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ABSTRACT 

INTRODUCTION: Heinz bodies are inclusions present in red blood cells, which is the 
result of precipitated unstable hemoglobins. It can be found in samples of patientes who 
have hemoglobinopathies. The currently method for Heinz bodies visualization use 
optical microscopes which has lack of sensitivity and is rarely used. The compound 
acetylphenylhydrazine induce the production of fluorescents Heinz bodies. The main aim 
of the current study was to evaluate and adapt the flow cytometry technique to detect the 
fluorescent Heinz bodies induced in vitro by acetylphenylhydrazine. 

METHODS: Whole blood-samples from normal controls, patients with alpha 
thalassemia and syckle cell disease were incubated with acetylphenylhydrazine and 
examined by flow cytometry. The mean fluorescence intensity (MFI) was compared with 
the results of hemogram and hemoglobin eletrophoresis.  

RESULTS: It was standardize the stability and the amount of sample needed to perform 
this technique. Amongst the hematologic parameters, it was found positive correlation 
between MFI and VCM, HCM and CHCM. The patients with syckle cell disease had 
significantly higher MFI than controls and alpha thalassemic patients. Also, we found 
positive correlation between MFI and HbS. In the alpha thalassemia group, no 
significantly difference in MFI was found when compared to control samples. 

CONCLUSION: It was possible to detect fluorescent Heinz bodies induced by 
acetylphenylhydrazine by flow cytometry in alpha thalassemic and sickle cell disease 
patients. Further analyses are necessary to evaluate the correlation between Heinz bodies 
and the severity of oxidative crisis in alpha thalassemic patients and between MFI with 
the mechanism of Heinz bodies production by acetylphenylhydrazine. 

 

  



 
 

 

RESUMO 

INTRODUÇÃO: Corpos de Heinz são inclusões presentes nos eritrócitos, resultado de 
hemoglobinas instáveis e podem estar presentes em amostras de pacientes portadores de 
hemoglobinopatias. O método usado atualmente utiliza microscopia óptica, é pouco 
sensível e raramente utilizado. O composto acetilfenilhidrazina induz a produção de 
corpos de Heinz fluorescentes. O objetivo deste trabalho foi adaptar e avaliar a técnica de 
citometria de fluxo para detectar os corpos de Heinz induzidos in vitro por 
acetilfenilhidrazina.  

MATERIAIS E MÉTODOS: Foram utilizadas amostras de sangue de controles 
normais, alfa-talassêmicos e portadores de síndromes falciformes que foram incubadas 
com acetilfenilhidrazina e analisadas por citometria de fluxo. As emissões médias de 
fluorescência (mean fluorescence intensity – MFI) foram comparadas com os resultados 
obtidos na eletroforese de hemoglobina e no hemograma. 

RESULTADOS: Foram padronizadas a estabilidade das amostras e a quantidade de 
amostra necessária para a realização da técnica. Dentre os índices hematológicos, houve 
correlação positiva entre MFI e VCM, HCM e CHCM. Os pacientes portadores de 
síndromes falciformes obtiveram emissões médias de fluorescência significativamente 
mais altas que os controles e os alfa-talassêmicos e houve correlação positiva entre o 
aumento da emissão de fluorescência e a presença de HbS. Para os alfa-talassêmicos, não 
foi encontrada diferença significativa na emissão de fluorescência com relação aos 
controles normais.  

CONCLUSÃO: Foi possível padronizar a técnica de citometria de fluxo para detecção 
dos corpos de Heinz induzidos por acetilfenilhidrazina em pacientes alfa-talassêmicos e 
portadores de síndromes falciformes. Futuras análises precisam esclarecer a correlacão 
entre a produção de corpos de Heinz e a severidade de crises oxidativas em pacientes alfa-
talassêmicos e a relação entre a emissão média de fluosrescência obtida na citometria com 
o mecanismo de formação de corpos de Heinz pela acetilfenilhidrazina. 

 

Palavras-chave: Corpos de Heinz, acetilfenilhidrazina, citometria de fluxo, alfa-
talassemia, síndrome falciforme. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 CORPOS DE HEINZ 

Corpos de Heinz são inclusões presentes na membrana plasmática do eritrócito, 
resultado de precipitação de hemoglobinas instáveis. Normalmente, a instabilidade ocorre 
devido à oxidação da hemoglobina e afeta ligações entre aminoácidos, principalmente os 
da formação do grupo heme.1 No ínicio, achava-se que a presença de corpos de Heinz era 
indicativa de envenenamento causado por diversos compostos químicos. Hoje, já se sabe 
que eles podem estar presentes em amostras de pacientes com anemias hemolíticas,2 
portadores de talassemias, deficientes da enzima G6PD, na deficiência de NADPH, 
anemia falciforme e também nos pacientes intoxicados. O mecanismo fisiológico de 
remoção dos corpos de Heinz é pela hemólise dos eritrócitos por macrófagos esplênicos 
e, por esta razão, pacientes esplenectomizados também podem apresentar corpos de Heinz 
em suas células. 

Alguns compostos são sabidamente capazes de produzir hemólise, entre eles estão 
a fenilhidrazina e seus derivados. Esta capacidade é conhecida desde o século XIX e até 
hoje é utilizada como modelo de estudos para fenômenos hemolíticos.3,4,5 Robert Heinz 
explorou a capacidade deste grupo de moléculas e descobriu as alterações eritrocitárias 
precursoras da lise celular. Em seu trabalho, usando amostras de diversos animais e um 
método específico de coloração, ele viu grânulos nos eritrócitos que Heinz representou, 
em desenhos, como estruturas redondas ou ovais, únicas ou em mais de uma, dentro de 
uma mesma célula e normalmente encontrados nas margens da membrana. Quase que ao 
mesmo tempo, Erlich também descreveu os mesmos grânulos em eritrócitos de animais 
envenenados e em amostras de indivíduos anêmicos. Por ter assinado prioridade sobre 
esta descoberta, ainda hoje os corpos de Heinz também são conhecidos como corpos de 
Ehrlich-Heinz.6 

A acetilfenilhidrazina é um derivado de fenilhidrazina capaz de produzir corpos 
de Heinz in vivo. Os mecanismos de formação de corpos de Heinz e posteriores danos 
celulares causados pela administração da acetilfenilhidrazina parecem seguir os mesmos 
passos de outras drogas que produzem espécies oxidativas. São formados peróxido de 
hidrogênio, superóxido1,7,8 e outros intermediários como metemoglobina e hemicromo 9 
durante a reação entre a hemoglobina e o composto, que levam à peroxidação lipídica e 
de proteínas e degradação oxidativa de espectrina do citoesqueleto.8 Pasawan et al. 
descreveram a capacidade da acetilfenilhidrazina em estimular a produção de corpos de 
Heinz in vitro que, quando excitados por um laser, emitem fluorescência em um 
comprimento de onda detectável por microscópios de fluorescência e citometria de 
fluxo,10 sugerindo assim, um potencial método para análise de corpos de Heinz em 
amostras clínicas.  

 

1.2  VISUALIZAÇÃO DE CORPOS DE HEINZ EM LÂMINA 

Para a visualização dos corpos de Heinz, a técnica considerada padrão ouro é a 
coloração com corantes supravitais como o azul de cresil brilhante e observação por 
microscopia óptica. Esta técnica exige trabalho manual e demanda algumas horas de 
incubação com o corante. Raramente tem sido utilizada na rotina dos laboratórios de 
análises clínicas por ser trabalhosa e pouco sensível. Portanto, o desenvolvimento de uma 
técnica de visualização utilizando a citometria de fluxo, que se mostre mais moderna e 
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rápida torna-se interessante para uma maior sensibilidade na detecção dos corpos de 
Heinz. 

 

1.3 CITOMETRIA DE FLUXO 

A citometria de fluxo é uma técnica baseada na análise celular multiparamétrica, 
onde as células em suspensão são carreadas, uma-a-uma, até uma célula de fluxo onde 
serão interceptadas por uma fonte luminosa, normalmente emitida por um laser. A 
detecção dos parâmetros celulares a serem analisados se dá pela dispersão da luz, 
resultado das características físicas da célula como tamanho e complexidade ou pela 
excitação de componentes celulares ou corantes que emitirão fluorescência em um 
comprimento de onda mais alto que o de excitação do laser. Adicionalmente, pode-se 
utilizar anticorpos monoclonais ligados a moléculas fluorescentes (fluorocromos) para 
uma análise detalhada da população de interesse.11 

Através da citometria de fluxo é possível estudar mecanismos de morte celular, 
ciclo celular, produção de espécies reativas de hidrogênio, entre outros. Na clínica, seu 
princípio está incorporado nos analisadores automatizados de hemograma e já existem 
protocolos em uso para avaliação de doenças que afetam os eritrócitos. Assim, a técnica 
de citometria de fluxo se mostra um potencial método para a observação dos corpos de 
Heinz, visto que a metodologia usada na sua visualização não é trabalhosa, utiliza pouca 
amostra e não necessita de reagentes caros. Neste trabalho temos como objetivo principal 
adaptar e avaliar a técnica de detecção de corpos de Heinz por citometria de fluxo, pela 
emissão de fluorescência induzida por acetilfenilhidrazina, em amostras de pacientes 
portadores de anemias hemolíticas. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS  

2.1  SELEÇÃO DOS PACIENTES 

Este projeto foi aprovado no Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 
Federal do Rio Grande do Sul - Hospital de Clínicas de Porto Alegre sob o número 
170332. Foram utilizadas amostras de 21 pacientes ao todo e o sangue periférico foi 
coletado em tubo contendo EDTA-K3 como anticoagulante. As amostras foram mantidas 
refrigeradas até o momento das análises e o processamento foi realizado em até 24 horas 
após a coleta.  

Para a realização deste trabalho, os pacientes foram divididos em três grupos, 
conforme resultados obtidos por eletroforese de hemoglobina ou biologia molecular. No 
grupo 1 (n=8) foram incluídos os pacientes controles normais, cujo critério de seleção foi 
o hemograma não apresentar alterações e o histórico médico descartar hemoglobinopatias 
ou doenças hematológicas. No grupo 2 (n=6) foram selecionados pacientes alfa-
talassêmicos e no grupo 3 (n=7) os pacientes portadores de síndromes falciformes.  

 

2.2  PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO DE ACETILFENILHIDRAZINA 

A preparação da solução de acetilfenilhidrazina foi realizada conforme descrito 
previamente por Palaswan et al.12 A solução foi preparada imediatamente antes da 
preparação das amostras na concentração de 1 mg/mL.  

 

2.3 CITOMETRIA DE FLUXO 

Para esta padronização foi utilizado o citômetro de fluxo BD FACSVerse™ (BD 
Biosciences, San Jose, CA, USA), equipado com um laser azul com excitação em 488 nm. 
A fluorescência emitida pelos corpos de Heinz foi detectada no canal FL-3 (cujo 
comprimento de onda de emissão máximo gira em torno de 568/575 nm, na mesma região 
do fluorocromo ficoeritrina (PE). O software utilizado na análise dos dados foi o 
FACSuite ™ versão 1.0.6 (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Para a seleção de 
eritrócitos e diminuição de debris, o threshold utilizado foi 200 e a escala logarítmica foi 
utilizada em todos os parâmetros analisados: foward scatter (FSC), side scatter (SSC) e 
canal de fluorescência (PE). O controle da performance do equipamento foi realizado 
conforme as orientações do fabricante utilizando as CS&T Research Beads. Foi definida 
como padrão a aquisição de 50 mil eventos no gate dos eritrócitos.  

O protocolo de preparação das amostras utilizado como base foi o sugerido por 
Palaswan et al. em 2016.10 Foram feitas adequações nos volumes de amostra e tempos de 
centrifugação, baseado em protocolos já existentes para a análise de eritrócitos por 
citometria de fluxo.13 Após a coleta em tubo contendo EDTA-K3, homogeneizou-se a 
amostra e 1 mL do sangue total foi centrifugado por 3 minutos a 930g. Após a 
centrifugação, o sobrenadante foi descartado. Sucederam-se então, três lavagens com 
PBS (foram adicionados 500 uL de PBS, homogeneizou-se por inversão e foram feitas 
centrifugações a 930 g por 3 minutos, descartando-se o sobrenadante e repetindo o 
procedimento mais duas vezes). Após as três lavagens e a relização de testes com relação 
ao volume de hemácias lavadas a serem utilizados, definiu- que 2 uL seria o volume 



10 
 

 

incubado com 1 mL da solução previamente preparada de acetilfenilhidrazina. A 
incubação foi realizada por 1 hora em banho-maria a 37ºC.  

Para cada uma das amostras analisadas, incluindo os controles normais, foi 
preparado um tubo controle de células não marcadas (controle PBS), utilizando o mesmo 
procedimento descrito acima, com a exceção da incubação com acetilfenilhidrazina, onde 
em seu lugar foi adicionado 1 mL de PBS. A fluorescência obtida no controle com PBS 
foi utilizada como background a fim de verificar se havia autofluorescência nas amostras. 

As amostras dos pacientes alfa-talassêmicos e síndromes falciformes foram 
submetidas à cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC-Bio-Rad β-Thalassemia 
Short Program™) a fim de determinar o perfil qualitativo e quantitativo das frações 
hemoglobínicas. A investigação das alfa-talassemias foi realizada através de um PCR-
Multiplex, contemplando as principais formas delecionais (-3,7, -4,2, -20,5, --SEA e --
MED).14,15 

 

2.4  ADAPTAÇÃO DA TÉCNICA 

Para a adaptação da técnica de citometria de fluxo foi determinada a quantidade 
adequada de amostra a ser utilizada para as preparações. Para tanto, foram pipetadas 2uL, 
5 uL, 10 uL e 20 uL de hemácias após as lavagens com PBS e incubadas com 1 mL de 
solução de acetilfenilhidrazina.  

Em relação a estabilidade, as amostras foram analisadas após a incubação com 
acetilfenilhidrazina. A amostra foi preparada no dia 0 após a coleta e reanalisada após 24 
horas e 48 horas. Para tanto, as amostras pós incubação foram armazenadas sob 
refrigeração (0 a 8°C) e ao abrigo da luz entre as análises.  

Após a padronização do volume e estabilidade, as amostras incubadas com 
acetilfenilhidrazina foram avaliadas com relação as emissões médias de fluorescência 
(mean fluorescence intensity – MFI) e aumento percentual da emissão de fluorescência 
em relação ao controle normal (Delta%), que foi calculado conforme a equação a seguir:  

𝐷𝑒𝑙𝑡𝑎% =
𝑀𝐹𝐼 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝑀𝐹𝐼 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 

𝑀𝐹𝐼 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
𝑥 100 

 

2.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 

As variáveis quantitativas foram descritas por média e desvio padrão. Para 
comparar médias de FMI entre os grupos, a Análise de Variância (ANOVA) 
complementada por Tukey foi aplicada. Devido a assimetria do Delta% entre pacientes e 
controles normais, o teste da correlação de Spearman foi utilizada para avaliar a 
associação com os índices hematológicos do hemograma e eletroforese de hemoglobina. 
O nível de significância adotado foi de 5% (p<0,05) e as análises foram realizadas no 
software SPSS versão 21.0. 
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3. RESULTADOS 

Na tabela 1, estão descritos os perfis hemoglobínicos encontrados nas 
eletroforeses dos pacientes do grupo talassêmico e das síndromes falciformes, a contagem 
de reticulócitos e o Delta%.   

Tabela 1. Perfil hemoglobínico, contagem de reticulócitos e Delta& encontrado nos 

pacientes com talassemia e síndromes falciformes obtidos por HPLC. 
Percentagens das cadeias hemoglobínicas Delta 

(%) 
Reticulócitos 

(%) 

Perfil dos 
pacientes 
dos grupos 
2 e 3 

HbA (%) HbA2 (%) HbF (%) HbS (%)   

1. HbAA 96,60 3,10 0,30 0,00 -15,39 NR 
2. HbAA 94,30 2,80 2,90 0,00 -10,62 NR 
3. HbAS 65,80 3,50 0,20 30,50 36,60 NR 
4. HbAA 96,10 2,90 1,00 0,00 -19,46 0,93 
5. Hb SF 0,00 4,60 17,10 78,30 13,91 NR 
6. HbASF* 28,20 3,50 12,20 56,00 37,97 8,93 
7. HbAS* 56,20 3,60 0,40 39,80 7,52 23,7 
8. HbSF 0,00 3,60 22,50 79,30 33,08 6,09 
9. HbSS 0,00 3,70 0,90 95,40 1,08 NR 
10. HbSS 0,00 3,20 11,20 85,60 48,31 NR 

Legenda: NR - Não realizado. *Pacientes que receberam transfusão sanguínea.  

O gate de aquisição representativo dos eritrócitos (FSCxSSC) foi semelhante para 
todos os grupos e está apresentado na Figura 1.  

 

Figura 1. Dot plot de tamanho (FSC) versus complexidade (SSC) demonstrando o gate 
de aquisição para os eritrócitos. 

Para a avaliação da emissão média de fluorescência (MFI) no canal FL-3 (PE), a 
melhor separação entre o pico do controle de hemácias incubadas com PBS e com 
acetilfenilhidrazina foi obtida com 2 uL (Figura 2). 
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Figura 2. Histograma de paciente alfa-talassêmico no canal de fluorescência FL-3 (PE). 
Histograma representativo de três diferentes experimentos. 

 A estabilidade das amostras preparadas foi testada após 24 e 48 horas da 
preparação utilizando 2 uL das hemácias após as lavagens (Figura 3). Entre as análises, o 
material foi mantido refrigerado em entre 0º a 8ºC. 

  

Figura 3. Histograma de paciente alfa-talassêmico. A emissão média de fluorescência 
aumentou após 24h e 48h. Histograma representativo de três diferentes experimentos. 

Após a estimulação com acetilfenilhidrazina a MFI encontrada para o grupo 1 
(controle normal) foi de 284,50 (n=8) com desvio padrão de 43,63. Para o grupo 2 (alfa-
talassemia) foi 272,17 (n=6) com desvio padrão de 53,30 e para o grupo 3 (síndromes 
falciformes) foi 355,29 (n=7) com desvio padrão de 45,38. Houve diferença significativa 
entre os grupos (p=0,009). O grupo com Síndromes Falciforme apresentou valores de 
FMI significativamente mais elevados que o controle (p=0,024) e talassêmicos (p=0,014). 
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Entre o grupo controle e os talassêmicos, a diferença não foi significativa (p=0,879) 
(Figura 4). 

 

 

Figura 4. Os pacientes com síndrome falciforme obtiveram MFI significativamente 
mais elevadas do que os pacientes controles (p=0,024) e talassêmicos (p=0,014). 

 Dentre os índices hematológicos avaliados, houve correlação positiva entre 
Delta% e os valores de VCM (p=0,014), HCM (p=0,018) e CHCM (p=0,035) (Tabela 2). 
Com relação aos resultados da eletroforese de hemoglobina, houve correlação positiva 
entre Delta% e a percentagem de HbS (p=0,044) (Figura 5).  
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Tabela 2. Correlação entre o Delta% e os índices hematológicos na amostra total.  

 Percentual de aumento de 
MFI (Delta%) 

 

Índices Hematológicos Coeficiente de correlação de 
Spearman 

p 

Leucócitos (x103/µL) 0,099 0,748 
Hemácias (x106/µL) -0,319 0,289 
HB (g/dL) -0,127 0,680 
HT (%) -0,159 0,603 
VCM (fL) 0,659 0,014 
HCM (pg) 0,643 0,018 
CHCM (g/dL) 0,586 0,035 
RDW (%) 0,440 0,133 
PLT (x103/µL) -0,038 0,901 
HbA (%) -0,298 0,374 
HbA2 (%) 0,146 0,667 
HbF (%) 0,137 0,689 
HbS (%) 0,644 0,044 

Legenda: HB - hemoglobina, HT - hematócrito, VCM - Volume Corpuscular Médio, HCM - Hemoglobina 
Corpuscular Média, CHCM - Concentração da Hemoglobina Corpuscular Média, RDW - Amplitude de 
Distribuição dos Eritrócitos, PLT - Plaquetas.  

 

Figura 5. Gráfico de correlação mostrando correlação positiva entre o Delta% e a 
concentração de HbS encontrada na eletroforese de hemoglobina (coeficiente de 

correlação de Spearman=0,644). 
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4. DISCUSSÃO 

Os corpos de Heinz (também chamados de "corpos Ehrlich-Heinz") são inclusões, 
compostas de hemoglobinas desnaturadas, encontradas dentro dos eritrócitos. Estão 
presentes em amostras de pacientes com condições que levam à instabilidade e 
precipitação da molécula de hemoglobina. Em geral, o grau de instabilidade da 
hemoglobina está relacionado com a produção de corpos de Heinz e com a gravidade da 
anemia. 

A formação dos corpos de Heinz e posterior hemólise é resultado de mecanismos 
oxidativos que se iniciam na transformação da oxiemoglobina em metemoglobina.7 Na 
metemoglobina, o ferro do grupo heme encontra-se na forma Fe³+, o que impede a ligação 
da molécula de oxigênio. Nas hemoglobinopatias, ocorre o aumento da metemoglobina e 
a capacidade de reversão pela metemoglobina redutase é prejudicada, causando 
desequilíbrio entre a concentração de oxihemoglobina e metemoglobina. Com isso, há 
geração de hemicromos e perda do grupo heme, que resultarão em precipitação da 
hemoglobina na forma de corpos de Heinz.16  

A acetilfenilhidrazina é um derivado de fenilhidrazina conhecida por causar 
hemólise através da indução da produção de corpos de Heinz, sendo amplamente utilizada 
no estudo de fenômenos oxidativos e hemolíticos nos eritrócitos. A possibilidade da 
acetilfenilhidrazina induzir a formação de corpos de Heinz fluorescentes, habilita a 
citometria de fluxo como uma ferramenta auxiliar de diagnóstico no dia a dia do 
laboratório de análises clínicas. 

Com relação à quantidade de amostra necessária para a realização da técnica, 
Palaswan et al.10 sugeriu um protocolo para visualização de corpos de Heinz por 
citometria utilizando 2 mL de sangue total coletados com ACD como anticoagulante. 
Nossos resultados demonstraram que 1 mL de sangue total foi suficiente para as análises. 
Com relação à estabilidade, a análise dos corpos de Heinz por citometria de fluxo deve 
ser realizada em até 24 horas após a incubação visto que há aumento na emissão de 
fluorescência após 24 horas e 48 horas. 

Nossos resultados demonstraram uma correlação positiva entre a concentração da 
HbS e o aumento da emissão média de fluorescência., concordando com os achados por 
Naoum P.C. et al. que demonstraram uma percentagem maior de células apresentando 
corpos de Heinz em pacientes portadores do genótipo SS do que o encontrado em 
pacientes com fenótipos menos severos de síndromes falciformes.9 Também estão de 
acordo com os estudos de Chaves M. et al. que demonstraram que o aumento dos produtos 
da degradação oxidativa (incluindo corpos de Heinz e metemoglobina) acompanhou o 
genótipo da síndrome falciforme, sendo maiores em pacientes SS, seguidos pelos 
pacientes AS e tendo seu menor número no genótipo AA.16 

Apesar da literatura descrever a presença de corpos de Heinz em pacientes 
talassêmicos, no nosso estudo não foi possível detectar uma diferença significativa na 
emissão média de fluorescência dos pacientes alfa-talassêmicos em relação aos controles 
normais, resultados que coincidem com os já encontrados por Palaswan et al.10 em 
pacientes portadores de deficiência de G6PD. É preciso considerar que os corpos de Heinz 
não são encontrados nos eritrócitos circulantes de pacientes portadores de 
hemoglobinopatias a todo momento (exceto nos pacientes esplenectomizados, uma vez 
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que o mecanismo da sua remoção se dá pelo reconhecimento destes corpos e posterior 
hemólise por macrófagos esplênicos). Além disso, todos os pacientes alfa-talassêmicos 
avaliados neste trabalho apresentavam hemogramas normais ou levemente alterados no 
momento das análises, não podendo ser excluída a possibilidade de que a produção dos 
corpos de Heinz esteja aumentada somente em pacientes que estejam passando por 
processos oxidativos, cuja avaliação não foi realizada neste trabalho.  

Para elucidar a correlação positiva encontrada entre o aumento da emissão de 
fluorescência e o VCM, mostra-se necessária uma futura avaliação da técnica em um 
número amostral maior de pacientes com contagens conhecidas de reticulócitos, a fim de 
avaliar uma possível influência da policromatofilia na emissão de fluorescência 
encontrada neste trabalho. 

Com o número amostral obtido com este trabalho, não foi possível correlacionar 
os dados encontrados pela técnica de citometria de fluxo com a técnica considerada 
padrão ouro, que é a visualização dos corpos de Heinz em lâmina, visto a falta de 
sensibilidade e subjetividade da visualização das estruturas nas distensões sanguíneas. 

 

5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Foi possível reproduzir, com adaptações, a técnica de detecção por citometria de 
fluxo da emissão de fluorescência decorrente dos corpos de Heinz induzidos por 
acetilfenilhidrazina em pacientes alfa-talassêmicos e portadores de síndromes 
falciformes. Os pacientes portadores de síndromes falciformes obtiveram emissões 
médias de fluorescência significativamente mais altas que os controles e os alfa-
talassêmicos e houve correlação positiva entre o aumento da emissão de fluorescência e 
a presença de HbS. Para os alfa-talassêmicos, não foi encontrada diferença significativa 
na emissão de fluorescência em relação aos controles normais.  

Para os resultados encontrados, mostra-se necessária a validação da técnica 
utilizada em relação à visualização dos corpos de Heinz por microscopia ótica, assim 
como outros testes se mostram necessários com um número amostral maior na tentativa 
de esclarecer a correlacão entre a produção de corpos de Heinz e a severidade de crises 
oxidativas em pacientes alfa-talassêmicos. Além disso, é necessária uma avaliação mais 
detalhada da relação entre a emissão média de fluorescência obtida na citometria com o 
mecanismo de formação de corpos de Heinz pela acetilfenilhidrazina. 
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