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RESUMO 

 
O trabalho possui como objetivo descrever a deficiência das principais 

proteínas de membrana dos eritrócitos nos dois dos principais tipos de anemias 

hemolíticas: eliptocitose hereditária e a esferocitose hereditária (do qual faz parte a 

piropoiquilocitose hereditária, que é um quadro mais grave da doença). Também 

objetivou-se relacionar os desafios do diagnóstico diferencial aplicado para essas 

doenças. As anemias podem ser classificadas de acordo coma morfologia dos 

eritrócitos ou seu mecanismo biológico, sendo que as doenças hemolíticas se 

caracterizam pela destruição precoce dos eritrócitos. Os principais métodos 

utilizados no diagnóstico das anemias hemolíticas incluem testes de triagem e testes 

confirmatórios. Como exemplos estes últimos,  podem ser citados a eletroforese em 

gel de dodecil sulfato de sódio-poliacrilamida, a citometria de fluxo utilizando eosina 

5-maleimida, o teste de fragilidade osmótica, o teste de criohemólise e o pink teste.  

De modo geral, observa-se que a deficiência de α-espectrina, β-espectrina ou 

proteína da banda 4.1 está intimamente ligada a eliptocitose hereditária; já a 

deficiência de produção de banda 3, anquirina, α e β espectrina e proteína 4.2 está 

interligada com a esferocitose hereditária. No entanto, limitações existentes nas 

principais metodologias dificultam o diagnóstico diferencial e apontam para a 

necessidade de se buscar métodos com maior especificidade e sensibilidade para 

identificar com precisão as alterações de membrana presentes nos diversos tipos de 

anemias hemolíticas. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

As células sanguíneas denominadas eritrócitos são altamente especializadas 

e tem sua origem na medula óssea, onde passam por vários estágios de maturação, 

como mostrado na figura 1, até atingirem maturidade e serem enviadas ao sangue 

periférico, esse processo recebe o nome de eritropoese.  

 

FIGURA 1- SEQUÊNCIA MATURATIVA DOS ERITRÓCITOS 

 

 

-modificada 

 
 

Os eritrócitos possuem como função principal dentro do sistema sanguíneo o 

transporte de O2 dos pulmões aos tecidos e a retirada do CO2 dos tecidos. Os 

eritrócitos são usualmente utilizados para estudos, principalmente quando se 
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pretende estudar membranas celulares, pois diferindo das outras células, eles não 

possuem núcleo e nem organelas. Segundo Murador e Deffune (2007), a membrana 

dos eritrócitos consiste em proteínas do citoesqueleto e uma bicamada fosfolipídica, 

que representa aproximadamente 50% de sua massa total e forma a barreira entre 

dois compartimentos líquidos, intra e extracelular. As trocas entre estes 

compartimentos são feitas através de bombas, canais de trocas de íons e transporte 

molecular como o da glicose. Aproximadamente 98% da proteína citoplasmática do 

eritrócito é composta por milhões de moléculas de hemoglobina (Hb), que 

transportam o oxigênio.  

A produção inadequada de qualquer proteína presente na membrana pode 

levar a doenças denominadas anemias hemolíticas (Tabela 1). Geralmente, as 

anemias causadas por alterações estruturais da membrana eritrocitária podem ter 

origem genética ou adquiridas, como por exemplo, nas doenças autoimunes. 

 

Tabela 1- DOENÇAS LIGADAS ÀS PRINCIPAIS ANORMALIDADES PROTEICAS 

Desordem proteica Herança genética Doença hereditária 

Espectrina e anquirina Autossômica dominante Esferocitose 

Espectrina Autossômica dominante  Eliptocitose 

Espectrina Recessiva Piropoiquilocitose 

Banda 3 e proteína 4.1 Recessiva  Esferocitose 

Proteína 4.1 Recessiva Eliptocitose 

Defeito de permeabilidade 
de sódio 

Autossômica dominante  Estomatocitose 

 

 Os eritrócitos são normalmente formados na medula óssea. Porém, em 

casos de situações patológicas (como por exemplo nas anemias hemolíticas 

crônicas), esse processo pode ocorrer no baço e em outros órgãos do sistema 

reticuloendotelial, como por exemplo o fígado. O principal mecanismo de regulação 

da eritropoese é a eritropoetina, que é uma alfaglobulina produzida nos rins e cuja 

síntese está relacionada à hipóxia celular. A regulação da produção de eritrócitos 

pela eritropoietina depende do consumo de oxigênio tecidual e notadamente da 

queda da pO2 renal. Algumas doenças específicas, por exemplo: anemias 

hemolíticas, anemias megaloblásticas e alguns tipos de leucemias, podem alterar o 
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tecido hematopoiético e o seu local de síntese por:  substituir parcial ou total das 

células adiposas por células hematopoiéticas nas   cavidades   medulares   de   

ossos que normalmente tem atividades hematopoiéticas; ampliar a medula vermelha 

a nos ossos longos que possuem medula  amarela nas suas cavidades; levar ao 

aparecimento de tecido hematopoiético no fígado e no baço,  promovendo, assim, a 

hematopoiese extramedular (SANTOS,2015). 

O diagnóstico das doenças hematológicas está sempre relacionado à clínica 

do paciente e a exames laboratoriais (como eletroforese em gel, citometria de fluxo, 

fragilidade osmótica da membrana e pink teste. A metodologia mais utilizada para a 

eletroforese é em gel de dodecil sulfato de sódio-poliacrilamida (SDS-PAGE), que 

consiste na desnaturação e separação das proteínas encontradas na bicamada 

lipídica da membrana do eritrócito de acordo com o seu peso molecular, tamanho e 

a carga da proteína (SANTOS, 2015). 

Outra metodologia empregada para detecção de alterações em células é a 

citometria de fluxo (CF), uma ferramenta que realiza a separação, a contagem 

individual de células e a detecção de biomarcadores proteicos. Um citômetro de 

fluxo possui cinco sistemas operacionais: fluido, óptico, eletrônico, de amplificação e 

computacional. Partindo de um feixe de laser incidente, são avaliadas a dispersão e 

a fluorescência do feixe refletido pelas células contidas numa amostra biológica, 

podendo ser sangue, soro, plasma ou processamento de tecidos sólidos. Por ser um 

método capaz de avaliar múltiplos parâmetros, a CF passou a ser chamada de 

citometria de fluxo multiparamétrica (CFM). A CFM é capaz de realizar com rápida 

velocidade a identificação de células no momento em que estas, que estão 

presentes em uma corrente líquida, passam através de um aparelho de detecção 

eletrônica. Após a separação individual celular é feita a análise, contagem, e 

qualificação das micropartículas suspensas em fluxo. Desse modo é possível 

realizar a identificação de inúmeras características biológicas contidas no interior das 

células como: ácidos nucleicos, receptores de superfície, epítopos de proteínas, a 

síntese de proteínas, de citocinas, e concentração de íons. (BRAGA, et al. 2016).  

O teste de fragilidade osmótica dos eritrócitos (FOE) é um teste onde se 

avalia a variação da resistência dos eritrócitos à hemólise frente a ação de soluções 

salinas hipotônicas. O teste de criohemólise é um ensaio que apresenta uma alta 

especificidade para a detecção de esferocitose hereditária (HS), avaliando o grau de 

fragilidade que a célula apresenta devido a alteração estrutural da membrana. Essa 
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avaliação investiga a taxa de lise eritrocitária dentro de uma situação pré-

determinada, no meio hipertônico a uma temperatura de 0ºC. O meio empregado 

permite avaliar a fragilidade das hemácias pelo defeito e deficiência dos 

componentes da membrana, e não pela relação superfície e volume das mesmas 

(SANTOS, 2015).  

O pink teste é uma técnica modificada do teste do tempo de lise pelo glicerol 

acidificado (AGLT), que tem como objetivo alcançar uma melhor reprodutibilidade na 

detecção de casos com HS (VETTORE et al., 1984). O AGLT é uma técnica com 

uma boa sensibilidade para detecção de HS, que se baseia no intervalo de tempo 

necessário para ocorrência de hemólise da amostra, monitorada por um 

equipamento de espectrofotometria (ZANELLA et al., 1980). Porém, esta técnica 

apresentou uma desvantagem em relação a solução tampão utilizada no tratamento 

da amostra. O tampão fosfato-salino (PBS) utilizado na técnica tem como função 

manter o pH da solução de glicerol em aproximadamente 6,85. Contudo, foi 

verificado que esta solução perde suas propriedades tamponantes facilmente devido 

às atividades dos microrganismos (VETTORE et al., 1984).  Assim, a proposta 

apresentada por Vettore e colaboradores (1984) no pink teste foi a substituição do 

PBS por bis (2-hidroxietil) amino tris (hidroximetil) metano (bis-tris metano), que 

proporcionou uma boa estabilidade da solução, melhorou a reprodutibilidade dos 

ensaios e manteve a mesma sensibilidade observada em AGLT. 

Como objetivo, o trabalho descreve as deficiências estruturais nos principais 

tipos de anemias hemolíticas causadas por defeitos de membrana eritrocitária 

também os desafios dos diagnósticos diferenciais aplicados para essas doenças. 

 

2.  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1. Estrutura do eritrócito  

Os eritrócitos são células sanguíneas que apresentam forma de disco 

bicôncavo e possuem um diâmetro médio de 8 mm. Seu citoesqueleto e a estrutura 

da sua membrana são capazes de sofrer deformações e passar através de capilares 

com 2-3 mm de diâmetro, sendo que isso só é possível pelas interações entre 

proteínas que estão inseridas na dupla membrana eritrocitária (banda 3 e glicoforina) 

e aquelas que estão na região interna da membrana e em contato com o citoplasma 
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(espectrina, anquirina e proteína 4.1), conforme mostra a Figura 2. Os eritrócitos são 

desprovidos de núcleo e organelas, sendo que sua membrana plasmática atua como 

uma barreira seletiva que controla a transferência ativa e passiva de moléculas.  

  

FIGURA 2 - ESTRUTURA DA MEMBRANA DO ERITRÓCITO 

 
Fonte:https://www.ciencianews.com.br/arquivos/ACET/IMAGENS/doenca_dos_eritrocitos/doenca_dos

_eritrocitos_o_eritrocito.pdf- modificada 

 

A proteína citoplasmática mais abundante nos eritrócitos é a hemoglobina, 

sedo molécula formada por duas globinas do tipo alfa – representadas por a2, e duas 

globinas do tipo beta representadas por b2, d2, g2. São as globinas do tipo beta que 

diferenciam os três tipos de hemoglobinas humanas: Hb A (a2b2), Hb A2 (a2d2) e Hb 

Fetal (a2g2). Cada globina se liga a um grupo heme; portanto, cada molécula de 

hemoglobina transporta quatro moléculas de oxigênio que se ligam aos quatro 

átomos de ferro (Fe2+O2
-). Os eritrócitos possuem uma vida média de 120 dias, 

tempo relacionado ao seu estoque energético, após o qual são recolhidos pelo 

sistema endotelial para degradação (RODRIGUES, et al., 2019). 

 A membrana dos eritrócitos é formada por uma bicamada lipídica que contém 

proteínas inseridas integral ou parcialmente. A banda 3 é o principal exemplo de 

uma proteína integral, constituindo um canal iônico que tem como função o controle 

do transporte de íons, como exemplo, o íon cloreto (Cl-). Possui um domínio com a 

carga negativa, o que auxilia nas interações internas e na fixação de outras 
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proteínas, principalmente proteínas integrais como 4.1, 4.2 e anquirina (MURADOR; 

DEFFUNE, 2007; GRANJO, 2003). Devido a isso, uma deficiência severa da banda 

3 significa a perda de maior constituinte da membrana eritrocitária e também uma 

redução significativa da estabilidade da membrana. As glicoforinas possuem 

estruturas que conferem uma carga negativa à estrutura do eritrócito, como por 

exemplo o ácido siálico e grupamentos amino. Essa carga negativa causa a repulsão 

de outras células evitando assim a sua aglutinação. As glicoforinas A, B, C e E 

também são encontradas na membrana dos eritrócitos. A glicoforina A (GPA) 

representa o maior número entre o grupo, ocupando aproximadamente 2 a 4% das 

proteínas totais da membrana. Mesmo sendo um grupo importante de proteínas, a 

redução de GPA e glicoforina B (GPB) parece não causar uma disfunção 

significativa da membrana. (SANTOS, 2015). 

As proteínas periféricas atuam interligando as proteínas da membrana com o 

citoesqueleto da célula, formando um complexo juncional associado a uma rede 

formada por conjunto de espectrinas. O complexo juncional tem um papel importante 

em manter a estabilidade da membrana. A sua estrutura é obtida a partir de 

inúmeras interações entre as próprias proteínas como actina, espectrina, anquirina e 

proteína 4.1 (SANTOS, 2015). Dentre estas proteínas, a espectrina e proteína 4.1 

ganham destaque. A espectrina é o maior constituinte da membrana entre as 

proteínas periféricas (MURADOR; DEFFUNE, 2007). É uma proteína em forma de 

bastão, de comprimento longo (PINTO, 2010). Este pode ser encontrado na forma 

de tetrâmero formado por cadeias α e β, identificadas como bandas 1 e 2 no ensaio 

de eletroforese, que desempenha a função de sustentação, flexibilidade e 

elasticidade da membrana (MURADOR; DEFFUNE, 2007; PINTO, 2010). 

 Normalmente, a espectrina α está presente em maior proporção do que a 

espectrina β. Estruturalmente, a proteína 4.1 atua principalmente na conexão entre 

as proteínas da membrana. Isso envolve a interação da própria proteína 4.1 e o 

estímulo que este apresenta sobre as ligações entre as outras proteínas presentes 

na bicamada lipídica. A maior interação da proteína da banda 4.1 ocorre entre as 

glicoforinas C e D (GPC e GPD) e não há indícios de que ele se liga com as 

proteínas da banda 3 (MURADOR; DEFFUNE, 2007). Em um estudo eletroforético, é 

possível diferenciar as subunidades 4.1a e 4.1b (PINTO, 2010). Sabe-se que a 

subunidade 4.1a possui ligações principalmente com espectrina e actina, enquanto a 

subunidade 4.1b tem maior interação com glicoforina e actina (MURADOR; 
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DEFFUNE, 2007). Um outro constituinte do complexo juncional é a proteína da 

banda 4.2, que apesar de não ter seu papel completamente elucidada, apresenta 

uma ligação importante com a banda 3 e anquirina, relacionada com a conservação 

do formato discóide e dos atributos mecânicos, como flexibilidade da membrana. 

Esta interação é possível graças a presença de glicina com N-terminal na sua 

estrutura. Curiosamente, a presença ou a ausência da proteína 4.2 na membrana 

depende em grande parte da banda 3 e da anquirina, sabendo-se que a deficiência 

de uma ou de ambas leva a uma redução secundária da proteína 4.2 (SANTOS, 

2015).  

O envelhecimento dos eritrócitos é acompanhado pela perda de flexibilidade 

de sua membrana devido ao aumento do colesterol e da lipoperoxidação da dupla 

camada lipoprotéica. Essa desestruturação protéica da membrana, em especial 

pelas agregações da banda 3 e da proteína 4.1, sinaliza para os macrófagos que os 

eritrócitos estão envelhecidos e devem ser fagocitados. (SANTIS, 2019). 

 

 
2.2 Anemias hemolíticas 

 

 Levando em consideração o mecanismo biológico, as doenças hemolíticas se 

caracterizam pela destruição precoce dos eritrócitos. A instalação da anemia irá 

depender da intensidade do processo hemolítico e do grau de resposta da medula 

óssea, que na tentativa de compensar a hemólise, aumenta a eritropoese. Porém, 

devido ao aumento de produção, nem todas as células liberadas para a corrente 

sanguínea passam pelo processo completo de maturação, o que faz com que seja 

possível detectar maior número de reticulócitos no sangue periférico. (SANTOS, 

2015). 

Uma das causas de anemias hemolíticas está relacionada às anormalidades 

das proteínas presentes na membrana eritrocitária. Estas anormalidades podem 

estar relacionadas a uma alteração na organização estrutural da membrana, como 

ocorre no caso de esferocitose e eliptocitose hereditária, ou pela alteração na função 

de transporte através da membrana, como ocorre na estomatocitose hereditária 

sobre-hidratada (OHSt) e xerocitose hereditária (NARLA; MOHANDAS, 2017). 

De acordo com Gallagher (2013), deformações na membrana eritrocitária 

tendo como exemplo esferocitose hereditária (HS) e as síndromes de eliptocitose 
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hereditária (HE) são um grupo importante de anemias hemolíticas. A esferocitose 

hereditária se apresenta com achados de eritrócitos, em extensão de sangue 

periférico, sem biconcavidade característica, com perda da superfície da membrana. 

Essa perda faz com que os eritrócitos se tornem mais frágeis. Já a eliptocitose 

hereditária se caracteriza pela presença de eritrócitos de forma elíptica, na extensão 

de sangue periférico. A eliptocitose (HE) constitui um grupo variado de síndromes 

(GALLAGHER, 2013).  

 

2.3. Patologias 
 
2.3.1. Eliptocitose hereditária (HE)  
 Eliptocitose ou ovalocitose hereditária é conhecida por ser um conjunto de 

doenças hereditárias nos quais são identificados eritrócitos com sua morfologia 

alterada, sendo que algumas células passam a apresentar forma elíptica 

arredondada ou oval, em vez da forma de disco bicôncavo. A HE pode ser causada 

por mutações de diferentes genes que afetam a integridade do citoesqueleto e 

proteínas de membrana dos eritrócitos, sendo que as principais mutações ocorrem 

em genes da α-espectrina, β-espectrina ou proteína da banda 4.1 (SODERQUIST; 

BAGG, 2013). Já foram identificados como uma das causas substituições, inserções, 

deleções de nucleotídeos e processamento de RNA defeituoso (SODERQUIST; 

BAGG, 2013).  

 O formato elíptico é o resultado da diminuição na estabilidade mecânica da 

membrana, devido ao enfraquecimento de ligações laterais do citoesqueleto 

relacionadas com os problemas envolvidos com o complexo juncional ou nas 

interações dímero-dímero encontradas na membrana (NARLA J.; MOHANDAS N., 

2017). Juntamente com este enfraquecimento das interações, o quadro vem 

acompanhado de redução de deformabilidade da membrana e redução de meia-vida 

(NISS et al., 2016). Em situações mais graves da patologia, é observada uma 

redução de superfície de área e da presença de fragmentos de hemácias (NARLA J.; 

MOHANDAS N., 2017). Além da anemia hemolítica, os pacientes com HE possuem 

tendência de apresentar esplenomegalia e icterícia, quando não são assintomáticos 

(MA et al., 2018). A eliptocitose confere grau de proteção a infecção de eritrócitos 

por plasmodium vivax, causador da malária, pois o número aumentado de dímeros 

de espectrina presente na membrana dos eritrócitos de pacientes com HE está 
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intimamente relacionado com o crescimento do parasita dentro da célula. 

(SCHULMAN et. al., 1990). 

No estudo realizado por King e colaboradores (2000), não foi detectada uma 

diferença significativa na análise de MCF por citometria de fluxo, em relação ao 

grupo controle. Entre cinco amostras de HE pesquisados, que apresentaram 

intensidade de fluorescência determinada por CF no intervalo de 43,5 a 46,3 

unidades de MCF, uma amostra com deficiência parcial para proteína 4.1 e quatro 

amostras que apresentaram variante de espectrina denominada Sp αl/65 foram 

detectadas, sendo três amostras heterozigotas e uma homozigota para esta última. 

No mesmo estudo, foi feita uma análise de duas crianças, sem relação familiar, com 

piropoiquilocitose hereditária. Durante o ensaio, foi observado a formação de um 

amplo sinal de pico duplo no lugar de um único sinal de fluorescência com 

deslocamento à esquerda, o que era o esperado. De acordo com o histograma de 

fluorescência obtido, as duas amostras pesquisadas possuíam uma população 

heterogênea de eritrócitos que carregam variantes de espectrina e microesferócitos.  

 

2.3.2 Esferocitose hereditária (HS) e Piropoiquilocitose hereditária (HPP) 
A esferocitose hereditária (HS) é o grupo mais comum das anemias 

hemolíticas por defeito de membrana, sendo causada por problemas na produção de 

banda 3, anquirina, α e β espectrina e proteína 4.2, que decorrem de desordens 

genéticas de herança dominante, recessiva ou por mutações. Essa deficiência de 

proteínas levam a instabilidade de membrana, pois as interações verticais 

(relacionadas com o complexo de anquirina) e horizontais (ligação espectrina-

espectrina ou espectrina-proteína) são afetados (MOHANDAS, 2018). Devido a essa 

causa, também é observada uma fragilidade osmótica dos eritrócitos e a 

consequente redução da vida média dos mesmos (PINTO et al., 2010). A HS pode 

ser caracterizada quanto ao grau de severidade da anemia em leve, moderada, 

moderadamente severa e severa.  

Em seu estudo Mariani (2008) avaliou uma população de 212 famílias de 

diferentes regiões da Itália (109 do Norte, 29 do centro, 62 do Sul) e 12 de países 

estrangeiros. Foram estudados um total de 300 participantes, sendo eles 141 do 

sexo masculino e 159 do sexo feminino com faixa etária entre 1 a 80 anos, 41 

pacientes já esplectomizados, 259 pacientes não esplectomizadas (21 pacientes 

com esplectomia pós-estudo). O padrão de herança de HS foi dominante em 
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210/300 pacientes (70%) e 116/212 famílias (55%), verificando-se que a deficiência 

na proteína banda 3 em 60% dos casos diagnosticada na fase adulta e 40% na 

infância estavam associadas a esferocitose hereditária. Ainda, foi observado pelos 

pesquisadores a relação entre esplenomegalia e cálculos biliares em pacientes com 

deficiência de banda 3, enquanto a anemia, icterícia neonatal e necessidade de 

transfusão sanguínea foram mais comuns nos pacientes com deficiência de 

espectrina e/ ou anquirina.  

Para estabelecer relação entre as alterações proteicas com o fenótipo clínico 

Granjo e colaboradores (2003) avaliaram 25 famílias com HE na região Norte de 

Portugal. Dentre as famílias estudadas, 18 apresentavam redução primária de 

anquirina, sendo que 16 apresentavam um modo de transmissão dominante, um era 

de modo recessivo e em um não foi possível demonstrar o modo de transmissão. 

Uma redução na banda 3 com padrão dominante foi encontrada em cinco famílias do 

estudo. A deficiência de proteína 4.2, em uma família causou uma esferocitose leve 

com transmissão recessiva e em outra, que apresentou redução primária de 

espectrinas, causou esferocitose leve; porém, não foi possível demonstrar o modo 

transmissão. De 15 pacientes com déficit de anquirina estudados numa situação de 

pré-esplenectomia, dez tinham uma esferocitose leve (um dos quais com hemólise 

compensada) e cinco tinham um fenótipo de esferocitose moderada. Ainda foram 

avaliados 10 indivíduos numa situação pré-esplenectomia, sendo que sete 

apresentavam uma esferocitose leve e três uma esferocitose moderada nas famílias 

que apresentavam déficit de banda 3.  Nas 25 famílias estudadas, verificou-se uma 

predominância do déficit de anquirina em 72%, seguido pelo déficit de banda 3, que 

correspondeu a 20%, e da proteína 4.2 e espectrinas, correspondendo a um total de 

4%.  

O estudo realizado pelo Kedar e colaboradores (2003) analisou dez casos 

de pacientes com HS, pertencentes a oito famílias diferentes. Os autores verificaram 

que o valor de MCF, obtido por citometria de fluxo, para o grupo hematologicamente 

normal e para amostras de sangue do cordão umbilical foram 288 ± 28 e 292 ± 25, 

respectivamente. Por outro lado, pacientes do grupo HS apresentaram MCF de 

apenas 202 ± 27. Os indivíduos que apresentaram HS associado com deficiência da 

proteína glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) demonstraram uma redução do 

valor de MCF bem próximo do valor apresentado anteriormente. Já nos quatro casos 
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de HS com deficiência de espectrina, a redução do MCF ocorreu de forma mais 

drástica. Os valores obtidos foram de 172, 192, 214 e 188.  

A Piropoiquilocitose Hereditária (HPP) é uma forma grave de HS, geralmente 

diagnosticada logo após o nascimento e que requer transfusões de sangue nos 

primeiros meses de vida. Neste subgrupo, se detectam problemas em relação à 

produção de α-espectrina. Os níveis de Hb dos pacientes são baixos e os pacientes 

passam por transfusões constantes, além de serem submetidos à terapia de 

quelação de ferro. (SANTOS, 2015). O trabalho apresentado por King e 

colaboradores (2008), estudou a possibilidade de utilização da técnica de citometria 

de fluxo por fluorescência como um teste de triagem para casos de eliptocitose e 

piropoiquilocitose hereditária, uma vez que esta técnica já é utilizada para triagem 

em casos de pacientes com esferocitose hereditária. Verificou-se durante o estudo 

que a técnica não permite distinção entre pacientes com eliptocitose hereditária e 

pessoas saudáveis. Em contrapartida, os autores observaram perfis distintos para 

quadros de piropoliquilocitose e esferocitose hereditária, o que ajudaria na 

orientação para prosseguir com a investigação diagnóstica.  

No entanto, observou-se a possibilidade de o mesmo paciente apresentar 

duas populações de eritrócitos distintos, detectados através da metodologia de 

citometria de fluxo, além de sobreposições de sinais característicos de esferocitoses 

e poiquilocitoses em casos pontuais. Esses achados indicam que somente essa 

metodologia não é suficiente para realizar o diagnóstico diferencial entre 

piropoiquilocitose hereditária e esferocitose hereditária. Em dois pacientes, foi 

verificada a presença de dois picos, um característico de células com poiquilocitose 

e o outro pico à direita representando eritrócitos normais. Já a presença de 

sobreposição de sinais ficou evidente no caso de uma criança que apresentou um 

resultado indicativo de poliquilocitose na técnica de CF. Porém, posteriormente, por 

meio da técnica de eletroforese em gel, verificou-se que o paciente apresentava 

deficiência combinada de proteínas da banda 3 e 4.2, com apenas 68,9% e 74,9% 

dos valores normais, respectivamente, indicando se tratar, na verdade, de um caso 

de HS. 
 
2.4. Desafios do Diagnóstico Diferencial 
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2.4.1. Eletroforese em gel de dodecil sulfato de sódio-poliacrilamida (SDS-
PAGE) 
 O método de eletroforese é amplamente utilizado para o estudo de proteínas 

nos fluidos biológicos e se baseia em fazer a separação eletroforética das cadeias 

polipeptídicas isoladas com base em seu peso molecular e/ou tamanho utilizando 

carga elétrica para fazer a sua corrida pela placa. A migração das proteínas é 

inversamente proporcional aos seus pesos moleculares, sendo o resultado 

apresentado na forma de bandas de proteínas, como mostrado na Figura 3. A SDS-

PAGE é realizada em condições desnaturantes para a separação de proteínas, 

sendo que os agentes desnaturantes atuam quebrando as pontes dissulfeto. No 

caso da SDS-PAGE, o detergente dodecilsulfato de sódio (SDS) é o agente 

desnaturante utilizado também para normalizar sua proporção massa / carga.  Por 

conferir cargas negativas às proteínas, sua utilização garante que apenas o peso 

molecular afeta a velocidade de migração, levando à separação das proteínas 

somente pelo seu tamanho. A SDS-PAGE é considerada um teste confirmatório e 

qualitativo, que permite a visualização em bandas de cada grupo de proteínas. 

(KING et al., 2000). 

O diagnóstico de um paciente com alterações na membrana de eritrócitos 

baseia-se em uma análise do histórico familiar e nos resultados obtidos pelos 

exames laboratoriais relacionados à enfermidade investigada. Na bibliografia 

consultada, em sua maioria, a metodologia de SDS-PAGE também foi muito utilizada 

para detectar os principais distúrbios nas proteínas de membrana. A sensibilidade do 

método encontrado por Mariani e colaboradores (2008) e Trabelsi e colaboradores 

(2021) foi de 78% e 72,2%, respectivamente. Nos estudos, verificou-se que este 

método consegue detectar tanto as deficiências de proteínas isoladas quanto as 

associadas; porém esta metodologia pode não detectar uma deficiência leve de 

proteínas dentre amostras que contém uma mistura de proteínas normais e 

anormais. Por outro lado, SDS-PAGE foi capaz de distinguir eritrócitos com 

ovalocitose do sudeste asiático hereditária (SAO) e anemia diseritropoética 

congênita tipo II (CDAII) dos demais, a partir da diferença de mobilidade de suas 

bandas eletroforéticas, quando a técnica de CF por ligação de eosina 5-maleimida 

(EMA) apenas ofereceu sinal semelhante a HS (KING et al., 2000).  

Um fato observado por Mariani e colaboradores (2008) em relação a 

esplenectomia, é que as alterações que uma vez não haviam sido identificadas pelo 
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método da eletroforese, foram elucidadas após o procedimento de remoção do 

baço,sendo que neste estudo, foram identificados quatro pacientes com deficiência 

de espectrina, três com deficiência de espectrina associado a anquirina e um com 

deficiência da proteína da banda 3, que não puderam ser diferencialmente 

diagnosticados antes da esplenectomia.  

 

 

 

 

FIGURA 3 - PERFIL ELETROFORETICO DAS PROTEINAS DE MEMBRNAS 

ERITROCITÁRIAS 

 
Fonte:https://www.researchgate.net/figure/Figura-8-Eletroforese-em-gel-de-poliacrilamida-15-com-

SDS-SDS-PAGE-em-amostras-de_fig3_51997847 

 
2.4.2. Citometria de fluxo por ligação de eosina 5-maleimida (EMA) 

 A citometria de fluxo (CF) é uma ferramenta que realiza a separação, a 

contagem individual de células e a detecção de biomarcadores proteicos. Após a 

obtenção da suspensão de células, sua análise é conduzida no citômetro de fluxo. 

No equipamento, a amostra percorre um tubo em direção ao laser que está 

posicionado no caminho das células. Por meio da focalização hidrodinâmica, as 

células passam em fila única pela luz que é emitida pelo laser, garantindo que a 

análise de cada uma seja individual. Um citômetro de fluxo possui cinco sistemas 

operacionais: fluido, óptico, eletrônico, de amplificação e computacional. Como 

demonstrado na FIGURA 4, o primeiro sistema, denominado de fluído, é por onde se 

inicia a análise, consistindo em uma câmara onde as células são introduzidas e 



21 
 

particularmente são organizadas por diferença de pressão, para posteriormente 

serem atingidas pela luz do laser que está localizado no segundo sistema: o óptico. 

(BRAGA, 2016) 

 O sistema óptico é onde está presente a fonte de luz do laser, sendo 

composto por dois feixes de luz: o feixe retilíneo e os feixes perpendiculares. A luz 

que é dispersa pelo feixe retilíneo, quando atinge uma única célula, é proporcional 

ao volume celular, sendo denominada espalhamento frontal (Forward Scatter - FSC). 

Os feixes perpendiculares recebem o nome de espalhamento lateral (Side Scatter – 

SSC), e estão relacionados à composição e complexidade interna da célula, 

podendo por essa técnica ser determinado o tipo celular por meio da verificação de 

componentes internos, como por exemplo o formato nuclear, a quantidade e tipo dos 

grânulos citoplasmáticos, e a deformidade da membrana.  Os detectores são 

ativados quando o feixe que atingiu a célula é dispersado, transformando esses 

feixes ópticos em sinais eletrônicos, pelo terceiro sistema: o eletrônico. Este sistema 

é o responsável por transformar os sinais analógicos para o sinal digital, com a 

reprodução do FSC, SSC e sinais fluorescentes. Os SSC e os sinais fluorescente 

são direcionados aos tubos fotomultiplicadores (photomultiplier tubes - PMTs); já o 

FSC é recolhido por um fotodiodo de silicone, sendo estes feixes codificados e 

processados pelo sistema de amplificação. O sistema computacional utiliza um 

software que executa as análises, processa os sinais e emite os resultados 

(BRAGA,2016). 

Os resultados da citometria de fluxo são representados em histogramas por 

dot plots conforme demonstrado na FIGURA 5. A representação por dot plot 

demonstra que onde há maior concentração de pontos maior é a intensidade do 

parâmetro que se quer avaliar.  

 

FIGURA 4 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA CITOMETRIA DE FLUXO 

 
fonte: https://ibapcursos.com.br/citometria-de-fluxo-aplicacoes-vantagens-e-desvantagens/ 
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FIGURA 5 – RESULTADOS DA CITOMETRIA DE FLUXO 

 
Fonte: https://www.biomedicinapadrao.com.br/2020/05/como-interpretar-um-resultado-de.html 

 

A versão mais moderna da CF é chamada de SCAF (separador celular 

ativado por fluorescência) que faz a diferenciação celular pelo emprego de 
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marcadores fluorescentes. Um marcador de interesse no diagnóstico de anemias 

hemolíticas é a eosina 5-maleimida (EMA), que é um corante fluorescente com 

afinidade para a proteína banda 3. Assim, essa marcação das membranas dos 

eritrócitos permite a detecção dos eritrócitos deficientes nesta proteína. Esta técnica 

é utilizada como teste de triagem no diagnóstico de alterações como HS (KING et 

al., 2008). O teste apresentou especificidade e sensibilidade de 97,5% e 94,7% 

respectivamente, quando se utiliza o valor de corte de -20% (TRABELSI et al., 

2021). Neste mesmo estudo, em comparação com outras técnicas, a citometria de 

fluxo demonstrou o maior valor de acurácia com porcentagem de até 97% 

(TRABELSI et al., 2021). A sua capacidade de diferenciação no processamento de 

amostras contendo população mista de hemácias é excelente, uma vez que permite 

analisar a intensidade de fluorescência de cada célula individualmente (KING et al., 

2000). Além disso, uma outra vantagem apresentada pela citometria de fluxo é a 

economia de tempo e de amostra, uma vez que esta técnica necessita somente 120 

μL de amostra de sangue aproximadamente (TRABELSI et al., 2021). Por esse 

motivo, foi a técnica   escolhida para realizar o acompanhamento de dois pacientes 

infantis com quadro de HS e HPP em estudo onde demonstrou diferentes 

proporções de populações de hemácias normais e alteradas (KING et al., 2008). 

Segundo Trabelsi e colaboradores (2021), uma desvantagem que essa técnica traz é 

a necessidade de se utilizar amostras de um grupo controle em cada ensaio.  

No entanto, a técnica de EMA não possibilita o estabelecimento de correlação 

entre o tipo de defeito da proteína e a redução da intensidade de fluorescência 

(TRABELSI et al., 2021), não sendo suficiente para realizar o diagnóstico diferencial 

entre anemias hemolíticas com diferentes alterações em proteínas de membrana. No 

estudo realizado por King e colaboradores (2008), foi descrito o caso de uma criança 

que apresentou um pico de fluorescência característico de HPP no teste de EMA, 

acompanhado por valores baixos, tanto de fluorescência no canal médio, como de 

Volume Corpuscular Médio (VCM). A amostra foi submetida a uma investigação 

mais aprofundada, sendo que a partir da identificação de proteínas da membrana, 

verificou-se a existência de uma deficiência combinada de proteínas da banda 3 e 

4.2 (KING et al., 2008). Sendo assim, o diagnóstico final do caso foi HS (KING et al., 

2008). Ou seja, a técnica evidenciou um perfil característico de HPP em um paciente 

com HS, o que poderia ter levado a um diagnóstico equivocado (KING et al., 2008). 
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2.4.3. Teste de fragilidade osmótica 
 O teste de fragilidade osmótica dos eritrócitos (FOE) avalia a variação da 

resistência dos eritrócitos à hemólise frente a ação de soluções salinas hipotônicas. 

A utilização desse teste permite que sejam verificadas variações dos resultados em 

enfermidades como algumas anemias, alterações metabólicas e/ou carenciais. Para 

melhor avaliação da FOE, os resultados deveriam ser representados em gráficos, 

como por exemplo um gráfico de porcentagem de hemólise X concentração de 

solução salina, tendo como resultado uma curva sigmóide que representa a 

distribuição da frequência da fragilidade osmótica dos eritrócitos. Os resultados 

também podem ser apresentados informando as concentrações da solução salina 

em que houve a hemólise mínima (5%), hemólise máxima (95%) ou a fragilidade 

osmótica média, que mede a hemólise de 50% das hemácias (SUESS et al., 1948). 

Um eritrócito normal pode apresentar uma capacidade de absorver água no seu 

interior de aproximadamente 70% do seu volume original, quando este é colocado 

no meio hipotônico. Quanto maior o aumento de volume, maior a probabilidade de as 

hemácias sofrerem lise celular, devido a redução da sua capacidade máxima de 

reter o líquido. Um diferencial encontrado entre anemias de origem por privação de 

ferro ou talassemias, e anemias por defeito de membrana, está no fato de que nesta 

última é observado um aumento de fragilidade osmótica (LEWIS; BAIN; BATES, 

2006 apud SANTOS, 2015). 

O teste de fragilidade osmótica é capaz de demonstrar resultados que 

independem de alterações qualitativas e quantitativas sofridas pela membrana. Este 

teste apresentou a mesma sensibilidade em pacientes com deficiência em proteínas 

da banda 3, em espectrina e em pacientes com alterações não detectadas. Contudo, 

este é um teste interessante para a investigação de casos menos típicos. De acordo 

com MARIANI et al. (2008), o número de esferócitos encontrados nem sempre está 

relacionado diretamente ao tipo ou à gravidade da doença, uma vez que foi 

observado que cerca de 10% dos casos de esferocitose hereditária apresentam 

pouca ou nenhuma alteração de membrana.  

A sensibilidade deste teste pode variar de acordo com o tratamento da 

amostra. O valor estimado para análise de sangue fresco foi de 45%, podendo 

aumentar este valor sobe para até 70% quando o sangue é levado para o processo 

de incubação. Isto ocorre porque o estresse gerado aumenta a lise osmótica dos 

esferócitos quando comparados aos eritrócitos normais (TRABELSI et al., 2021). A 



25 
 

sensibilidade deste teste pode ser afetada pelo aumento de reticulócitos na 

circulação (KING et al., 2000). Como aconteceu com o método de SDS-PAGE, o 

procedimento de esplenectomia permitiu a detecção de maiores números de casos 

de alteração na membrana (MARIANI et al., 2008). 

 

2.4.4. Outros testes 
 O pink teste e o teste de crio-hemólise também foram analisados por Trabelsi 

e colaboradores (2021) quanto a suas aplicações no diagnóstico de anemias 

hemolíticas. Verificou-se que o pink teste, uma variação do teste de lise de glicerol 

ácido, tem sensibilidade ligeiramente maior, com porcentagem de 72,2% em 

comparação com a lise de glicerol. Enquanto isso, o teste de crio-hemólise 

apresentou a mesma sensibilidade do teste de fragilidade osmótica (70%). 

(TRABELSI et al., 2021). 

 De modo geral, para a determinação do diagnóstico somente a análise do 

hemograma não é suficiente o conjunto de outros ensaios devem ser analisados. 

Como foi discutido no caso relatado por King e colaboradores (2008), quando a 

técnica de EMA não conseguiu distinguir HS do HPP, o valor do VCM foi 

fundamental para distinguir entre as duas condições. 

 Em relação à sintomatologia observada nos pacientes, como já foi 

comentado, percebeu-se que o desenvolvimento de esplenomegalias e cálculos 

biliares estão relacionados com a deficiência de banda 3 (MARIANI et al., 2008). 

Embora estas tendências não possam ser consideradas informações definitivas para 

um diagnóstico, podem direcionar a decisão clínica. 
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3. CONCLUSÃO 
 
 As alterações de membrana eritrocitária são patologias que atingem pessoas 

em ampla faixa etária. Cada caso apresenta suas particularidades, em que os 

pacientes podem ser classificados desde assintomáticos até a sintomáticos graves 

com necessidade de transfusão sanguínea. Pode-se verificar que a deficiência de 

determinadas proteínas pode causar quadros leves, moderados e graves 

dependendo do paciente, não apresentando um padrão específico para cada 

doença. Assim sendo, o diagnóstico possui uma grande importância para que o 

paciente seja encaminhado a um tratamento adequado o quanto antes. 

 A dificuldade de um diagnóstico sempre reside no fato de que nem todos os 

casos são detectados. Embora os motivos possam variar, destacam-se as limitações 

de cada metodologia: o teste de EMA, por exemplo, origina resultados semelhantes 

para patologias diferentes; já a presença de estruturas como reticulócitos interfere no 

resultado do teste de fragilidade osmótica e criohemólise; SDS-PAGE não apresenta 

sensibilidade suficiente para detectar deficiências leves. Dessa forma, dependendo 

da clínica do paciente, a associação entre dois ou mais métodos deve ser utilizada 

para a obtenção do diagnóstico, pois cada metodologia possui vantagens e 

desvantagens (o custo elevado da citometria de fluxo e a baixa especificidade da 

eletroforese são desvantagens que devem ser consideradas). Utilizando-se uma 

combinação de testes com especificidade, sensibilidade e reprodutibilidade 

conhecida, sua complementaridade permite o aproveitamento dos pontos fortes de 

cada método.  Nesse contexto, novas metodologias ou testes ainda devem ser 

estudados para que cada vez mais o diagnóstico se torne mais preciso e mais 

rápido. 
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