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Sumario: O objetivo deste trabalho foi investigar a fragilidade osmdtica entre o0s
subfenotipos da anemia falciforme. A anemia falciforme € uma patologia que induz
alteracbes morfoldgicas dos eritrocitos, que passam a ter formato de foice e pode ser
dividida em dois subfenotipos: vaso-oclusivo (VO) e anemia hemolitica (AH) e neste
estudo alguns individuos por possuirem caracteristicas clinicas de ambos os fenétipos
foram enquadrados em um terceiro subfenétipo denominado superposicdo (SP). Quatro
grupos foram selecionados: um grupo controle, grupo subfenétipo vaso-oclusivo, grupo
subfenotipo hemolitico e um grupo superposicdo. Amostras foram obtidas através de
venopuncao, foram centrifugadas para separacdo dos eritrocitos e centrifugadas quatro
vezes com adicdo de solucdo salina. Em seguida, uma solucdo de células diluidas foi
preparada com eritrocitos lavados em tampéo salina. Teste de fragilidade osmética foi feito
a partir de aplicacdo de amostras de eritrdcitos diluidos em sete concentracdes de solucao
salina. Com os dados obtidos por espectrofotometria, construiu-se a curva de hemolise,
utilizada para andlises estatisticas. Notou-se um aumento da resisténcia entre individuos
VO e AH, respectivamente. Individuos SP mostraram fragilidade osmotica intermediaria
entre VO e AH. Eritrécitos de pacientes AH mostraram um aumento significativo da
resisténcia a hemdlise em relacdo ao grupo controle. Assim, o aumento da resisténcia
hemolitica em individuos com subfendtipo AH pode estar associada a mudancas estruturais
e no conteddo lipidico dos eritrocitos desta doenca.
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INTRODUCAO
A Anemia falciforme (AH) é uma doenca monogénica que reflete a expressao clinica do
gene da Hemoglobina (Hb) S em homozigose, no lugar da Hb normal — HbA (Rees et.al.,
2010). A HbS é formada devido a uma mutacdo de ponto, causada pela substituicdo de
adenina por timina (GAG > GTG), que ocasiona a codificacdo de valina em vez de acido
glutamico na posi¢do 6 da cadeia B da globina, sendo esta a Hb variante de maior
frequéncia mundial é a HbS (Martins et al., 2010; Hannemann et al., 2011). De acordo com
Zago et al. (2007) os eritrocitos falciformes expressam maior numero de moléculas de
adesdo (PS, CD36, CD47, CD49d e BCAM/LU) na superficie externa da membrana
celular do que eritrocitos normais. Essas moléculas favorecem a interagdo com o endotélio
e com outras células, propagando o processo de vaso-oclusdo. A morfologia do eritrdcito
dos pacientes apresenta o formato de foice que facilita a oclusdo da microvasculatura,
causando obstrucdo vascular, e inviabilizando a oxigenacao tecidual, que causa isquemia
tecidual (ANVISA, 2002; Martins et al., 2010; Strypulkowski & Manfredini, 2010; Ikuta et
al., 2011). Doengas ligadas a alteragdes no metabolismo, como insuficiéncia renal e doenca
hepética, que podem ocorrer na AF, geram modificac6es na proporcao de fosfolipidios e de
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colesterol da membrana eritrocitaria e, como consequéncia, afetam a fragilidade osmotica
(Passos, 2013). A fragilidade osmdtica é influenciada por fatores como o tamanho, o
volume e a forma do eritrocito, o tipo e a quantidade de hemoglobina, as diferencas na
viscoelasticidade das membranas e na composi¢do quimica e estrutural das mesmas (Perk
et al., 1964). Clinicamente, a anemia falciforme é dividida em dois subfendtipos — um com
predominio vaso-oclusivo e outro com anemia hemolitica (Rees et al., 2010). Porém,
estudos que investigam alteracbes nas resisténcias a hemolise dos subfenotipos,
separadamente, sdo escassos. Esta divisdo de fendtipos, um dependente de hemolise e
outro de vaso-oclusdo, indica que o0s tratamentos poderdo ser direcionados
preferencialmente contra aspectos distintos da fisiopatologia e possivelmente as alteragdes
de hemolise na fisiopatogenia da doencga possam vir a contribuir para subsidiar e elicitar a
realizacdo de estudos posteriores neste sentido, contribuindo para a melhoria da qualidade
de vida e individuos com anemia falciforme.

MATERIAIS E METODOS

45 pacientes com anemia falciforme e 15 individuos saudaveis foram selecionados na
Fundacdo HEMOPE e foram divididos em quatro grupos: um grupo controle (n=15), um
grupo com o subfenétipo vaso-oclusivo (n=15), um grupo com o subfendtipo hemolitico
(n=15); e como alguns individuos apresentaram manifestacdes clinicas de ambos os
subfendtipos foi criado um terceiro grupo denominado superposicdo (n=15). Todos 0s
individuos e pacientes assinaram por escrito um termo de consentimento para a
participacdo da pesquisa. Essa pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica da Fundagéo
HEMOPE / Hospital de Hematologia — Parecer 050/2011. A detec¢do de HbS ou de HbA
foi realizada no HEMOPE (metodologia rotineira para pacientes e individuos saudaveis)
através de eletroforese de hemoglobinas seguida por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC), segundo método de Ou & Rognerud (1993). Amostras de sangue
periférico foram coletadas apds 12 horas de jejum, por pun¢do venosa, em tubos a vacuo
contendo EDTA (Acido etilenodiamino tetra-acético) 1Img/mL., como anticoagulante. As
amostras foram transportadas para o Laboratério de Lipidios e Aplicacdes de Biomoléculas
em Doencas Prevalentemente Negligenciadas do Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal de Pernambuco, respeitando-se os principios de biosseguranca, de
acondicionamento e de transporte de material bioldgico. As amostras foram centrifugadas a
2500 x g, a 4° C, durante 15 minutos, para separacdo dos eritrocitos (Santos et al., 2009), as
amostras foram novamente centrifugados, por mais 4x (com acréscimo de Solucdo Salina
0,9%), nas mesmas condicOes de centrifugacdo, com exce¢do do tempo, que passa para 5
minutos por lavagem. Em seguida, uma solucdo de células diluidas foi preparada com 0,2
mL de eritrdcitos lavados em 20 mL de tampéo salina. Teste de fragilidade osmética, foi
feito a partir de aplicacdo de amostras de eritrocitos diluidos em sete concentracdes
diferentes de solucdo salina (na faixa de 0,3% a 0,9%), como descrito em trabalhos
anteriores (Moore, 1968). A partir dos dados obtidos por espectrofotometria (675 nn), foi
construido a curva de hemolise para cada individuo, a que foi utilizada para anélises
estatisticas da fragilidade osmotica dos eritrocitos. A comparacao entre todas as variaveis
da anemia falciforme foi realizada através de Testes “t” de Student e Andlises de Variancia
(Teste de Fisher). O intervalo de confianca adotado foi de 95%.

RESULTADOS
No estudo foi observado um aumento de lise da membrana eritrocitaria causado pela
variacdo de osmolaridade. Notou-se ainda um aumento progressivo da resisténcia entre
individuos VO e AH, respectivamente quando comparados ao controle. Os individuos com
subfenotipo SP mostraram fragilidade osmotica intermediaria entre VO e AH conforme
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mostrado na Figura 1 (A). Eritrocitos de pacientes AH apresentaram um aumento
significativo de resisténcia a hemolise em relacdo ao grupo controle conforme mostrado
figura 1 (B).
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Figura 1 (A). Hemdlise de pacientes com anemia falciforme em eritrocitos com diferentes
concentracdes de NaCl. (B) Gréafico de area sob a curva (AUC). Dados expressos como
média + erro padrdo. VO: vaso-oclusivo, AH: anemia hemolitica e SP: superposicao.

DISCUSSAO

De acordo com Elias et al. (2004), a fragilidade osmdtica pode ser influenciada por
diversos fatores como a forma, volume e o tamanho do eritrocito, bem como o tipo e a
quantidade de hemoglobina, diferencas na viscoelasticidade das membranas e composicao
quimico-estrutural das mesmas. Elias et al. (2004) também tém enfatizado que o formato
da célula é afetado por alteracbes na composicdo da membrana celular. Doencas
associadas a alteracGes metabdlicas, podem modificar a proporcéo de fosfolipideos e de
colesterol na membrana dos eritrocitos e assim afetar a fragilidade osmotica. Eritrécitos
maduros sdo incapazes de realizar sintese de lipidios, devido a auséncia da enzima acetil
CoA carboxilase, com isso, a membrana celular sofre mudancas em sua composicao
lipidica de acordo com as alterac@es dos lipidios na circulacdo (Barabino et al., 2010).

CONCLUSOES

Assim, conclui-se que o0 aumento da resisténcia hemolitica é alterado em individuos com
anemia falciforme. Em particular observou-se que houve um aumento significativo da
resisténcia hemolitica no subfenétipo AH em comparacdo com o grupo controle. O
subfendtipo AH pode estar associado a mudancas estruturais e no contetdo lipidico dos
eritrocitos desta doenca. Sendo assim, esse estudo fornece subsidios para novas pesquisas
que possam elucidar cada vez mais as manifestacGes clinicas da anemia falciforme,
permitindo assim um direcionamento adequado no tratamento da doenca de acordo com 0s
seus subfendtipos.
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