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VANTAGENS DO TESTE DE FRAGILIDADE OSMOTICA COM
AMOSTRAS ANALISADAS APOS INCUBAGCAO POR 24H A 37°
C EMBANHO-MARIA.

NOTA TECNICA N°
05/2022/UFPA/PPGAC

1.INTRODUCAO

O Teste de Fragilidade Osmoética (F.0.) ou Curva de Fragilidade
Osmotica ainda hoje é um método de triagem laboratorial muito utilizado para
avaliar a resisténcia ou fragilidade (lise) dos eritrdcitos quando submetidos a
variacdes de concentra¢des osméticas em cloreto de sédio™***°. Principalmente
guando outros métodos mais modernos, como o de citometria de fluxo®”®° nio
estdo disponiveis de forma ampla em todo o territorrio nacional. Entretanto, esse
teste de F.O. tradicional, ao longo das ultimasdécadas, vem sendo deixado de ser
ofertado no rol de exames por muitos laboratdrios de analises clinicas
brasileiros>%*12, principalmente por apresentar diversas limitacdes que vao
desde erros operacionais na diluicdo das solucdes de cloreto de sédio até a
transferéncia de amostras trocadas no momento da leitura em espectrofotometro.
Além do tempo de execugdao da técnica que é exclusivamente manual e exige
operador dedicado®**.

Essa conduta de descontinuidade do exame de F.O., porém, tem como
consequéncia grave a falta de assisténcia diagndstica a uma parcela importante de
pacientes®>'%*2 portadores de anemias de carater genético (esferocitose
hereditaria, epilocitose hereditaria, estomatocitose hereditaria e
piropoiquilocitose hereditéria)'®**3141>1 que estio associadas a deficiéncias,
qualitativas ou quantitativas, de proteinas de ligagdo membrana celular e
citoesqueleto (complexo juncional). Comopor exemplo as anemias por deficiéncia
das proteinas: banda 3, espectrina alfa, espectrina beta, anquirinas, banda 4.1,
banda 4.2, demantina, actina, aducina, banda 6 e banda 710'11'13'14'17, que
interferem na integridade, flexibilidade, permeabilidade e/ou deformidade dos
eritrocitos quando submetidos a concentragdes osmolares diferentes™®.

Essas anemias hereditdrias, por deficiéncia de proteinas do complexo
juncional membrana celular e citoesqueleto, embora sejam mais frequentemente
diagnosticadas na primeira infancia por vezes podem ser motivo de investigacdo
em individuos adultos ou mesmo idosos, isso porque alguns desses pacientes
podem passar parte da vida como assintomaticos ou portadores de quadros leves
de anemia em um primeiro momento e em outro apresentarem episddios
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hemoliticos graves, como ocorre na eliptose hereditaria e a ovalocitose

hereditaria’®. Nesse sentido dentre os dados que embasaram essa nota técnica
observou-se que 40% (8/20) dos pacientes que realizaram o teste de F.O., por
apresentarem a suspeita de alguma dessas anemias, encontravam-se na faixa
etaria de 52 a 75 anos, sugerindo assim a importancia dessa pesquisa mesmo em
adultos ou idosos.
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Quanto ao diagndstico realizada atravez da técnica de F.O. convencional que se
baseia na analise de uma amostra de sangue périférico processada a fresco e outra
processada apds incubac3do por 24h em banho-maria a 37°C se observou que a anélise das
amostras apds incubacdo a 37°C por 24h foi mais assertiva que a analise das amostras a
fresco para o teste de fragilidade osmética, embora ndo tenha havido diferenca estatistica
entre essas duas formas de processamento.

Vérios autores'®M13141318 tampbém j& tém sugerido que esses melhores

resultados, na caracterizacdo da hemdlise em pacientes portadores de esferocitose
hereditadria ou de outras formas de anemia hemoliticas por alteracdo de proteinas do
complexo juncional membrana celular e citoesqueleto, acontece quando as amostras sao
analisadas apds incubacdo por 24h 3 37° C em banho-maria por expor os eritrdcitos
deficientes da amostra a estresse metabdlico por 24h, em condicGes extracorpdreas, o
gue acentua as deficiéncias proteicas dos eritrécitos e facilita a interpretacao da curva.

El Gendy, Hassab, Ghanem, Lewis e Nawars, por exemplo, em seus estudos com
portadores de esferocitose hereditdria (ES), confirmados por citometria de fluxo,
observaram que 20% das amostras processadas pelo teste de F.O. convencional a fresco
ndo apresentaram fragilidade osmotica dos eritrécitos ao teste, enquanto que quando as
amostras desses mesmos pacientes foram testadas apds incubacdo de 24 horas todas
foram positivas para a presenca de fragilidade dsmdtica dos eritrdcitos, comprovando a
importancia da realizagao da incubagdo para melhorar a sensibilidade do teste.

Essa maior assertividade do teste de fragilidade osmdtica para amostra analisadas
apds incubacdo por 24h em banho-maria a 37°C, contudo, ganha ainda maior importancia
quando esses resultados s3o analisados em associacdo com o histérico familiar®”®° do
paciente e indicadores hemantimétricos do paciente como: a concentracdo de
hemoglobina, o volume corpuscular médio (VCM), o coeficiénte de hemoglobina
corpuscular médio (CHCM) e o reticuldcitos”®*®°. Principalmente quando ocorrem
discordancias entre os resultados do teste de F.O. para amostras analisadas a fresco ou
apds incubacdo por 24h a 37°C.

Assim, entendemos que mesmo o teste de F.O. convencional apresentando
limitacdes em relacdo a metodologia por citometria de fluxo, ainda assim, isso nao
diminui a sua importancia na triagem e diagndstico de portadores de anemias por
deficiéncia de proteinas do complexo membrana celular/citoequeleto®>1%!13141>16

principalmente quando as amostras sdo analisadas apds incubacdo por 24h a 37°C.

2. OBJETIVO

Orientar outros operadores e laboratdrios quanto ao tipo de processamento de
amostras para o teste de fragilidade osmédtica, a fresco ou apds incubacgdo a 37° C por
24h, é mais eficiente para uso na rotina de laboratdrios de analises clinicas.
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3. CARACTERIZAGAO DAS AMOSTRAS

Para a construcdo dessa nota técnica foram analisadas 20 amostras de sangue
periférico de individuos com idades entre 3 meses e 75 anos que foram referenciados
para realizar teste de Fragilidade Osmotica (F.0.) apds consulta com médico
hematologista que, diante das condicdes clinico-laboratoriais apresentadas em consulta,
deliberou pela complementacdo diagndstica com a solicitacdo do teste de F.O.
convencional e hemograma.

O teste de F.O. convencional foi realizado com 5ml de solugdes de NaCl nas
concentragdes 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%, mais a adicdo de 20ul da amostra por tubo de cada
paciente tanto para as amostras a fresco como para as amostras processadas apods
incubacdo a 37°C em banho-maria por 24h. E posteriormente esses tubos foram postos
em repouso por 30 minutos e centrifugados por 5 minutos a 3.000rpm. O sobrenadante
de cada tubo foi lido em espectrofotometro de luz com filtro de 540nm de comprimento
de onda. Ja as andlises do hemograma foram realizadas pela utilizagdao do equipamento
BC6000 (Mindray) e as analises dos esfregacos sanguineos foi feita por microscopia de luz.

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente através software Bioestat 5.0
pela aplicacdo dos testes de estatistica descritiva para determinacdao de média, desvio
padrdo, mediana e valores de minimo e maximo, além de teste ndo paramétrico, teste
Extato de Fisher. Sendo adotados como nivel de significancia p < 0,05.

4. CONCLUSAO

Nessa nota técnica tentamos mostrar que o teste de fragilidades osmébtica
convencional com o processamento das amostras apds a incubac¢do por 24h a 37° C em
banho-maria pode ndo somente agilizar o teste como também melhorar a sua
sendibilidade. E como sugestdo para os laboratdrio de analises clinicas que ndo dispdem
do teste de fragilidade osmatica por citometria de fluxo entendemos que o teste de F.O.
convencional deveria se limitar a analise de amostras processadas somente apds a
incubac3o por 24h a 37° C em banho-maria.
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