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I - INTRODUGAO



A presencga de ‘eritrdcitos "peculiarmente aléngados' e
em forma de foice" foi assinalada pela primeira vez por 'HERRICK.
em 1910 em um individuo négro proveniente das Antilhas (30). No
entanto, o termo anemia.falciforme foi empregado somente em 1920
por MASON, ao descrever um paciente com caracteristicas identi-
cas. Pocucos anos apés, EMMEL obéervou a alteragao da forma discoi
de normal de hemdcias oriundas de pacientes com doenga semelhan-
te, mantidas entre lamina e laminula & temperatura ambiente (23).
Em 1927 HAHN e GILLESPIE demonstraram que essa transformagao o-
cérria quando a tensao de oxigénio permanecia abaixo de 45 mmHg
(76). PAULING e c¢o0l.(48), em 1949 observaram gue individuos com
anemia falciforme apresentavam uma hemoglobina com mobilidade ele
troforética anormal em conseqgiéncia da auséncia de duas cargas
negativas e, portanto, possuiam estrutura molecular andmala e Jque
mais tarde foi denomiﬁada hemogleobina S (HbS). Neste mesmo perio-
do, os fundamentos da transmisséo hereditdria da anemia falcifor-
me foram elucidadas independentemente por ACICLY no Brasil (60)
e por NEEL e BEET nos Estados Unidos (76). Desse modo foi demons-
trado que a presen¢a de um unico gene para HbS resultava em hete-
rozigose, sem manifestagoes clinicas, engquanto que a homozigose

manifestava-se como anemia falciforme (76).

0 defeito bioquimico exato foi elucidado por INGRAM
em 1956. Utilizando o método de "fingerprinting"_ esse autor de-
monstrou que um dos produtos da digestdao da tripsina migrava di-
ferentemente da Hb normal, pela substituicio de um residuo de aci
do glutdmico por um de valina na 62 posigao da cadeia B , ocasio

nando a perda de duas cargas negativas por molécula de Hb (76).



Concomitantemente foi observado que a Hb 5, na forma desoxigena-
da, era insoltvel e formava estruturas paracristalinas, resultan
do em acentuada elevagdo da viscosidade sangliinea (8,42). Esses
cristais seriam polimeros de moléculas de Hb S unidas por liga-
coes nao-covalentes (19). Estudos de microscopia eletronica (75),
microscopia de luz polarizada (19) e difracgdo de raios-X (26) fa-
cultaram a elucidagac da estrutura interna dos polimeros. Cada
polimero é constituido basicamente de tetrametros dispostos ao re
dor de um eixo vertical, apresentando-se ao corte transversal co-
mo anéis de 6, 8 ou 14 moléculas de Hb empilhadas umas sobre as

cutras, constituindo uma estrutura helicoidal ao redor de um cen-

o
tro vazio, com uma inclinagdo de cerca de 3.000 A (42).

Essa peculilar agregagac molecular acarreta repercus-
soes importantes na morfologia celular do eritrdcito, uma vez gue
a hemacia com gquantidades significativas de Hb S, na forma deso-
xigenada tem o seu formato bicdncavo substituido pela forma de
foice, em virtude da presenga dos cristais de Hb anomala no ssu
interior, perda de égua e cdtions e consequente distorgac da mem-
brana celular (33,42). A formagao dos polimeros é facilmente re-
versivel com © incremento da tensdo de 0, e suficiente oxigenagao
da Hb, sugerindo que OS polimeros sao mantidos por forgas fisi—
coquimicas fracas, como pontes de hidrogénio, pontes hidrofobi-
cas e forcas de Van der Waals (42, 73). Entretanto, o processo de
falcizagao e posterior retorno a forma normal ocorre numerosas
vezes, originando alteragoes irreversiveis na membrana celular,

com a conseguente formagdo das células irreversivelmente falci-

zadas (CIF) (8).

Além do estado homozigotico da hemoglobinopatia S,

a anemia falciforme, outras associacdes genéticas resultam em pre



dominio de Hb S intra—eritrocitéria e, desse modo, apresentam ma-
nifestagoes cl{nicas semelhantes entre si. Em seu conjunto essas
alteragoes séoldenominadas doengas falciformes, e entre elas me-
receﬁ destagque as interagoes de Hb S com outras hemoglobinopa-
tias, em especial as associ?gaes com é Hb C e com a talassemia
3. A Hb C foi a 2% hemdglobina anomala identificada, e a sua al-
teragdo molecular deriva da substituigao de um residuo do dcido
glutdmico por um de ;isina na 62 posigdo da cadeia globinica B .
De maneira semelhante 3 Hb S, é bastante freqiente na Africa, on-
de em algumas regioes 17 a 28% da populagéo possul hemoglobinopa-
tia C na sua forma heterozigdtica. Na populagdo negra americana
essa frequencia e de 2 a 3% (76). No Brasil, a distribuicao das
alteracoes hereditérias das hemoglobinas € hete;ogénea, sendo que
no Estado de S3do Paulo a fregiiéncia estimada de heterozigoses pa-

ra hemoglobina S e C é respectivamente 6,6% e 1% (60} .

0s individuos gue apresentam a associacao entre OS
genes para hemoglobinopatia S e hemoglobinopatia C (hemoglobino-
patia SC) tém uma evolucdo clinica benigna quando comparados aos
homozigotos SS. Além disso apresentam niveis mais elevados de Hb,
com concentragao em torno de 10 g/di e'séo encontradas no esfre-

gago sangiineo numerosas hemacias em alvo (76).

A interagao entre a hemoglobinopatia S e B talasse-
mia (S B tal) é encontrada em algumas partes da Africa e na po-
pulagio mediterranea, especialmente Grécia e T+idl1ia (76). No Bra
sil essa interagdo é bastante encontrada, devido 4 alta frequen-
cia de heterozigotos para hemoglobina S, a miscigenagao entre des-
cendentes-de negréides e italianos e 4 presenga de hemoglobina
5 em caucasoides descendentes de sicilianos e arabes (60). Nos ca.

sos em que hd supressaoc completa da sintese da cadeia (3 g% tal),



a deenga geralmente apresenta evolu¢dao clinica grave, similar a

anemia falciforme. Quando a sintese da cadeia B nd3o estd  total-
+ . ~ ;e ~

mente ausente (S B tal) as manifestagdes clinicas sa3o moderadas

e os pacientes podem ser assintomdticos (76).

Os pacientes cqm anemia falciforme apresentam perio-
dos sem manifestagoes clinicas, com anemia moderada e niveis de
Hb ao redor de 8 g/100 ml, denominada "fase estavel" da doencga
(26, 38). A "fase estavel" da doenca pode ser interrompida por
manifestagoes agudas, as "crises de falcizagao". Essas crises ro
dem ser classificadas em: vaso-oclusivas, aplasticas, sindrome de
sequestragdo e hemoliticas. As crises apldsticas geralmente sao
desencadeadas por infec¢oes, principalmente virais, e podem cons-
tituir em episddios de grande gravidade. A faléncia medular tam—
bém pode resultar da deficiéncia de dcido félico, especialmente
durante a gravidez. As crises de sequestragae saoc mais comuns em
criangas e caracterizam-se por um acumulo macico de hemacias,
principalmente no bago, sendo provavelmente responsaveis pela
maioria das mortes que ocorrem nos primeiros anos de vida dos pa-

cientes com anemia falciforme (42, 76).

As crises hemoliticas s3o bastante raras, com rapida
redugao da vida média das hemdcias, resultando em ictericia, redu
¢ao acentuada da concentragldo de Hb e reticulocitose. As crises
vaso-oclusivas sdo mais comuns nos pacientes com anemia falcifor-
me e advem da obstrugdo vascular consegiiente a redugac na defor-
mabilidade das hemdcias, levando & hipdéxia e posterior necrose
tecidual. Podem afetar gqualquer 6rgéo e ocorrem preferencialmen-
te na microcirculacgio, onde o fluxo é lento e a agregagio eritro-

citdria comum (42, 76).

.

BARRETT-CONNCR (5) em interessante estudo em que 116



pacientes com doencas falciformes foram acompanhados durante 11
anos, observou varios dados importantes: a infecgac bacteriana e
a maior causa de morte na anemia falciforme, particularmente na
infancia, além de constituir a principal causa de hospitalizagao.
0 risco de infecgoes graves & maior em pacientes com wmenos de 4
anos de idade, e entre estas Sé destaca a meningite bacteriana,
causada em 78% dos casos por pPneumococos (2, 5, 35). Outros tipos
de infeccgdes frequentes s30: pneumonia, osteomielite, septicemia
e infeccgdo urinaria. As hactérias envolvidas saoc aquelas que ca-

racteristicamente pPOSSUER envoltério de polissacarideos COmO :

Salmonella sp, Haemophilus influenzae tipo b, Neisseria meningi-

tidig, Escherichia coli, Entercobacter sSp., Klebsiella sp e Staphv-—

lococcus aureus (7, 28, 47, 61, 63, 64 e 72), além de Mycoplasma

sp {47).

As possiveis razdes da maior susceptibilidade & in-
fecgao apresentada pelos pacientes.com doengas falciformes sao
complexas e ainda nSo totalmente elucidadas. Aparentemente as m 1
tiplas lesdes organicas e a asplenia funcional consequentes ao0s
episddios de oclusoes vasculares tém papel preponderante. Além
disso sio descritas deficiéncia de opsoninas séricas, defeito na
via alternativa do complemento, falta de tuftsina, alteragao na
atividade da via hexose-monofosfato dos leucdcitos e defeitos na

imunidade (22, 24, 29, 35, 47, 52, 61, 77) .

‘Histologicamente o bago & constituido pelas polpas
branca e vermelha, sustentadas pela capsula e trabeculas de. te-
cido conjuntivo.-A polpa branca ¢ formada pelos corpusculos de
Malpighi, tecido 1inféide difuso e nodular. Ao redor das artérias
que deixam astrabéculaspaia penetrar no parénquima, a polpa
branca forma os envoltdrios linféides‘periarteriais, constitui-

dos por fibras reticulares e 1infdcitos. A polpa vermelha e cons-



tituida por vasos sangiliineos de grande calibre e tortuosos que
formam os seios venosos, separados pelos cordoes esplénicos de
BILLROTH, gue tem a sua malha reticular preenchida por macrofa~-
gos e elementos circulantes do sangue. Entre o tecido 1linfodide
e a polpa vermelha, na periferia da polpa branca, encontra-se a
zbna marginal, gue contem Seios venosos menores que recebem o san
gue arterial e onde as células vindas do sangue entram em contato

com o parénguima esplenico (6).

0 sangue penetra no bago através da artéria espléni-
ca que se ramifica ao longo das trabéculas, com diminui¢ac do seu
diametro atée 0,2 mm, chegando aos centros germinativos, sendo en-
t30 chamada artéria central. Dai tem origem as artérias penici-
ladas ou da polpa vermelha, com um diametro de 40 a 50 pm e 0,6
a 0,7 mm de comprimento. Finalmente cada artéria penicilada rami-
fica-se em dois ou trés capilares encapsulados. O sistema venoso
é constituido pelos seios venosos e numerosas veilas que permeiam

toda a polpa vermelha e circundam a polpa branca (6).

O mecanismo exato da passagem do sangue dos sistemas
arterial para venosb do baco nao ¢ ainda totalmente compreendi-
do. Aparentemente a maior parte do fluxo sangliineo dos capila-
res é diretamente drenado entre as células reticulares dos cor-
ddes esplénicos e gradualmente filtrado para os seios venosos{6}.
Esse sistema conhecido como "eirculagao aberta" do bago, & carac-
terizado por lentidac de fluxo, permitindo que células fagocitim

cas esplénicas removam o material particulado do sangue (22). Num

segundo tipoc de circulagao, conhecida como "fechada', os capila-
res comunicam-se diretamente com o lumem dos seios  venosos (6,
S11).

Toda essa trama vascular permite gue o material  par-



ticulado ou antigeno macromolecular inicialmente localizado noOSs .
L4 . - .

macrofagos da zona marginal se espalhe aos fagoclitos do restante

da polpa vermelha e dai para os centros germinativos, onde se

inicia a resposta imune atraves da producgdo de Ig M (6, 22).

CONSTANTOPOULOS e NAJJAR (40) sugeriram gque no bago
seria produzida uma imunoglobulina nao especifica conhecida como
globulina leucofilica, pertencente 4 classe Ig G, que 1liberaria
tufsina, um tetrapeptideo opsonizador que aumenta a capacidade fa
gocitica dos neutrofilos frente Y bactérias. Uma segunda opsonina
produzida pelo bago é a properdina, componente importante da via
alternativa do complemento (22). Além disso, o bago € o principal

local de producgdo de Ig M (76).

Outras fungoes do ba¢o incluem: filtragao, reserva

de plaguetas e hematopoese na vida intra-uterina (76).

No adulto a destruigdo de hemdcias senescentes tambem
acontece predominantemente na rede esplénica (49). Normalmente,
apés os eritrécitos chegarem ao fim de sua vida média, hd  perda
de atividadé enzimatica e redugac de elasticidade de membrana;
com conseqiiente captagao das hemdcias pelos macréfagos — espleni-
cos (22). Eritrdcitos morfologicamente anormais, CoOmO esferdci-
tos, esguisdcitos ou com rigidez de membrana em virtude da pre-
senga de Hb anormal como a Hb S ou Hb C, tém sua passagem impedi-
da através dos poros das células endoteliais, resultando em des-
truigao eritrocitdria prematura {22, 49). Além disso © bago tem a
capacidade de remover uma variedade de inclusdes intraeritrocitarias
cem destruir as hemdcias (15, 49). O mecanismo pelo qual corpus-
culos de Howell-Jolly, corpoé de Pappenheimer ou proteinas desna-
‘turadas da membrana celular sdo retiradas parece ocorrer durante

a passagem pelos poros das células endoteliais dos corddes esplé-



nicos (15). A membrana celular é reconstituida e a hemacia libe-
rada para os sinuséides sem as alteragoes existentes anterior-—

mente. Esse processo é& conhecido como "pitting" (15, 49, 76).

0 termo "hipoesplenismo" foi propoéto.por EPPINGER, em
1913, para descrever a condicao que se desenvolve apos a extirpa-
cdo do bago, em analogia ao hipotireoidismo (15). Os mecanismos
conducentes ao hipoesplenismo sdo multiplos e incluem desde a fal
ta do bago conseqlente a agenesia ou esplenectomia, até sua ima-
turidade ou atrofia. Sao relatados casos de hipoesplenismo em en
tidades como: trombocitemia hemorragica, "sprue" tropical, estea-
torréia idiopatica, ileite, hipopituitarismo, alcoolismo, hiper-
tireoidismo {15), apdés irradiagao na doenga de Hodgkin (13), do-
enca celiaca (14, 70), dermatite herpetiforme (14), lupus erite-
matoso sistémico (21), doenga de Crohn (65), anemia falciforme

(22}, em recém-nascidos (32) e na velhice (83).

A nogao que a auseéncia do bago acarretaria repercus-
s0es importantes sobre o organismo & reconhecida hda muito tempo.
KING e col. {(37), em 1952, ao analisarem criangas esplenectomiza-
das antes dos seis meses de vida devido a anemia hemolitica con-
génita; constataram o maior risco de infecgdes a gque estao sujei-
tos esses individuos quando comparados a popula¢ao normal.LIKLITE
(40) ao avaliar as alteragdes imunoldgicas pos-esplenectomia, ob-
servou um decréscimo no nivel de Ig M sérica, redugdo na mobili-
zacdo de macrdfagos e niveis diminuidos de opsoninas e anticor-
pos citofilicos. O conjunto dessas alteragoes contribulria para
fagocitose deficiente de bactérias. A queda do nivel de Ig M é
constatada ap5s alguns meses de esplenectomia, e provavelmente se
deve & prépria retirada do bago, onde sdo encontradas grande nume

ro de células produtoras dessa imunoglobulina {(10).
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~ Essas alteragaés em conjunto tornam'individuos esple-
" nectomizados propensos a infecgoes e septicemias fulminantes(47).
As criangas apresentam um risco maior do que os adultos, confir-
mando a importancia desse orgdoc, principalmente nos primeiros
anos de vida, quando a copcentragao de anticorpos no plasma & re-
duzida e o bago tem papel primordial na captagdo e destruicdo de
antigenos ainda naoc reconhecidos imunologicamente (37, 77). Os
principais agentes infecclosos envolvidos nessas infecgoes sao:

Streptecoccus pneumoniae em 50% dos casos, e Haemophilus influen—

zae, Staphilococcus aureus, Streptococcus do grupo A e Neisseria

meningitidis nos casos restantes (40, 54).

De maneira semelhante compertam-se pacientes com bago
hipofuncionante DAMESHEK (17), em 1949, descreveu um caso de hi-
poesplenismo em um paciente que apresentava alteragoes no esfre-
gago sanguineo compativeis com a auséncia do bago e atrofia esplé
nica a autdpsia. Na ocasido o autor observou: "O diagndstico cli-
nico de hipoesplenismo pode ser suspeitado na presenca de duas ca
racteristicas, que sé podem ser detectadas pelo exame cuidadoso
de um esfregago de sangue bem estendido e bem corado: corpuscu-~
los de HOWELL-JOLLY e hemdcias em alvo. Adicionalmente sao en-
contrados no hipoesplenismo: acantdécitos, siderdcitos e hemdcias
com irregularidades de superficie (22). Hemacias com essa Ultima
alteracgao morfolégiga,conhecidos como "pits" ou "pocks'", permane—
cem na circulagao e podem ser visualizadas através de microscopia
com contraste de interferéncia (dptica de NOMARSKi). A origem de
tais alteragdes nao estd ainda totalmente elucidada, mas elas pa;.
recem corresponder a vacuolos de baixa densidade dptica, localiza
dos proximos da membrana, que conteriam hemoglobina degenerada ou

.

restos de mitocondria e membrana (9, 31, 36, 66). Em individuos
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com bago intacto a contagem de hemdcias com "pits" é baixa, com
valores inferiores a 2% (1, 52), enquanto que em pacientes-esple—
nectemizados esse valor & significativamente elevado (31, 43, 44,

46) .

»

DIGGS (20}, em 1935, descreveu as alteragoes histopa-
tologicas no bégo de pacientes com anemia falciforme. Inicialmen-
te haveria uma esplenomegalia consegqiiente a congestao da polpa
esplénica em virtudé da obstrug@o por grandes quantidades de cé-
Tulas falcizadas, acompanhada de hemorragias aoc redor dos corpus
culos de MALPIGHI. A oclusio vascular provocaria repetidos micro-

enfartos, tornando o érgdo fibrdtico e atrdfico. Esses fenomenos
séb coincidentes com os achados clinicos observados a palpagio
do bago nos pacientes com anemia falciforme. Comumente h3 espleno
megalia nos primeiros anos de vida, seguida de auséncia do Srgao
a palpagdo apds os 6 anos de idade, resultante da autoesplenec;

tomia consequente & fibrose.

.AS repercussoes da hipofungao esplénica nas doengas
falciformes concentram-se principalmente na maior suceptibilidade
a infecgdes. A importincia e freqﬁénciq das infecgoes na evolucio
desses pacientes motivaram numerosas investigagdes a respeito da
fungao esplénica com o emprego de diferentes metodologias. Um mé-
todo que resulta em observagoes valiosas consiste na wutilizacgao
de isdtopos radiocativos incorporados a hemdcias lesadas pelo calor, com
posterior determinacao da curva de depurag3c e mapeamento esple-
nico. Essas determinagdes realizadas em individuos com doengas
falciformes mostraram incapacidade de depuracac das particulas
marcadas e redugao ou ausencia do bago ou mapeamento. Ocasional-
mente essa auséncia do bag¢o ao mapeamento € observada concomitan-

temente a esplenomegalia, caracterizando a "asplenia funcional™®
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(34, 45, 53, 80).

A contagem de hemicias com "pits" & empregada na ava
liacdo da fungao esplénica em diversas doengas, como doenga ce-
ifiaca, lupus eritematoso sistemico, dermatite herpetiforme e
apés irradiagdo na doenga de Hodgkin (13, 14, 21). E um método
complementar em relagao aquéles que empregam isotopos radicati-
vos, além de ser bastante simples, pouco dispendioso, comodo e
seguro para o paciernte, pode ser repetido a intervalos regulares,
permitindo assim o acompanhamento da evolugio da fungao espléni-
ca em um determinado paciente. Nos pacientes com doenga falcifor-
me ha uma perfeita correspondéncia entre a avaliacao da fungao
esplénica pelas contagens de "pits" e por métodos radiocativos, em
bora em algumas anemias nutricionais e em homozigotos para hemo-
globinopatia C possa haver discrepancia entre esses dois métodos
(82). Desse modo tem sido freqﬁentemente empregada no estudo da
fungao esplénica em pacientes com anemia falciforme. ROGERS e
col. (62) analisaram 130 criangas jamaicanas com anemia falcifor-
me, entre 0 e 4 anos de vida, e correlacionaram as contagens de
hemacias com "pits" e episodios infecciosos, concluindo que a de-
terminacac da porcentagem de hemacias com "pits" forneceria sub-
sidios importantes na detecg¢do precoce dos riscos de infecgoes

graves.

Além do mais outras investigagoes estabeleceram a cor
relagao entre as contagens de hemacias com "pits", dosagem de Hb
Fetal e idade dos pacientes. Aparentemente niveis elevados de Hb
Fetal podem contribuir para & manutengac da normalidade da fungao
esplénica (1, 50), assim ha uma tendencia a elevagao das conta-
gens concbmitantemente aoc incremento na idade dos pacientes (52,

67, 68, 80).
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Em relagac as hemoélobinopatias SC e SR talassemia o
numero de pacientes estudados é significantemente menor do que 0S
ss {40, 52, 67, 68, 80). Na hemoglobinopatia SC a asplenia £fun-
cional se desenvolve mais tardialmente e de maneira gradual (47,
67, 80), representada por conptagens de hemacias com "pits" apre-
sentando valores intermedidrios entre os controles normais e O0S

homozigotos SS (12, 67).

Na S B talassemia também ocorre comprometimento da
funcao espléenica, embora existam poucos dados comparando as duas
diferentes formas S BO tal e S B+ tal (67). Aparentemente a esple
nomegalia € frequente, mas a tendéncia a enfartos e consequen-
te fibrose do drgdo € menor, e nos Casos de S B talassemia a inci
déncia de guadros infecciosos parece Ser menor, quando comparadas
aos pacientes com Anemia Falciforme (29, 52, 57). Dessa forma, a
avaliagao da atividade esplénica se insere entre os estudos com-
parativos levada a efeito nas doengas falciformes guanto aos as-
pectos clinicos, hematoldgicos, genéticos e moleculares (79).
‘Ademais, a literatura registra apenas um estudo da medida da fun
cic esplénica em populagao brasileira de portadores de doengas

falciformes, constituindo de 24 pacientes avaliados (80}.
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Conscante o exposto, e levando em consideragac a es-
cassez de dados na literatura com relagao a atividade funcional
do bago nas diversas doenggs falciformes no Brasil e, além disso,
os poucos estudos onde sao comparados os pacientes SBObtalassemi~
cos, SB+ talassémicos e os homozigotos para hemoglobinopatia S,
resolvemos conduzir uma avaliagac de aspectos da fungao espléni-
ca em pacientes homozigotos para hemoglobinopatia S, s8° talasse
mia, sgt talassemia e com hemoglobinopatia SC, com o objetivo de
contribuir para um melhor entendimento do problema nesses Jgrupos

de pacientes.

A consecugac desse objetivo inclul uma etapa inicial
que consistiu na padronizagaoe do método de estudo da fungao es-
plénica pelas contagens de hemacias com "pits". Adidionalmente,
a avaliacdo da eficdcia desse métode foi realizada com a utiliza-

¢30 simultinea de técnicas radioisotdpicas.



1] - CASUISTICA E METODOS
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1I.1. CASUISTICA

Foram estudédos 87 pacientes com doengas. falciformes
procedentes do Hospital das Clinicas da Faculdade de Ciéncias Mé-
dicas da UNICAMP e do "Centr; Infantil Domingos Boldrini". Esses
pacientes compreendiam 39 com anemia falciforme, 14 com S Bo ta-

. . Lot .
lassemia, 10 com hemoglobinopatia SC e 4 com S B talassemia.

Fm todos os pacientes foi obtido consentimento para
realizacao dos experimentos apés amplo esclarecimento sobre OS

procedimentos a serem empregados.

0 diagndstico das alteracdes hereditarias das hemoglo
binas foi baseado em dados clinicos e na determinagao dos parame-
tros hematimétricos, eletroforese de hemoglobina, dosagem de

Hb A2 e Hb F, e, na maioria dos cascs, ROTr estudo familial.

0s portadores de doengas falciformes foram avaliados
‘durante a fase estavel da doenga e ndo haviam recebido transfusao

sangliiinea nos ultimos 3 meses antes do exame.

Além dos paclentes com doengas falciformes foram es-
tudados: 1) 26 individuos submetidos & esplenectomia, conseguen-
tes a: trombocitemia hemorragica (1), doenga de Hodgkin (5), pur-
pura trombocitopenica idiopatica (3), esferocitose hereditaria
(2), esquistossomose (2), leucemia linfdide cronica (1), ruptura
traumdtica do bago (2), mielofibrose (1), doencga dé Gaucher (2} e
7 portadores de alteracoes hemoglobinicas, sendo 1 8B tal, 1 S BO
tal, 4 hombzigotos BO talassemicos e 1 com Hb instavel. 0Os paci-
entes foram estudados apds a esplenectomia em periodos variaveis

de 3 meses a 11 anos (nesses pacientes,nao foi pesquisada a pre-

senca de bago acessério por mapeamento esplénico). 2) Quatro pa-
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cientes com esplencmegalia e sem alteragoes hemoglobinicas,_sendo

3 portadores de esquistossomose e 1 com esferocitose hereditaria.

0 grupo controle foil constituido de 31 adultos nor-
mais, estudantes ou funcionarios do Hospital das Clinicas da Fa-
culdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, sem alteracoOes ao exame

nematoldgico e & eletroforese de Hb.

Na tabela I estdo relacionados oS valores das médias
e desvios padroes dos dados hematimétricos, dosagens de HbF e

Hb A. nos diversos Jgrupos estudados. Os correspondentes dados in-

2
dividuais dos pacientes e controles, além da idade e sexo encon-

tram-se nas tabelas VII a XIII do Apendice.
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I1.2. METODOS

1. Hematimetria -

Os valores hematimétricos, contagem de globulos
vermelhos, deosagem de HD, determinagao do Ht e dos indices hema-
timétricos: volume corpuscular médio (VCM) e hemoglobina corpus-
cular media (HCM), foram obtidos através do contador  eletronico

Coulter modelo SSr.

2. Estudo hemoglobinico
2.1. Preparc do hemolisado

0 sangue foi colhido com EDTA (1,5 mg/ml san-
gue), centrifugado e separados o plasma e a camada de leucoci-
tos. As hemacias foram lavadas adicionando-se NaCl 0, 9%, em seqgui
da centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos. O procedimento foi
repetido por 3 vezes. Apdés a Ultima lavagem, foram adicionados
tetracloreto de carbono e dgua em guantidade correspondente a 1 e
meio volume de hemacias, respectivamente. Apos agitagao vigorosa,
a solugao foi centrifugada por 20 minutos a 3000 rpm. O hemolisa-

do apresenta-se na fase superior, iimpido e livre de estroma.

2.2. Eletroforese de hemoglobinas
2.2.1. Padrio eletroforético

0 hemolisado foi aplicado em fitas de
acetato de celulose (Cellogel) e a eletroforese levada a efeito
em Tampaoc Tris-EDTA-Borato ph 8,6, por 30 minutos a 220 volts. A

coloragao foi feita com Ponceau'S* (39).

* Coloracdo de Ponceau's - 0,5% de Ponceau's em acido tricloro-
acetico a 5%.
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Os hemolisados Que apresentaram hemoglobi-
na anomala foram analisados em eletroforese em gel de agar em pla
cas de vidro 15 cm x 11 cm, em tampac citrato ph 5,8, por 4 ho-

ras a 49C, com uma corrente de 45mA. A coloragao foi feita com

penzidina * (74).

2.2.2. Dosagem de HDb A,

& quantificagao de Hb A, foi feita aplican
do-se 15 ul de hemolisado em uma fita de acetato de celulose
(Cellogel) e a eletroforese feita em Tampao Tris-EDTA-Borato ph
8,9, por 50 minutos, sendo aplicada uma corrente de 220 volts.
Apés'a separagao das hemoglobinas, a fita foi cortada, separando-
-se a fragdao correspondente 3 Hb A, das demails hemoglobinas. AS
duas fragoes foram eluidas em tampao: a 12, com Eb A, em 3ml ea
22, com as demais hemoglobinas em 15 ml. Depois de um periodo de

4 horas fol lida a absorvancia em 415 mm € calculada a porcenta-

gem de Hb A, (74).

2.2.3. Dosagem de Hb Fetal

A quantificagao de Hb Fetal foi feita pelo

método de desnaturacao alcalina {55).

2.2_4. Solubilidade de Hb S

Foi adicionado 0,1 ml do hemolisado em 5 ml
de tampao fosfato 2,35 M contendo ditionito de sédio a 1%. Apds

agitagdo e repouso por 5 a 6 minutos, a solugao foi filtrada em

* Coloragao de Benzidina

Benzidina -- 1 g; Nitroprussiato de sddio - 1 g; acido acético
glacial -~ 100 ml e H,0 destilada - 300 ml.
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papel de filtro Whatmann? 1, a D.0O. do filtrado lida em 540 nm e

calculada a porcentagem de hemoglobina soluvel (81).

3. Alteracoes morfologicas de hemacias

3.1. Quantificagiao de células irreversivelmente fal

cizadas (CIF)

Foi feito esfregaco de sangue por pungaoc di-
gital, sem anticoagulante, e coradc com Leishman*. Foram conta-
das 2000 hemdcias com objetiva 100 x (imersde) e calculada a por-
centagem de hemacias irreversivelmente falcizadas. Foram conside-
radas como CIF as hemdcias alongadas e que apresentaram o seu

maior diametro igual a pelo menos duas vezes O menor.

4. Avaliac3do da fungao espleénica

4.1. Contagem de hemacias com corpusculos de Ho-

well-Jolly

Foi feito esfregago de sangue obtide por pun-—
gao digital e corado com Leishman. Foram contadas 2000 hemacias

e calculada a porcentagem de hemacias com corpusculos de Howell-

Jolly.
4.2, Contagém de hemacias com irregularidades de.
superficie ("pits")
Uma gota de sangue colhida sem anticocagulante
foi adicionada a 0,5 ml de formaldeido a 3% em salina tampona~

da** ph 7,4. Uma gota dessa solugao fol transferida para uma la-

* Leishman: 2,5 g de corante (Merck) diluido em 1000 ml de me-
tanol (Merck}. : :

** Salina tamponada
A - Na H, PO4 HO0 - 23,4 g/1 - 18 ml
B - Na HPO, - 21,3 g/1 - 82 ml



22

mina, coberta por laminula e a preparagao observada ao microsco-
pio de contraste de interferéncia (dptica de Nomarski). Foram ana
lisadas 500 hemacias e.determinada a porcentagem de hemdcias com
irregularidades de superf{cie {79).

*

4.3. Estudo da atividade fagocitica do bago com

CrSl*.

4.3.1. Lesdo e marcagao das hemdcias

Foram colhidos 6 ml dé.sangue em 2 ml
de ACD em condigdes estéreis. Apos centrifugagao, fol separado o
plasma e a camada de leucdcitos, e o sedimento de hemacias ressus-
penso a 30% com NaCl a 0,9%. A lesao das hemacias ocorreu pelo
- calor, colocaﬁdo-se a solugac em banho-maria a 512C por 30 minu-
tos, com agitagdes eventuais. Apos centrifugagao, foi desprezado
o sobrenadante e adicionados 100 u Ci de cromato de sddio estéril
=21y

(C . Essa'preparagao ficou a 372C por 20 minutos, sendo subme-

tida a eventuails agitagoes.

0 excesso de isdtopos n3o incorporado
4s hemdcias foi retirado através de 3 lavagens sucessivas com
Na Cl a 0,9%. As hemacias foram ressuspensas no volume inicial

com solucao fisiologica estéril (41, 79).

4.3.2. Depuracao pelo bago

0 sangue foi re-injetado no paciente,
sendo acionade o cronometro guando metade do volume inicial havia
sido introduzido. No antebrago oposto foram colhidas amostras de

sangue aos 3, 10, 15, 20, 30, 45 e 60 minutos, sendo wusadc EDTA

* Cr51 = cromato de sddio, estéril, obtido do IPEN da USP.
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como anticoagulante. De cada amostra foram separados 2 ml de san-
gue e submetidos a leitura da radioatividade em contador Gamma-

cord, com erro inferior a 5%.

Estabeleceu-se o tempo de 3 minutos como
100% de atividade e a partir desta, as porcentagens de radioati-
vidade obtidas nas demais colheitas foram calculadas. Com 05 va-
lores obtidos foi construido um grafico da porcentagem de radioa-
tividade em funcao tempo (fig. 3) e a partir dai calculada a meia
vida (T 1/2) das hemdcias autdlogas lesadas pelo calor (tempo ne-

cessario para redugdo da radicatividade a 50% do valor obtido aos

3 minutos).
5. Analise estatistica

Na andlise estatistica foi empregada a analise de
‘variancia e o teste de TUKEY. O nivel de significancia estabe-

lecido foi de 5%.

Nos testes de correlacdo o nivel de significancia

tambem fol estabelecido em 5%.



11T - RESULTADOS
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- ) £ _
Contagens de hemacias com irregularidades de superfi

cie ("pits")

Com © objetivo de avaliar a reprodutibilidade do. mé--
todo, a porcentagem de hemacias com "pits" foi determinada em 10
observagbes com a mesma amostra de sangue. Foram avaliados 5 pa-
cientes distintos. Na Tabela II estao représentadas as porcenta-
gens obtidas, média, desvio padrao e coeficiente de variagao. A
média dos coeficientes de variagao foi de 9,32% com valores com-

preendidos entre 6,8% e 11,8%.

A avaliac3o da fungdo esplénica através das contagens
de hemdcias com irreqularidades de superficie ("pits") foi levada
a efeito em 140 individuos. Na Tabela III estdo resumidos os re-
sultados dos diferentes grupes estudados. Em todos os individuos
normais as contagens foram inferiores a 1,8% e nos esplenectomi-
zados a menof précentagem observada foi de 18, 2%. Os pacientes
com deengas falciformes mostraram comportamento heterogéneo quan-—
to as contagens de hemacias altefadas, com grande intervalo .de
variagdo. Em todos osgrupos de doengas falciformes os intervalos
de variacoes foram significativamente wmais elevados do que noS
controles normais. Entre c¢s pacientes com doengas falciformes foi
observada uma diferenga significativa do grupo com anemia falci-
forme em relagac aos grupos Ccom hemoglobinopatia SC e SB+ talas-
semia (p < 0,001). O mesmo resultado foi encontrado entre os pa-

cientes com anemia falciforme e os esplenectomizados.

A Pigura 1 ilustra todos os vélores obtidos nas con-
tagens de hemacias com "pits", tornando evidente as diferentes
distribuicbes entre os grupos estudados. O trago horizontal re-
presenta as médias obtidas. A Figura 2 mostra o aspécto de uma hg

macia contendo "pits", proveniente de um paciente esplenectomizado.
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FIGURA 1 - Porcentagens de hemdcias com "pits" obtidas através de

contagem em microscopia com contraste

de interferen-

cia. O trag¢o horizontal representa a média de cada gru

po
S3S

sC

estudado.

1]

1

anemia falciforme

hemoglobincpatia SC

+ .
5 B talassemia

s B+ talassemia
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Quanto as contagens de hemdcias com corpusculos de
Howell-Jolly, somente 8 pacientes com anemia falciforme apresen-
taram valor igual a zero (8/59), em contraste com O grupo contro-
le normal, onde praticamente nenhum dos individucs possuia hema-
cias com essa alteragao (28/30). Somente um individuo com hemoglo
binopatia SC apresentou valor acima de zero. As contagens mais
elevadas foram observadas nos esplenectomizados, sende maior que
0,09% em todos oS individuos estudados. 0s grupos de pacientes

o + . . :
com SB” e SB talassemias tiveram comportamenio semelhante ao com

anemia falciforme.

As células irreversivelmente falcizadas (CIF) aparece
ram em maior numerc nos pacientes com anemia falciforme e em me-
nor quantidade nos portadores de hemoglobinopatia SC. Os SBO ta-
lassémicos apresentaram contagens superiores aos SB+ talassémicos,

mas claramente inferiores aosg com anemia falciforme.

0Os pacilentes com alteragoes hemoglobinicas poderiam
ser agrupadas em 3 categorias distintas, de acordo com as con-
tagens de hemacias com "pits" (50, 51): Grupo I - menor que 5%,
e que corresponderia a fungao esplénica normal; Grupo II - de 5
a 15%, isto é, um grupo intermedidrio qué embora ainda nao bem
caracterizado poderia definir redugao mas nao ausencia total &e
fungao esplenica (hipoesplenismo) e Grupo III - maior gue 15%,
com acentuada reducgio ou auséncia ‘de fungao esplénica (asplenia).
0s pacientes com anemia falciforme classificaram-se predominante-
mente no Grupo 1II (69,49%), seguido por 22% no Grupo II e ape-
nas 8,47% no Grupo I. Fica evidente que a grande maioria dos Dpa-
cientes com anemia falciforme possuiam fungao esplénica reduzida.
Vale_ressaltar gque nenhum dos individuos esplenectomizados apre-

sentou contagens inferiores a 15% {menor contagem = 18,2%) e no
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ado mostrando as ir

esplenectomiz

FIGURA 2 - Hemdcias de paciente
regularidades ("pits") observadas a microscopia com con

traste de interferencia.
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grupe de controle normal o maior volume encontrado foi de 1,8%.
Entre o©s sg® talassémicos 28,57% pertenciam ac grupo I e O res-
tante dos individuos eram distribuidos igualmente entre as 2 ou-

tras classificacgoes (35,71% em cada grupo) .

Comportamento discrepante em relagao aos outros gru-
pos de Doengas Falciformes foi observadc nos pacientes com hemo-
globinopatia SC, ja que 90% classificaram~-se n¢ grupo intermedid
rio e somente 10% apreéentaram contagens superiores a 15%, Impoxr
ta observar que a distribuicao dos pacientes por faixa etaria era

semelhante nos tres grupos, SS, sg® talassémicos e SC.

+ n
surpreendentemente 0S5 S8 talassemlcos apresentaran
contagens superiores a 15%. Entretanto, devido ao reduzido nume-
ro de pacientes avaliados a andlise deste grupe de pacientes de-

ve ser feita com cautela.
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Sobrevida de hemdcias autdlogas marcadas com ce ot

A avaliagao da fungao esplénica através da depuragao
de hemacias marcadas com Cr51 foi empreendida em um conjunto de
22 pacientes. A Figura 3 representa graficamente o aspecto da cur
va de depuragao obtida nos diversos grupos de individuos estuda-
dos. Os resultados obtidos estao representados nas tabelas IV e
v. Nos individuos controles e portanto com func3o esplénica pre-
servada as hemdcias foram removidas da circulagao rapidamente,
com meia-vida (T 1/2) média de 13,25 * 4,65 minutos, ao passo due
naqueles individuos esplenectomizados a depuracao de hemacias foil
lenta com meia vida superior a 60 minutos. Os pacientes com ane-
mia falciforme, SBO e SB+ talassemia apresentaram padrac semelhan
te aos esplenectomizados, enquanto que 0S5 portadores de esquistos
somose e com esplenomegalia mostraram depuragao mais rapida que a

normal, demonstrando uma hiperatividade esplénica.

Importa ressaltar gue nesse grupo de pacientes houve
perfeita correspondéncia entre a avaliacao da fungao esplénica pe
1o método radiocisotopico e contagens de hemacias com "pits". A-
dicionalmente, a analise dos resultados obtidos nos trés pacien;
tes com esplenomegalia revelou uma limitagao do estudo da fungao
esplénica com o emprege do numerc de hemacias com "pits", poils

esse método nao detecta hiperatividade esplénica.

No presente trabalho ambas as metodologias foram em-
pregadas em 10 individuos com doengas falciformes, sendo . 5
com anemia falciforme, 2 com hemcglobinopatia SC, 1 SBO e 2 SB+
talassemicos (Tabela 5). Em todos eles foi observada uma correla-

cdo positiva, ou seja, altas contagens de hemacias com "pits" e

T 1/2 alongada nos pacientes com anemia falciforme e SB talasse-
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mia e valores intermedidrios nos SC. Esses resultados foram dis-
rintos daqueles encontrados em individuos com bago intacto (N=4),
onde as contagens de hemdcias com "pits" sdo baixas e as T 1/2
encurtadas. Ja os pacientes submetidos a esplenectomia (N=4)
apresentaram valores semelhantes aos encontrados nos pacientes
portadores de anemia falciforme e S8 talassemia (Tabela 4). Es-
ses resultados sugerem gue tante a contagem de hemacias com
"pits" como a depuragao de hemacias lesadas apresentam correspon
ddncia na avaliacio desse aspecto da fungdo fagocitaria espléni-

ca.

Dez pacientes apresentaram esplenomegalia ao eXame
f{sico e contagens elevadas de hemdcias com "pits", caracterizan-
do a presenga de bago hipofuncionante {(hipcesplenia funcional).
Na tabela VI estao relacionados os dades referentes a esses pa-

cientes. Todos eles apresentavam idade inferior a 11 anos.

ﬁo grupo com anemia falciforme foram testadas as cor
relagoes entre as contagens de hemacias com "pits” e a idade dos
pacientes, hemdcias com corpusculos de Howell-Jolly, porcentagem
de células irreversivelmente falcizadas (CIF) e dosagem de Hb Fe-
tal. Esses dados estao representados graficamente nas Figuras 4,
5, 6 ¢ 7 respectivamente. A correlagao entre contagens de hema-
cias com "pits" e idade nos individuos esplenectomizados encon-
tra-se na Figura 8. Nao houve correlagao estatisticamente signi-
ficativa entre esses dois parametros nos individuos eéplenectomi*_
zados (r = 0,135) e os controles normais (r = 0,126). Por outro
1ado, os resultados obtidos no grupo de pacientes com anemia fal-
ciforme mostraram correlagdo estatistica significativa.(p < 0,05)
entre as contagens de hemacias com "pité" e: idade dos pacientes

(r = 0,491), dosagem de Hb Fetal (r = - 0,45) e porcentagem de
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TABELA VI - GRUPO DE PACIENTES QUE APRESENTARAM ESPLENOMEGALIA E

CONTAGENS ELEVADAS DE HEMACXYAS COM "PITS".

Paciente Hemaglobinopatia Bago (cm)* mPitsm (%) Idade
1 ASS $S A 11,3 ba
2 MCC $$ 6 19,2 11a
3 VANN $3 ! 10,8 1a10nm
b $AD $s 5 9,2 53
5 DS $S ? 12,8 63
6 CRL $s 8 20,5 2a
7 RSS 5C 4 13,4 6a
8 ARC $8° 1 8,8 b2
9 SCL sp’ 8 11,6 6a

10 APR 38° 6 17,6 3a

* A medida do bago fol obtida por palpagao correspondendo ao tamanho do Grgde 2 partir do retordo

costal na linha hemiclavicular esquerda.
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células irreversivelmente falcitadas (r = 0,340). Foram ainda es-
tatisticamente significativas as correlacoes entre idade dos paci
entes e dosagem de Hb Fetal (r = - 0,322), e entre dosagem de Hb
Fetal e porcentagem de hemdcias com corpusculos de Howell—Joily

(r = - 0,354).

0 ntmeroc de hemdcias com "pits" foli determinado repe-
tidamente na paciente JAM em um periodo de 2 anos. Os valores ob-
tidos estao representados na figura 9. Os 3 primeiros pontos cor-
respondem a periodos em que a paciente estava sem alteracoes agu-
das na evolugao da doenga. A 42 avaliacio da fungdo esplénica foi
ievada a efeito concomitantemente a um guadro de meningite pneu-
mococica. Observa-se que houve elevacao na porcentagem de hema-
cias com "pits" em relacao aguelas realizadas um ano antes. Pos-
teriormente a resolugaoc de quadro infeccioso a porcentagem de he-
macias com "pits" reduziu-se a valores proximos aos iniciais. Ava
liagdes seriadas da fungao esplénica foram também realizadas em
varios outros pacientes com doengas faiciformes. Caracteristica-
mente, em todos esses estudos © nimero de hemacias com "pits" se

manteve constante para um determinado paciente durante o periodo

de observacao (1 a 3 anos).



39

~— 50"‘
B2
N .
v
-
= U0 -
= . N o
. * hd
04° ¢
t o
°°.¢: $ *
..z [ ..
20_'. ‘. ...
.= ..
® L ]
L 4
Je .
10 ot o .
° L)
L * -
L ]
g r - T 1 T ; T
5 10 20 30 40 50

IDADE (ANOS)

FIGURA 4 - Correlagac entre porcentagens de hemacias com "pits"

e idade dos pacientes com anemia falciforme {r = 0,491

p < 0,05).



40

% 50 -
o .
-
& 404

30 - ° o

3 o2 =. . . *
20_E ¢ .
» « ® «
.
. . *
10'“ ™ [ . .
0 T T T 1
0,15 0,30 0,45 0,60

H-J (%)

FIGURA 5 - Correlagao entre porcentagens de hemdcias com "pits" e

hemdcias com corpisculos de Howell-Jolly em pacientes

com anemia falciforme (r = 0,228, p < 0,05).



41

§§ 50 4
:in ]
'—-
:; 40
304 e, .
. e o 3°*
[ ] - ¢ .
o .
20, * o ¢ 2
¢ . e .
.
. o . °
10_' L
oo
PC
0 I I [ ]
10 20 30 40

CIF (%)

FIGURA 6 - Correlagao entre porcentagens de hemacias com "pits" e
células irreversivelmente falcizadas em pacientes com

anemia falciforme (r = 0,340, p < 0,05),



42

%% 50 4
z‘.n &
-
& 40+
“.
* . .
30 - *.
%... a
et o . ®
20) - ':.. .
«® B* °
104 *..° .
N ® a [ ]
0 ' - T r
10 20 30 40

- HoF (%)

FIGURA 7 - Correlagio entre porcentagens de hemdcias com "pits" e

dosagens de Hb fetal em pacientes com anemia falcifor-

me (r = - 0,45, p < 0,05).



43

50

"PITS" (%)

B4 . .

304 * .

204 *

10+

IDADE {ANOS}

FIGURA 8 - Correlagac entre porcentagens de hemdacias com "pits" e
idade dos pacientes esplenectomizados ( r = 0,135,

p < 0,05).



44

L 3
~ 40 -
>
0
'—
o 30
= °
20
10 -
U ' Li T L] ] 1 I 1 1 1 T 1 I l 1 ] T 1 1 T 1 ] 1 ] 1
MAI0/82 JUNHO/83 MESES

FIGURA 9 - Porcentagens de hemacias com "pits" de paciente com
anemia falciforme (JAM), observadas num periodo de 2
anos. Os 3 pontos iniciais correspondem as fases es-
tdveis da doenga. O ponto seguinte (*) representa o va
lor durante episddio de meningite pneumocécica e o0s
pontos subsequentes a periodos na ausencia de intercor

~ . 4 -
rencias clinicas.



IV - DISCUSSAO



46

KENT ecol. em 1966, ao analisarem hemdcias com o em-
prego de microscopia eletronica e reagdes citoguimicas descreve-
ram "“vacuolos autofégicos“.no enterior dessa céulas. Essas inclu-
sdes citoplasmdticas eram esféricas, ovais -ou de contorno irregqu-
lar, com um didmetro de 0,2 a 1,0u e continham quantidades varia-
veis de material eletrodenso no seu interior, provavelmente cons-
tituido de organelas citoplasmaticas alteradas, como ribossomas,
mitocéndrias e membrana. A fregiiéncia de hemdcias com esses vacio

10s variava de 0,1 a 0,3% em individuos normais, ao passo que em

pacientes esplenectomizados elas eram observadas em grande nime-

ro (36).

Posteriormente, com o uso de microscopia de interfe-
réncia (Sptica de Nomarski), esses vaclolos foram  identificados
como crateras ou depressdes da superficie, e as células denomina-
das "células com pits" (9). HOLROYDE e GARDNER (31) estudaram es-
se fendmeno com microscopia eletrGnica e sugeriram que as aparen-
tes depressdes ou crateras ("pits") seriam ilusao de optica, uma
vez que representariam vacuolos de bai&a densidade optica exis-
tentes no interior da célula, abaixo da membrana celular. Além
disso o material incluso seria hemoglobina degradada, similar_ a
hemoglobina iséloga ou autdloga metabolizada por células fagoci-
ticas com sistema lisossomal pouco desenvolvido. Do mesmo modo,
SCHNITZER e col (66) reconheceram as supostas depressoes ou cra-
teras como vacuolos dom membranas ligadas & superficie externa da
membrana eritrocitdria, e que na ausencia de bago funcionante, ex
pulsariam seu conteudo constituido §0pfferritina, hemoglobina ou

restos de mitocdndria e membrana para o exterior celular. Indepen
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dente da natureza dessas alteragoes, hd na literatura consenso

que em individuos esplenectomizados ha considerdvel acumulo de

hemacias com “"pits” (32, 36, 43, 44, 46).

A contagem de hemécias com "pits" pode ser utilizada
na avaliagao da maturidade do sistema fagocitdrio esplénico.
Criangas nascidas a termo apresentam contagens superiores ao adul
to normal e essas contagens sac mais elevadas em prematuros ou
recém-nascidos com baixo peso, refletindo a hipofungao esplénica
(32, 59). Ademais, a radioterapia esplénica provoca atrofia da
polpa vermelha, fibrose, espessamento da intima vascular e perda
do padrdo sinuscidal. Essas alteragdes provavelmente resultariam
em atividade reticuloendotelial anormal, independentemente do ta-
manho do dérgac. Pacientes com doenca de Hodgkin e submetidos a es
sa terapéutica apresentam contagens elevadas de hemacias com
"pits”, devido ao funcionamento anormal do bago, confirmado pela

baixa captagao de Tc99 e mapeamento esplénico (21).

A correlacdo entre contagens elevadas de hemdcias com
npits" e captagao reduzida de hemdcias marcadas com isétopos ra-
dioativos pelo bago foi avaliada em grande nimero de estudos (9,
14, 24, 44, 50, 31, 80). O isotopo radiocativo, em geral Cr51 ou
.Tc99, ¢ incorporado a hemdcias autélogas que sdo  posteriormente
lesadas ou sensibilizadas. A lesao ou sensibilizagao das hemacias
é realizada por meio da acdo de anticorpos, exposigdo a complexos
metalo—protéina ou inibidores de grupos sulfidrilos ou alnda pela
lesio consequente a elevagio térmica (56). A 1es3o da membrana e
sua conseqgiente rigidez resultam éem grande perda da deformabilida
de, gue tem como consequéncia o sequestro e destruigao dessas

células na microcirculagao esplénica. Hemacias autdlogas lesadas

pelo calor e administradas a individuos com bago intacto apresen-
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tam meia-vida com valores compreendidos entre 5 e 16 minutes, en-
quanto que em esplenectomizados observou-se meia-vida bastante a-
longada, acima de 100 minutos (41, 56). A mesma metodologia per-
mitiu o mapeamento do bago (15, 53, 69) e foi observada estreita
correlacdo entre altas contagens de hemdcias com alteracac da mem
brana e auséncia do ofgﬁo..Além disso, esse método permitiu sus-

peitar da presencga de bago ectépico ou residual pds-esplenecto-

mia, eventualidade em que O nimero de hemdcias com "pits" seria

reduzido (44).

Em decorréncia da facilidade na execugao do metodo,
baixo custo, auséncia de riscos para o paciente e boa sensibili-
dade no estudo funcional do bago, a contagem de hemacias com
"pits" a microscopia com contraste de interferéncia é frequen-
temente empregada para avaliagdo da fungao esplénica em pacientes
portadores de hemoglobinopatia S, principalmente na forma homozi-~
gdtica ou em associacdo com a hemoglobina C e com & talassemia

g (1, 7, 12, 52, 62, 68, 80).

O presente trabalho representa o maior numero de pa-
cientes com hemoglobinopatia S na populagao brasileira estudado
guanto & fungdo esplénica com O emprego do método da determinagao
do nimero de hemdcias com "pits". Os resultados mostram Jue pa-
cientes portadores de hemoglobinopatia SC apresentam valores mé -
dios de hemacias com "pits" de 10,56% * g,44, o que caracteriza
hipofungéo esplénica guando comparados ac grupo normal (0,66 z
0,54). Entretanto esses valores sdo significativamente reduzidos
se comparados aos demais grupos de pacientes com hemoglobinopa-
tia S, tanto na forma homozigdtica, como nas associagoes c¢om ta-
lassemia B. Vale ressaltar que, diferentemente do grupoc com ane-

mia falciforme, chstituido de 59 pacientes, ©0s grupos sp® e sg*
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talassemia sao constituidos de poucos individuos (4 SB+ e 14 s8°
tal), o que Geve ser levado em conta na ahélise dos resultados
obtidos. Em seu conjunto, os resultados sugerem que os pacientes
com hemoglobinopatia $C apresentam hipofungdo esplénica, que apa-
rentemente é menos acentuada que nos demais grupos de pacientes
com doengas falciformes. Nesses Ultimos (SS, sg® e sp” tal) o ba-
go tem sua fungao fagocitica significativamente comprometida, e
grande numero de pacientes apresentam numero de hemééias com
"pits" proximo aos individuos esplenectomizados. PEARSON (51) a-
ventou a hipdtese que nos pacientes com anemia falciforme as con
tagens sdao menores que nos esplenectomizados devido a redugao da
vida média das hemdcias que s3o retiradas mais rapidamente da cir
cﬁlagéo. Apesar do pequeno numero de pacientes estudados os re-
sultados obtidos no grupo dos SB+ talassémicos sdc inesperadas,
pois em outros estudos relatados na literatura a contagem de
"pits" é caracteristicamente reduzida {(51). A explicacgdoc para es;
ses achados é de dificil caracterizacdo, e demandard o estudeo de

um maior numerc de pacientes.

Os dados relatados na literatura sado coincidentes
com os aqui descritos, embora gquase sempre o numero de pacientes
estudados seja reduzido, principalmente quando s3o analisados por
tadores das hemoglobinopatias SC e SB talassemia (7, 12, 62, 68,
80). SILLS e OSKI (68) observaram incremento. nas contagens de hemd
cias com "pits" em pacientes com hemoglobinopatia SC, semelhantes
aos S5 e SB talassémicos; entretanto, somente 2 individuos SC fo
ram avaliados. BUCHANAN e col. (7) em estudc amplo compreehdendo
51 pacieﬁtes com hemoglobinopatia SC detectaram contagens de he-
macias com "pits" em numeros semelhantes aos agui obtidos, ou se-
ja, valbres intermedidrios entre os controles normais e os com

anemia falciforme e esplenectomizados. Observaram ainda correla-
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gao positiva entre essas contagens e a idade dos pacientes. ZAGO
e BOTTURA (80) analisaram pacientes com doengas falciformes em
uma populagéo brasileira com métodologia semelhante a deste tra-
balho e relataram interessante correlagao entre o tamanho do bago
e sua funcdo. Foram observados 3 padroes de fungao esplénica en-
tre os pacientes com doengas falciformes: 1) bago grande hipera-
tivo; 2) bago graﬁde hipoativo e 3) bago nao detectavel. A maio-
ria dos pacientes com anemia falciforme e SB talassemia analisa-

dos apresentavam fungao esplénica correspondente ao ultimo grupo.

No presente trabalho foram observados alguns resulta-
dos semelhantes, embora O mapeamento esplénico nac tenha sido rea
lizado. Na maioria dos individuos portadores de hemoglobinopatia
S o bago era indetectdvel ao exame fisico, mas as contagens de he
mécias.com "pits" eram elevadas. Adicionalmente foram observados
alguns casos de individuos com esplenomegalia ao exame clinico e
contagens altas de hemacias com "pits", indicando a presenga de
6rgao hipefuncionante. Agrupando todos 0S pacientes com doengas
falciformes 11,4% deles pertencem a essda categoria. O padrac ba-
¢o grande e hiperativo somente poderia ser detectado nos casos em
que fosse realizado © estudo da fungdo esplénica COm isdtopos
radiocativos. Neste trabalho esse padrab foi observado somente nos
pacientes com esplenomegalia & auséncia de hemoglobinopatia. 0Os
resultados obtidos nesse trabalho em concordancia com aqueles de
PEARSON et al (51) nao permitem uma diferenciagdo nitida entre o0s
pacientes cﬁm anemia falciforme e OS sg® talassémicos. No entan-
to,'os'valores de "pits" obsevados nesse ultimo grupo sugerém qﬁe
haveria uma predomindncia de pacientes com fungdo esplénica con-

servada ou intermedidria.

Nog portadores de hemoglobinopatia SC a fungdo esplé-

nica foi menos acometida que nos demais grupos de doengas falci-
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formes. As hipdteses aventadas para expiicar esses dados sso que -
nos portadores de hemoglobinopatia SC hd menor concentragao de_
Hb S, com reduzida tendéncia a falcizagdo (57, 80), o que retar-
daria as alteragdes histopatoldgicas do bago, com prejuizo da fun
Gao esplénica, em geral, na segunda década de wvida (12, 34). A
conseqiiéncia deste periodo prolongado em que a fungdo esplénica
permaneceria preservada seria a grande redugao no risco de infec
gdes, pois haveria a oportunidade de imunizagao prévia contra
grande nimero de bactérias (57). Nos pacientes com s8° talassemia
o fator predominante que poderia determinar o retardo na evolugdo
para a hipofungdo esplénica seria a redugdoc na concentragao de
Hb S intraeritrocitdria consequente & hipocromia e diminuigdo na

concentragdo de Hb corpuscular média (79).

Uma vez que a disfungdo esplénica instala-se gradati-
vamente nos pacientes com Doengas Falciformes (45, 56, 80), al-
guns estudos mostraram correlacac postivia entre as contagens de
hemdacias com "pits" e a idade do paciente ou a dosagem de hemoglo
bina fetal (1, 7, 52, 62, 67, 68). SILLS (67) observou correlagao
positiva entre o nimero de hemacias com "pits" e idade dos paci-
entes com anemia falciforme. Por outro lado isto nao ocorria nos
portadores de hemoglobinopatia SC e SR talassemia sugerindo que a
disfungdo esplénica nesses grupos € menos grave do que nos com
anemia falciforme e além disso, alguns pacientes com hemoglobino-
patia SC sé se tornariam asplénicos tardiamente ou manteriam a

funcd3o normal durante toda a vida.

Resultados semelhantes foram relatados por PEARSON é
col. (52), gue adicionalmente observaram que pacientes com anemia
falciforme apresentavam contagens semelhantes a individuos as-
plénicos a partir dos 6 anos de idade. Também foi constatado que

as contagens tendiam a se elevar 4 medida que ocorria decréscimo
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de Hb fetal a niveis inferiores a 20%.

AL-AWAMY e col (1) compararam populagoes de pacientes
com Anemia Falciforme da Ardbia Saudita e Estados Unidos através
de contagens de hemacias com "pits", valores hematimetricos e do-
sagem de Hb fetal. Tndividugs com anemia falciforme da Ardbia Sau
ditaeﬁxeamtwﬁm1concentra9635 mais elevadas de hemoglobina fotal
e de Hb fetal do que ©OS norte-americanos. Com © emprego de and-
]ise de regressac linear foi observada correlagao significativa
entre Hb fetal e baixolnﬁmero de hemacias com "pits". A explica-
cdo para esses dados advém do fato de gue nd Arabia Saudita as
associagoes de anemia falciforme com a talassemia @ e a talasse-
mia- B SAa0 mais frequentes do gue nos Estados Unidos, conduzindo
provavelmente 3 menor concentragdo corpuscular de Hb S e niveis
elevados de Hb fetal, © que aparentemente contribuiria parala pre
servagao do tecido esplénico. Além disso, os pacientes provenien-
tes do leste da Ardbia Saudita apresentam niveis mais elevados
de Hb fetal do que 0S demais pacientes com essa doenga, sendo a

fungdo esplénica mais preservada no primeirc grupo (3).

A correlagdo entre contagens de hemdcias com "pits" e
idade dos pacientes foi testada neste trabalho, como pode ser
observado na.Figura 4. No grupo de pacientes com anemia falcifor-
me foi evidenciada uma correlagao significativa. De acordo com a
Figura 4 algumas observagoes podem ser feitas: 1} Nos pacientes
com idade inferior a 12 anos houve uma distribuigao aproximada-
mente eguitativa entre aqueles que apresentavam mais ou menos 20%
de hemdcias com "pits”; 2) apés essa idade, a maior parte dos in-
dividuos mostrou contagens supericres a 20%. Esses dados. sugerem
gue nesse grupo de pacientes agueles com idade maior apresentam

comprometimento mais acentuado da fungao esplénica, de acordo
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com dados anteriores da literatura (7, 45, 47, 51, 52, 63, 67,
80). Alem disso, podemos notar que mesmo em alguns pacientes com

idade inferior a 10 anos havia redugao da funcio esplénica.

Concordantemente as observagoes de SILLS (67), ndo
houve correlagao entre ndmero de hemacias com "pits" e idade no

grupo portador de hemoglobinopatia SC (r = 0,274).

A correlagdo entre contagens de heﬁécias com "pits" e
concentragac de Hb Fetal foi estatisticamente significativa, ou.
seja, dosagens elevadas de Hb Fetal estariam relacionadas com reé-~
duzidas contagens de hemidcias com "pits”. Os dados da literatura
sugerem que a instalacdo da disfungao esplénica estd relacionéda
com niveis de Hb fetal inferiores a 20% (45, 52). POWARS e col.
(58) fizeram correlacdo entre dosagens de Hb fetal e ocorréncia
de manifestagdes clinicas em 272 pacientes com anemia falciforme
e 7 SBO talassemicos. Consideraram O limiar de concentragao de_
Hb fetal que melhora a morbidade na Anemia Falciforme de 20% paQ
ra os eéentos chamados. recorrentes e entre 10 e 14% para dimi-
nuir a tendéncia 3 acidentes vasculares cerebrais e necreose as-
séptica do fémur. Concluiram que ndo ha uma tendéncia descenden-

te linear continua do risco com a elevagao da Hb fetal.

A Figura 6 relaciona as contagens de Themacias com
n"pits" e a gquantificagao de células irreversivelmente falcizadas
(CIF) encontradas em esfregago de sangue periférico. Houve corre-
lagao significativa, o que ndo permite sugerir gue a guantidade
de CIF passa ser determinante fundamental da gravidade dos pro-

cessos tromboembdlicos localizados no tecido esplénico.

Finalmente, nao foi significativa a correlagao entre
contagens de hemacias com "pits" e & porcentagem de células com

corpusculos de Howell-Jolly. Esse resultado era esperado, uma Vez
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que, émbora a presenga de hemacias com Howell-Jolly sugira hipo-
fungdo esplénica (7, 16, 49, 76), a avaliagdo nao é quantitati-
vamente significativa, ja-que o niumero de hemdcias com essa ano-
malia é bastante reduzido (12, 43). Resultado semelhante foi ob;
servado por CASPER e col. (9) e ZAGO e col. (80), onde correlagao

significativa também niao foi encontrada.

Merece mencio a elevagao no nimero de hemdcias com
npits" observada na paciente JAM durante um periodo de meningite
pneumocécica com posterior reducdo nessas porcentagens com a re-
solugdo do quadro infeccioso. A explicagdo para esse fato nao €
clara, pois ©S mecanismos envolvidos na genese e cinética das he-
macias com "pits" ainda ndo estdo elucidados. oS dados obtidos e
mesmo aqueles da literatura n3o permitem uma explicagao c¢lara a
respeito deste fato, mas o comportamento das contagens ‘de hema-
cias com "pits" nessa paciente foi peculiar, gquando comparado com

outras pacientes, © que indica a necessidade de investigagac a

respeito da evolug@o esplénica durante episddiocs - infecciosos.

BARRET-CONNOR (5) em seu cléssico trabalho sobre in-
fecgio e doengas falciformes descreveu as infecgdes  bacterianas
como a causa principal de mortalidade e morbidade nesses pacien-
tes. Os mecanismos envolvidos na maior suceptibilidade & infec-
goes apresentados pelos pacientes com doengas falciformes sao com
plexos e multifatoriais. Aparentemente a asplenia funcional e as
miltiplas lesdes-orgdnicas conseqientes a oclusdo vascular tém
papel predominante, embora outras alteragdes como redugao na ca-
pacidade fagocitica de leucdcites e alteragao na via alternativa
do complemento tenham sido deseritas (18, 29, 47, 71, 77, 78).
ROGERS e col. (62) acompanharam 130 criangas jamajcanas com ane-

mia falciforme durante © periodo de 0 a 4 anos de idade com con-
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tagens de hemacias com "pits" a intervalos de 3 meses. Observaram
que criangas com contagens elevadas apresentaram episddios infec-
ciosos e .aquelas que acs 12 meses cu mencos mostraram valores su-
periores a 10% tinham maior risco de infecgoes. Dessé modo, re-
veste-se de especial importancia a avaliagdo periddica da fungdo
esplénica nos pacientes com doenga falciforme, pois poderia ser

determinado o periodo de maior risco a infecgdes.

Em seu conjunto os dados obtidos neste trabalho com-
provam gue no grup6 de pacientes estudados a hipofungao espléni-
ca € mais freqgiiente e provavelmente de aparecimento maié precoce
nos pacientes com anemia falciforme e SB° talassemia quando com
parados a0s com hemoglobinopatia SC, eﬁ que as alteracoes da fun-
gSo esplénica sao mais discretas. Além disso, o pequeno nimerc de
pacientes SB+ talassémicoé estudados apresentou significativa re-
dugdc na atividade funcional do bago, comparavel aquela encontra

da nos esplenectomizados.
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A avaliacdo da fungao esplénica foi levada 2 efeito
em 59_pacientes com anemia falciforme, 10 portadores de hemoglo-
binopatia SC, é s’ talasséhmicos e 14 sR° talassémicos, através
da contagem de hemdcias com irregularidades de. superficie ("pits") a
microscopia de contraste de interferéncia. Adicionalmente en 22
pacientes foi analisada a curva de depuragao de hemdcias autolo-

gas lesadas pelo calor e marcadas com CrSl.

Os pacientes com anemia falciforme mostraram valores
de contagem de "pits" de 20,81% t 10,30, préximos aos individuos
esplenectomizados (34,96% t 10,85) e significativamente superio-
res aos controles normais (0,66 : 0,54). Nos portadores de hemo-
globinopatia SC (10,56 ~ 8,44) e gp® talassémicos (lél,l9"'i 12, 84)

foram observadas contagens intermedidrias entre © grupo normal e

os com anemia falciforme.

As contagens de hemécias com "pits" nao detectaram
hiperatividade esplénica, conforme resultados obtidos em 3 paci-
entes com esplenomegalia, portadores de esquistossomose. Esses
pacientes revelaram contagens de hemécias com "pits" semelhanies
aocs controles normais e réapida depuragao de hemacias lesadas e

marcadas com Cr51.

. As correlagdbes entre contagens de hemacias com
"pits", idade dos pacientes, dosagem de Hb fetal e porcentagens
de células irreversivelmente falcizadas mostraram correlagdo es-

tatistica.

Em seu conjunto os dados obtidos nesse trabalho com-

provam que no grupo de pacientes estudados a hipofungdo espléni-
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ca & mais freqiiente e provavelmente de aparecimento mais precoce
nos pacientes com anemia falciforme e sg® talassemia quando com-
parados aos com hemoglobinopatia SC, .em gque as alteragOes da fun-
cio esplénicas sdo mais discretas. Além disso, © pequeno numero
de pacientes SB+ talassémicos estudados apresentou significativa

redugdo na atividade funcional do bago, comparavel aguela encon-.

trada nos esplenectomizados.
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VI - SUMMARY -

Splenic function was carried out in 59 patients with
sickle cell anemia, 10 patients with SC hemoglobinopathy , 4 with
SB+ thalassemia and 14 sg® thalassemia, by counting the number of
erythrocytes with pits by using interference phase contrast mi-
croscopy. In 22 patients red cell life-span was also measured

using autologous heat-damaged erythrocytes labeled with Cr51.

The patients with sickle cell anemia showed 20,81%
+ 10,30 of ‘erythrocytes with pits, values similar to splenectomi-
zed patients {(34,96% t 10,85) and significantly higher than nor-
mal controls (0,66% * 0,54). The patients with SC hemoglobino-
pathy and with 58° thalassemia showed intermediate values (10,56%

t 8,44 and 14,19 T 12,84 respectively).

Pits couting did not detect splenic hyperactivity, as
analysed in 3 patients with schistosomiasis and splenomegaly.
These showed pits counts similar to normal controls, and a rapid

clearance of labeled red cells.

Statistically significant correlation was found among
pits count and age of patients, foetal hemoglobin level, and per-

centage of irreversibly sickled red cells.

Our results show that a depressed splenic function is
more freguent and probably apears earlier in patients with sickle
cell anemia and sp®thalassemia as comparéd with the S8C hemoglo-
binopathy. In these last hemoglobinopathy changes are milder.
Besides that, the small number of SBO thalassemia patients stu--
died showed significant diminished splenic activity function, as

compared with splenectomized patients.
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