria, epilocitose hereditaria, estomatoci-
tose hereditaria e piropoiquilocitose hereditaria)(' 572" que
sdo associadas a deficiéncias, qualitativas ou quantitativas,
de proteinas de ligagdo membrana celular e citoesqueleto
(complexo juncional), como por exemplo nas anemias por
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deficiéncia das proteinas: banda 3, espectrina alfa, espectrina
beta, anquirinas, banda 4.1, banda 4.2, demantina, actina,
aducina, banda 6 e banda 7.('41517-1922) Deficiéncias essas
que interferem na integridade, flexibilidade, permeabilidade
e/ou deformidade dos eritrocitos quando submetidos a con-
centragdes osmolares diferentes. (1423

Nessas condi¢coes de deficiéncia de proteinas do
complexo membrana celular/citoequeleto o teste de F.O.
pode se apresentar aumentado em anemias, como na
esferocitica hereditaria,"-'%2'.22) anemia hemolitica ndo-es-
ferocitica hereditaria®'2151920.22) @ nas hemoliticas adquiridas
apoés envenenamento, %923 por exemplo. Por outro lado, o
mesmo teste pode apresentar-se diminuido, por exemplo,
nas anemias ferropriva, talassemias,'®?* doenca falciforme e
doencga da hemoglobina C. Contudo, durante a investigagao
dessas anemias o teste de F.O. € apenas mais um indicador
para a conclusao diagnostica, sendo necessarios outros
parametros laboratoriais para auxiliar nessa interpretagéo,
como: o hemograma completo onde se observam alteracoes
na concentragao de hemoglobina, no hematdcrito, no volume
corpuscular médio (VCM), na concentragéo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM), na amplitude de distribuicéo
dos eritrécitos (RDW) e ainda na andlise morfolégica do
esfregago sanguineo, com a presenga de diversas formas
dos eritrocitos (poiquilocitose); e a contagem de reticulécitos
gue se apresenta aumentada (reticulocitose).(2526)

Nesse sentido, entre as anemias por deficiéncia de
proteinas do complexo membrana celular/citoequeleto, a
mais frequente é a esferocitose hereditaria, que apresenta
aumento da lise de eritrocitos no teste de F.O., reticulocitose,
hemoglobina entre 8 e 13g/dL, VCM < 82fl, CHCM>25g/dL e
esferocitos na hematoscopia.(1":1217-19.2122.2526) Agsim, nosso
objetivo foi analisar de forma qualitativa para qual tipo de
processamento de amostras, a fresco ou apds incubagao
a 37°C por 24 horas, o teste de fragilidade osmética € mais
eficiente para uso na rotina de laboratérios de andlises
clinicas.

MATERIAL E METODOS

Amostras biolégicas

Foram incluidos nesse estudo 20 amostras de sangue
periférico de pacientes com idades entre 3 meses e 75 anos
que foram referenciados a um laboratorio de analises clinicas
particular de Belém-Para, no periodo de agosto e setembro
de 2018, para a realizagédo de teste de Fragilidade Osmética
(F.O.) apos consulta com seu médico hematologista que,
diante das condi¢des clinico-laboratoriais apresentadas
em consulta, deliberou pela complementagéo diagndstica
com a solicitagédo do teste de F.O. isoladamente (n=6) ou
em associagao com o hemograma (n=14). Sem, contudo,
quaisquer informagdes clinicas adicionais. Cada amostra
era composta por dois tubos com 5,0mL cada de sangue
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periférico anticoagulados com heparina, para posterior
procedimento operacional padrao (POP).

Aspectos éticos

Como o estudo foi realizado apenas com amostras da
rotina de Teste de Fragilidade Osmoética de pacientes que
procuraram espontaneamente o laboratorio, sem o contato
direto ou aplicagdo de qualquer questionario aos sujeitos
da pesquisa, os autores da pesquisa assinaram um termo
de responsabilidade de guarda e sigilo dos dados junto a
direcao do referido laboratério, conforme prevé a Resolucao
466/2012 do Conselho Nacional de Saude do Ministério da
Saude do Brasil.

Teste de fragilidade osmoética

Para o teste de fragilidade osmética, as solugdes de
uso de cloreto de sodio (NaCl) foram confeccionadas a partir
de uma solugdo estoque de NaCl, concentrada a 10% e
tamponada em tampao fostato a pH 7,4, da qual foram feitas
diluicdes, em agua deionizada, para a confecgao dos 13
frascos de 100mL de solugdes de NaCl nas concentracoes
de 0,90%; 0,80%; 0,75%; 0,65%; 0,60%; 0,55%; 0,50%;
0,45%; 0,40%; 0,35%; 0,30%, 0,20%; e 0,10%.

Para a verificagao da diferenca qualitativa entre as
amostras do teste de F.O. foram identificados 13 tubos
secos de vidro (medindo 16x100), em duplicata, aos quais
foram incluidos 5mL de solugdo de NaCl em diferentes
concentragdes seguido da adigdo de 20uL da amostra por
tubo de cada paciente, tanto para as amostras a fresco como
para as amostras processadas ap6s incubagdo a 37°C em
banho-maria por 24 horas. Posteriormente, esses tubos
foram homogeneizados e postos em repouso por 30 minu-
tos, em seguida centrifugados por 5 minutos a 3.000rpm. O
sobrenadante de cada tubo foi transferido para cubetas para
leitura em espectrofotdmetro de luz com filtro de 540nm de
comprimento de onda, para obtengédo das concentragoes
do grau de hemdlise de cada tubo e confecgao das curvas
de fragilidade osmdtica.

Hemograma

As amostras que apresentavam solicitagdo médica
de teste de F.O. e hemograma (n=14) foram submetidas
a analise no equipamento de automag¢do em hematologia
BC6000® da marca Mindray, com posterior confecgdo de
esfregagos sanguineos, coloragéo das Iaminas com corante
de May Grunwald®, da empresa Merck, e analise morfologica
por microscopia de luz comum com objetiva de imersao por
profissional especializado do referido laboratorio.

Analise estatistica

Todos os dados foram tabulados e submetidos a
métodos de estatistica descritiva para definicdes de média,
desvio padrdo, mediana, e valores de minimo e maximo,
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além de teste ndo paramétrico, teste Extato de Fisher, para
amostras independentes através do uso do software Bioestat
5.0. Considerou-se como significativo os valores de p <0,05.

RESULTADOS

Das 20 amostras analisadas, 17/20 (85%) eram de
pacientes do género feminino. Quanto a idade, 5/20 (25%)
tinham entre 3 meses e 7 anos; 1/20 (5%) tinha 13 anos;
6/20 (30%) tinham entre 25 a 41 anos; e 8/20 (40%) tinham
idades entre 52 a 75 anos. Desses pacientes apenas 14/20
realizaram hemograma juntamente com o teste de F.O.,
onde observou-se que 0s mesmos apresentaram medianas
de: 11,0g/dL de hemoglobina; 3.925x10%mm?3de eritrécitos;
86,0fl de VCM; e de 33,0l de CHCM.

No que tange aos resultados dos testes de F.O. para
as amostras desses pacientes observou-se que em 9/20
(45%) dos casos o teste de F.O. foi concordante ac mesmo
tempo para amostras a fresco e apés incubagao a 37°C.
Sendo 6/9 concordantes quanto a normalidade (Grupo 1);
1/9 concordantes quanto a resisténcia (Grupo 2); e 2/9
concordantes quanto a fragilidade (Grupo 3) dos eritrocitos

submetidos as varias concentragcdes de NaCl (Quadro 1).

Para os demais 11/20 (55%) casos, os resultados do
teste de F.O. foram discordantes quanto as amostras pro-
cessadas a fresco ou apos incubagéo a 37°C. Para essas
amostras observou-se que: para 8/11 (72,7%) amostras
houve resultado de fragilidade dos eritrécitos a hemolise
no teste de F.O. processadas a fresco e curva normal (sem
hemolise) para amostras processadas apos incubagao a 37°C
por 24 horas. O mesmo foi observado para 3/11 (22,3%)
amostras que apresentaram curva normal (sem hemdlise)
dos eritrécitos no teste com amostras processadas a fresco
e resisténcia a hemolise dos eritrocitos para as mesmas
amostras processadas apos incubagéo a 37°C por 24 horas.

Diante desses resultados foi aplicado teste Extato de
Fisher, o qual mostrou ndo haver diferenca estatistica (p
=0,5743) entre os resultados das amostras processadas
a fresco ou apds incubagao a 37°C para resultados iguais
(normal ou alterado) ou discordantes. Na Figura 1 sdo
apresentadas as curvas dos testes de F.O. para amostras a
fresco ou incubadas a 37°C (linhas em vermelho) quanto a
normalidade (1A e 1B), fragilidade (1C e 1D) ou resisténcia
a hemolise dos eritrdcitos testados (1E e 1F).

Quadro 1 - Quadro de distribuicdo dos pacientes submetidos a teste de fragilidade osmética que tiveram resultados concordantes ou discordantes
para amostras processadas imediatamente (a fresco) ou apds incubagéo por 24 horas a 37°C.

Grupos Pacientes (g?:L) (Xlilg:;;‘:n3) v((le;w CI(-Ing AF 37°

Concordantes Normal A-04 11,7 3.700 94,3 33,5 N N
(n=9) (n=6) A-05 1,0 3.720 86,3 34,3 N N
A-07 12,0 3.850 93,2 33,4 N N

A-08 11.8 4.250 82,1 33,8 N N

A-09 - - - - N N

A-13 11,3 3.930 83,2 34,6 N N

Resistentes (n=1) | A-06 1,7 5.220 71,6 32,0 R R

Frageis A-16 - - - - F F

(n=2) A-18 11,0 3.920 86,0 32,6 F F

Discordantes (n=8) A-01 - - - - F N
(n=11) A02 9.0 3.050 90,2 32,7 F N
A-03 13,0 4.360 90,6 32,9 F N

A-11 - - - - F N

A-14 10,3 3.230 95,0 33,6 F N

A-15 10,7 3.580 89,4 33,4 F N

A-19 - - - - F N

A-20 12,3 4.180 81,6 36,1 F N

(n=3) A-10 11,0 5.810 58,7 32,3 N R

A-12 9,6 4.840 65,7 30,2 N R

A-17 - - - - N R

Legenda: Amostra a fresco (AF); Amostra analisada apos incubagéo por 24 horas a 37°C (37°C); Hemoglobina (Hb); Eritrécitos (Eritroc); Volume Corpuscular Médio
(VCM); Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Médio (CHCM); gramas por decilitros (g/dL); fentolitros (fl); Teste de Fragilidade Osmética: Normal (N), com

eritrocitos frageis (F), ou com eritrdcitos resistentes (R) a hemdlise
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Figura 1. Curvas dos testes de fragilidade osmética correspondentes a amostras normais (A e B), frageis (C e D) e resistentes (E e F) processadas
a fresco ou apoés incubagao por 24 horas a 37°C.

Legenda: Curvas em preto (referéncia de normalidade); Curvas em vermelho (resultantes das amostras testadas); Escala do eixo X - concentragdes crescentes de
NaCl sendo (1) a menor concentragéo (0,1% de NaCl) e (13) a maior concentragdo de NaCl (0,9%); Escala do eixo Y - grau de hemdlise.
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As anemias hereditarias por deficiéncia de proteinas
de ligacao entre membrana celular e citoesqueleto, embora
sejam mais frequentemente diagnosticadas na primeira
infancia, por vezes podem ser motivo de investigagao em
individuos adultos ou mesmo idosos, isso porque alguns
desses pacientes podem passar parte da vida como assin-
tomaticos ou portadores de quadros leves de anemia em
um primeiro momento e em outro apresentar episodios
hemoliticos graves, como ocorre na eliptose hereditaria e
a ovalocitose hereditaria.?" Em nosso estudo observamos
que 40% (8/20) dos pacientes que realizaram o teste de F.O.
para pesquisa desses tipos de anemias encontravam-se na
faixa etaria de 52 a 75 anos, sugerindo assim a importancia
de um prescritor experiente e atento a pesquisa dessas
anemias mesmo em adultos ou idosos.

Em relagéo a técnica convencional para o teste de
fragilidade osmética’4 essa inclui a andlise de uma amostra
de sangue periférico processada a fresco e outra proces-
sada apos incubagao por 24 horas em banho-maria a 37°C,
sendo essa Ultima a que apresenta os melhores resultados
na caracterizagao da hemdlise em pacientes portadores de
esferocitose hereditaria, ou de outras formas de anemia
hemolitica por alteragao de proteinas de ligagédo do complexo
juncional membrana celular e citoesqueleto, em funcao
de expor os eritrocitos deficientes da amostra a estresse
metabdlico por 24 horas, em condigbes extracorporeas,
0 que acentua as deficiéncias proteicas dos eritrocitos e
facilita a interpretagao da curva.("1517-21)

Em nosso estudo também observamos que a analise
das amostras ap6s incubagéao a 37°C por 24 horas foi mais
assertiva que a analise das amostras a fresco para o teste
de fragilidade osmética. Contudo, como ja apresentado, ndo
houve diferencga estatistica para as amostras processadas
a fresco ou apds incubagéo a 37°C.

A maior assertividade do teste de fragilidade osmética
para amostras analisadas apos incubagéo por 24 horas em
banho-maria a 37°C, contudo, ganha ainda maior importancia
quando analisada em associagdo com a concentracao de
hemoglobina, volume corpuscular médio (VCM) e coefi-
ciénte de hemoglobina corpuscular médio (CHCM).(11.12:25.26)
Principalmente quando ocorrem discordancias entre os
resultados do teste de F.O. para amostras analisadas a
fresco ou apdés incubagéo por 24 horas a 37°C, como foi
observado, por exemplo, nos pacientes A6, A10 e A12, os
quais apresentavam redugédo de VCM e resisténcia dos
eritrécitos nas amostras testadas ao teste de F.O. apos
incubagédo por 24 horas em banho-maria a 37°C. O mesmo
foi observado para os pacientes que apresentavam VCM
normal e teste de F.O. também normal apés incubagéo por
24 horas em banho-maria a 37°C .

Ainda assim muitos interferentes sdo associados
a técnica convencional do teste de F.O., de modo que
muitos foram os esforgos tragados ao longo da ultima
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década no sentido de criar uma metodologia que desse
a esse teste maior especificidade e sensibilidade. Assim
foi desenvolvida a metodologia de citometria de fluxo que
utiliza eosina-5-maleimida, um corante fluorescente que
reage covalentemente com a lisina-430 na primeira alga
extracelular de dominio N-terminal da proteina banda-3, que
por sua vez interage com a anquirina e a proteina 4.2 que
interagem com o citoesqueleto celular através da espectrina
e estabilizam a bicamada lipidica da membrana. Desta
forma, essa metodologia mede a proporgao de eritrocitos
residuais apos a indugcéo de hemolise, por citometria de
fluxo, a partir da auséncia ou diminuicdo da expresséao de
proteinas da membrana dos eritrocitos que causa ruptura
da rede proteica do citoesqueleto e a redugao da expressao
normal da proteina banda-3 na membrana dos mesmos
resultando em reducao da ligagéo da eosina-5-maleimida
com a proteina banda-3 e, consequentemente, menor emis-
sdo de fluorescéncia, caracterizando assim a deficiéncia
dessas proteinas.(1®-1®

El Gendy, Hassab, Ghanem, Lewis e Nawar,('? em seus
estudos com portadores de esferocitose hereditaria (ES),
e utilizando o teste de F.O. convencional e por citometria
de fluxo como metodologias diagndsticas, mostraram que:
quando o teste de F.O. foi o convencional, 20% dos pacien-
tes com ES foram negativos para amostras processadas
a fresco e depois todos foram positivos apds incubacao
de 24 horas, comprovando a importancia da realizacao da
incubagéo para melhorar a sensibilidade do teste; e que
quando a execugao do teste de F.O. foi por citometria de
fluxo, houve maior vantagem no diagnéstico dos casos
leves de EH, menor tempo de execugao e resultado final da
técnica (2 a 3 horas), e menor interferéncia no resultado do
teste mesmo quando os eritrocitos estavam diminuidos de
tamanho, mas sem deficiéncia de proteinas do complexo
membrana celular/citoesqueleto, como por exemplo na
deficiéncia de ferro.

Isto sugere, assim, que o teste de F.O. por citometria
de fluxo pode ser usado como o primeiro teste de triagem
para EH, desde que a morfologia eritrocitaria e a historia
familiar também sejam levadas em consideragdo.('%'¥
Contudo, a disponibilidade da técnica de citometria de
fluxo para o diagndstico de anemias por deficiéncia de
proteinas do complexo membrana celular/citoequeleto nao
€ a realidade de muitos laboratérios espalhados no imenso
territério brasileiro.

Assim, entendemos que mesmo o teste de F.O.
convencional ainda apresentando limitagcbes em relagao
a metodologia por citometria de fluxo, trata-se de um
método simples, de baixo custo e de grande importancia
para triagem e diagnostico de portadores de anemias por
deficiéncia de proteinas do complexo membrana celular/
citoesqueleto.-914151721) Contudo, na nossa opinido, de
modo a agilizar o teste de F.O. convencional e melhorar a
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sua especificidade, a técnica deveria ser realizada apenas
para amostras processadas ap0s a incubagao por 24 horas
a 37°C em banho-maria.

CONCLUSAO

O teste de F.O. convencional se mostrou mais eficiente,
qualitativamente, quando a amostra testada foi analisada
apo6s incubagéo por 24 horas a 37°C em banho-maria.
Contudo, nédo houve diferenga estatistica para resultados
processados a fresco ou apds incubagao a 37°C. Ainda
assim, nossa opinido € que o teste de F.O. para amostras
a fresco deveria ser abolido da rotina dos laboratérios de
analises clinicas, garantindo assim maior seguranga e
confiabilidade dos resultados.
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Abstract

Objective: Qualitatively analyze the osmotic fragility test (O.F.) for
samples fresh or after incubation at 37°C. Methods: Twenty peripheral
blood samples were processed, collected in duplicate with 5 ml in
each tube with heparin, from patients with O.F. request. as a routine
examination for fresh processing and after incubation for 24 hours in
a water bath at 37°C, in 13 tubes with varying concentrations of 0.1%
to 0.9% NaCl. Results: Twenty samples of patients were analyzed,
mostly female, 17/20 (85%), aged between 3 months to 75 years, for
the O.F. test. The qualitative analysis of the results showed that only
9/20 (45%) samples had a consistent result between the F.O. tests
for fresh samples and after incubation at 37°C. From the discordant
results, 8/11 (72.7%) results show fragility of erythrocytes to hemolysis
in fresh samples and normal curve (without hemolysis) after sample
incubation at 370 C. Other 3/11 (22.3%) results showed normal curve
(without hemolysis) in the test with fresh sample and resistance to
hemolysis in the test with the sample after incubation at 370 C. With
the Fisher Extact test showing no statistical difference (p=0.5743)
for samples processed fresh or after incubation at 37°C. Conclusion:
The O.F. proved to be more efficient when the tested sample was
analyzed after incubation for 24h at 37°C in a water bath, however,
there was no statistical difference for results processed fresh or after
incubation at 37°C.
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