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RESURMQ

A deformabilidade eritrocitdria foi estudada
através da ectacitometria em uma série de pacien-
tes portadores de esferocitose hereditdria e de
anemia falciforme, e comparados com os achados
de individuos normais. A ectacitometria foi reali-
zada no aparelho LORCA (Laser assisted rotatio-

‘nal cell analyser - R&R Mechatronics, Holanda).

Observamos diminuigdo da deformabilidade

celular, medida através do indice de elongacéo
(ou de deformabilidade) em todos os pacientes
portadores de esferocitose hereditdria e de anemia
falciforme. O grau de diminui¢io da deformabili-
dade esteve relacionado i maior gravidade clini-
ca, havendo correlagdo com a porcentagem de
células microciticas e hiperdensas, verificade na
esferocitose hereditdria e também na anemia falci-
forme. A perda de material da membrana, com
conseqiiente alteragio da geometria celular, desi-
dratagéio celular e aumento da viscosidade cito-
plasmaética, concorrem para a diminuicdo da de-
formabilidade observada na esferocitose heredita-
ria. Na anemia falciforme a diminuicdo da defor-
mabilidade estd relacionada ao aumento da densi-
dade celular, secunddria as caracteristicas da he-
moglobina S, a desidratagdo celular e a danos da
membrana eritrocitdria.

Unitermos: Eritrécito; deformabilidade celu-
lar; ectacitometria.

{TRIBUGRQ

O glébulo vermelho, para cumprir a sua fun-
¢ao de oxigenagao tecidual, deve alterar a sua for-
ma discéide e sofrer extensa deformacéo passiva
durante a passagem pela microcirculagdo. A de-
formabilidade celular é, portanto, um importante
determinante do fluxo da microcirculacio, ja que
¢ responsdvel pela taxa de entrada das células
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vermelhas nos pequenos capilares. Isto, por sua
vez, influencia a presséo de escoamento através
dos pequenos vasos e a distribuigdo do fluxo.
(Mohandas, 1994)

A ciéncia que estuda o comportamento do
sangue é a hemorreologia. Seu principal campo
de interesse é a viscosidade do sangue, ou seja, a
propriedade fisica do sangue, que é dependente
do atrito entre os seus componentes & medida que
eles deslizam uns sobre os outros. A distribuicéo e
a adequagdo do fluxo sdo influenciadas pela vis-
cosidade, a qual, por sua vez, € influenciada pela
deformabilidade eritrocitiria (Mokken,1992).
Quando uma pressao ¢ aplicada sobre um fluido,
as camadas de moléculas deslizam umas sobre as
outras e isso é chamado de cisalhamento (shear).
As camadas do fluido se movem com diferentes
velocidades e o gradiente de velocidade entre as
camadas é chamado de taxa de cisalhamento (shear
rate). A forca que faz com que as camadas desli-
zem umas sobre as cutra é chamada de tensdo de
cisalhamento (shear stress). A razdo entre o shear
stress e o shear rate representa a viscosidade do
fluido. O sangue é um fluido ndo newteniano,
composto por uma suspensao de muitos elemen-
tos de diferentes tamanhos. A viscosidade do san-
gue depende do shear rate. A medida que a velo-
cidade do fluxo diminui, a viscosidade aumenta.

Como jd citado, um importante fator deter-
minante da viscosidade do sangue € a forma e a
elasticidade dos glébulos vermelhos. O interesse
pelo estudo da deformabilidade eritrocitdria vem
aumentando nos dltimos anos. A deformabilidade
eritrocitaria, isto é, a resposta das hemdcias as for-
¢as dos fluidos, é um fenémeno complexc que de-
pende de diferentes caracteristicas celulares, tais
como a geometria celular, a viscosidade citoplas-
matica e as propriedades dos constituintes da
membrana (Mohandas,1993). A geometria celular
incluindo a relagdo drea/volume permite que a
célula sofra intensa deformagdo, mantendoe a su-
perficie constante. A maioria das deformagdes que
ocorrem in vivo ou in vitro envolvem pequeno ou
nenhum aumento na drea da superficie celular.
Tanto a perda de membrana, que leva a redugéo
da drea, quanto o aumento da dgua intracelular,
com aumento do volume, criam uma forma esféri-
ca com uma relacio drea/ volume reduzida, tendo
como conseqiiéncia uma diminuigdo da capacida-
de de se deformar.

Aviscosidade citoplasmatica é regulada pela
concentragdo intracelular de hemoglobina que va-
ria de 27 a 37g/dl. Nessa faixa normal, a contri-
buigio da viscosidade para a deformabilidade ce-
lular é desprezivel. Entretanto, a partir de 37 g/dl
a viscosidade aumenta exponencialmente. Nesses
niveis, a contribui¢do da viscosidade & deforma-

bilidade torna-se predominante. Assim, a insufi-
ciéncia em manter o contetido normal de dgua in-
tracelular, como ocorre em algumas hemoglobi-
nopatias, pode resultar e limitag@es importantes -
da deformabilidade. A manutencio do estado :
normal de hidratacdo da célula é, portanto, essen- -
cial para manutencdo da deformabilidade celular
dtima.

A membrana é altamente eldstica, responden-
do rapidamente s forgas aplicadas, e € capaz de
sofrer grandes extensdes lineares sem se fragmen- -
tar. A dupla camada lipfdica e as proteinas trans-
membrana isolam e regulam quimicamente o in-
terior celular. O citoesqueleto, trama protéica que
forra a parte inferna da membrana, fornece o su- -
porte rigido, a estabilidade a dupla camada lipidi-
ca e a capacidade de mudar de forma. Acredita-se
que as proteinas infegrais, proteinas que atraves-
sam a dupla camada lipidica, transfixando e refor-
cando a membrana, também possam influenciar
profundamente a rigidez e estabilidade mecéanica -
da membrana. (Mohandas,1993)

Uma grande variedade de doencas tem sido
descritas em associa¢do com glébulos vermelhos
menos deforméveis.(Mokken,1992), Intervengtes
clinicas como injecdo de contraste (Sutera, 1985), -
expansores plasmaticos, drogas (Harris, 1957), etc.
também podem afetar a deformabilidade eritroci-
taria. A deformabilidade celular é uma descrigdo
qualitativa do comportamento das células duran-
te o fluxo. Para obter uma medida quantitativa
dessa caracterstica, muitas téenicas foram desen-
volvidas nas quais as células sdo submetidas a
uma variacgdo de forgas e as mudangas da forma
celular sd0 medidas. Por exemplo, em técnicas de
filtragdo, a deformabilidade é medida determi-
nando a taxa na qual as hemdcias atravessam po-
ros de dimensoes definidas em valores variados
de pressic aplicada. J4 no ectacitémetro, isto é
medido através da habilidade das células trans-
formarem sua forma de repouso em uma forma
elipsoide em um campo de fluxo laminar. Apesar -
desses dois métodos fornecerem medidas quanti-
tativas da deformabilidade celular sob certas con- -
diges experimentals definidas, nfo é possivel
comparar diretamente os valores obtidos por
essas técnicas. Cada uma dessas técnicas tem sen-
sibilidade evidentemente diferente aos variados
componentes celulares que regulam a habilidade -
da célula de sofrer deformacio. (Mohandas, 1993) -

Os métodos utilizados até hd pouco tempo
eram restritos ao campo da pesquisa. Recente- .
mente foi desenvolvido e comercializado um ins- -
trumento, baseado no principio da ectacitometria,
de operagio simples e pardmetros automatizados .
(L.OR.C.A - Laser-assisted optical rotational cell "
analyser), que permite o estudo das alteragdes d
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" deformabilidade celular em inGmeras situacGes

clinicas (Hardeman,1994). Poucos sdo ainda os re-
latos referentes a este tipo de investigag¢io labora-
torial e suas implicacGes.

F objetivo deste estudo determinar valores da

. deformabilidade eritrocitdria em individuos nor-
- mais e em duas doengas que envolvam alteraces

* dos determinantes dessa deformabilidade: esfe-
* rocitose hereditdria e anemia falciforme.

iCh B METO

Apobs consentimento escrito e informado, o
sangue (3ml) de 16 individuos voluntdrios assinto-
maticos, sem histéria pessoal ou familiar de ane-
mia, de 8 pacientes com diagndstico de anemia fal-
ciforme e de 8 pacientes com diagnéstico de esfe-

-7 rocitose hereditdria acompanhados no ambu-
"¢ latério de anemias do Servico de Hematologia do

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao IPaulo, foi coletado uti-

:'_ lizando o anti-coagulante EDTA (dcido etileno dia-
7 minotetracético).

Os 8 casos de anemia falciforme foram diag-
nosticados através de eletroforese de hemoglobi-
na em acetato de celulose, confirmados em dgar
actdo, com quantificagdo de hemoglobina A, por
elui¢io e de hemoglobina fetal pelo método de
Betke (Dacie e Lewis, 1984) e 0s 8 casos de esfero-
citose, pela presenga de esferdcitos no esfregaco
de sangue periférico corado pelo Leishman, pelo
aumento da fragilidade osmética determinada pe-

la curva de resisténcia globular osmética (Lewis e
- Dacie, 1984), pela historia familiar e através do tes-

te de Coomnbs D.
As 32 amostras foram submetidas s seguin-

* . tes técnicas:

1. Determinacido de hemoglobina, hematécri-
to, indices hematimétricos e contagem de reticu-
I6citos utilizando o contador de células automati-
zado Technicon H3 RTXTM (Bayer Diagnostics).
Nesse sisterna o volume e a concentracio de he-
moglobina dos eritrécitos € medida por laser
light scattering. A partir das medidas dos valores
de volume e concentragdo de hemoglobina de

-+ cada eritrdcito, sdo construidos histogramas de

.- volume, contetido e concentragio de hemoglobi-

+ na. A andlise do histograma de volume (V) nos
" fornece a porcentagem de células microciticas

(V<60fL) e macrociticas (V>120fL), enquanto que
& a andlise dos histogramas de concentracdo de
. hemoglobina (HC) nos fornece a porcentagem de

/

células hipocromicas (HC<28g/dL) e hiperden-

. sas (HC>41g/dL).
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2. Avalia¢do da deformabilidade eritrocitéria
através da ectacitometria. Neste método uma sus-
pensdo de hemadcias em solugdo de PVP (polivi-
nilpirrolidona), diluido em PBS, com osmolalida-
de de 300mOsm, é submetida a diferentes niveis
de shear stress, em um ectacitoémetro (L.OR.C.A.,
R&R Mechatronics, Holanda). A suspensao de
sangue em solugdo de PVP 300mOsm (1,5mL}) é
colecada em um viscosimetro tipo Couette, que
consiste em dois cilindros de vidro, um dentro do
outro, formando um espago entre eles de 0,3mm.
O sangue a ser estudado deve ser colocado nesse
espago. O dlindro externo gira movido por um
motor e a solugiio € submetida a diferentes niveis
de tenséo de cisalhamento (shear stress). Essa ten-
sdo iaz a célula se deformar e a deformacgio é
medida pela difracdo obtida através da passagetn
de um feixe de raio laser. As informagdes sio
transmitidas a um computador acoplado ao apa-
relho. Os padrées de difragio sdo projetados em
uma tela monitorizada por uma video cdmera.
(Nos 8 casos de anemia falciforme, por ocasido do
estudo da deformabilidade eritrocitdria foi reali-
zado eletroforese de hemoglobina em acetato de
celulose, dgar dcido e determinagde quanfitativa
de hemoglobina A e de hemoglobina fetal (Dacie
e Lewis, 1984) para comprovar a auséncia de
hemoglobina A, que apareceria em caso de trans-
fusdo de sangue.)

3. Andlise estatistica: Para cada pardmetro
analisado foram calculados as médias e os des-
vios-padrdo. Foi usada andlise de variancia para
comparag¢ao multipla entre os grupos. Os coefi-
cientes de correlagdo foram derivados a partir de
andlise de regressdo linear.

Os resultados dos dados hematimétricos,
com respectivas médias e desvios-padrdo dos 16
individuos normais e dos pacientes portadores de
esferocitose hereditdria (n=8) e anemia falciforme
(n=8) estdo apresentados na tabela 1.

Na tabela 2 estdo apresentados os valores dos
indices de deformabilidade nas diferentes tensdes
de cisalhamento observados nos individuos nor-
mais. Observamos que o padrdo de deformabili-
dade de individuos normais foi uniforme, com
aumento progressivo do Indice de Elongagao (ou
de deformabilidade) & medida que se aumentava
a tensdo de cisalhamento até a obtengio do Indice
Maéximo. Na maioria dos individuos, o Indice Mé4-
ximo foi obtido no shear stress de 5,34 Pa. Além
desse ponto, houve a tendéncia a formacdo de um
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Dados Hematimétricos em 32 Pacientes - HCFMUSP, 1998
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platd, seguida pela rapida queda dos indices de
deformabilidade. Na tabela 3 estdo representados
os valores de deformabilidade eritrocitdria em pa-
cientes com esferocitose hereditdria e anemia fal-
ciforme. Observamos que para os diversos valo-

res de shear stress, as hemacias dos pacientes por-

tadores de esferocitose hereditdria e anemia falci-

forme apresentaram sempre menores indices de .
elongacdo quande comparados com os valores

obtidos nos individuos normais.
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As diferentes curvas de deformabilidade eritro-
citaria dos pacientes com esferocitose e anemia falci-
forme comparadas com os valores de deformabilida-
de normal podem ser observadas na figura 1. Ficam
evidentes as diferengas dos indices de deformabili-
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o
[3%)
L

0,151

o
—k
L

0,05+

s

Indice de Elongacéo

FIGURA 1

Deformabilidade Eritrocitaria:
Normais x Esferocitose x Anemia Faliciforme
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dade entre os grupos, mostrando diminuigio da de-
formabilidade eritrocitdria na esferocitose heredita- 7,
ria e na anemia falciforme. Na anemia falciforme, 7
por vezes as hemdcias foram praticamente indefor-
maveis, nas condi¢des de realizacio do nosso estudo.

-0,051

-0,1-
0,30 0,53 0,95 1,69

3,00 5,34 9,48 16,86 30,05

Shear Stress (Pa)

—-— Normais --—-- Esferocitose — Anemia Falciforme

ectacitometria.

Tentando avaliar se havia uma ligagéo entre o
grau de diminuigio da deformabilidade e a intensi-
dade da doenca de base, correlacionamos os valo-
res do indice de elongagio no shear stress 5,34 Pa
com pardmetros indicativos de maior gravidade
clinica. Na esferocitose hereditdria obtivemos niti-
da correlacéo entre o indice de elongacéo e porcen-
tagem de células simultaneamente microciticas e

Comparativo das médias e desvios-padrdo (intervalos verticais) relativos & deformabilidade eritrocitaria, entre casos
normais e portadores de esferocitose hereditaria e anemia faliciforme, sob diferentes pressdes de cisalhamento, por

hiperdensas (figura 2), ambas indicativas de maior
gravidade cinica. Na anemia falciforme, houve
boa correlagfio entre a intensidade da diminuicdo
do indice de elongacido e a quantidade de células ¥
simultaneamente microciticas e hiperdensas (figu-
ra 3). Esses achados sugerem que quanto maior a
intensidade das manifestaces clinicas, maior a di-
ficuldade de deformacgo celular. "
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O nosso estudo, realizado em 32 individuos
demonstrou diferentes capacidades de deforma-
bilidade do eritrécito quando as hemdcias foram
submetidas a diferentes tensdo de cisalhamento.
As células de individuos normais apresentaram
pequena variacdo de indice de elongacio (IE) ou
de deformabilidade, apresentando uma curva pa-
drdo que serve para identificar o padrio conside-
rado como normal. Comparativamente, as células
dos pacientes diagnosticados como esferocitose
hereditéria e anemia falciforme apresentaram, co-
mo caracteristica, uma diminuicdo da deformabi-
lidade, diferenciando-se do padrdo normal.

A esferocitose hereditdria é uma afeccéo co-
mum, sendo a anemia hemelitica constitucional
mais freqiiente em descendentes do norte da Eu-
ropa. E encontrada em vérias etnias, e presente
também muito freqiientemente no Brasil. Carac-
teriza-se pela presenca de esferdcitos no sangue
periférico, células estas que apresentam forma ar-
redondada, com menor volume celular e maior
concentracdo de hemoglobina. A presenga dos es-
ferdcitos é decorrente de anormalidades na estru-
tura protéica da membrana erifrocitdria, com
anormalidades na quantidade ou qualidade da
espectrina, anquirina, banda 3, e proteina 4.2, As
interactes entre os vdrios constituintes do citoes-
queleto eritrocitdrio com as proteinas infegrais ¢
muito importante para a manutengéo da forma
eritrocitdria e pela sua capacidade de se deformar
na circulacdo. Na esferocitose hereditdria, a fraca
interagdo entre o citoesqueleto e as proteinas
integrais, leva a um enfraquecimento da mem-
brana, com perda de constituintes lipidicos sob a
forma de vesiculas, Quanto maior o defeito nas
interaces protéicas, maior é a instabilidade da
membrana, e maior a perda de lipides. Essa perda
de material lipidico da membrana leva a uma di-
minui¢do do volume celular, com alteracao da
geometria celular, um dos mais importantes
determinantes da deformabilidade eritrocitdria.
Observamos nos pacientes portadores de esferoc-
itose diminuicio da deformabilidade em todos os
casos estudades, indicando que a ectacitometria é
um bom método para o diagnéstico da moléstia.
Na esferocitose, a perda de material lipidico da
membrana ndo é acompanhada de perda propor-
cional do contetido de hemoglobina celular, fa-
zendo com que a célula tornada menor do que o
normal tenha uma concentragio maior de hemo-
globina . Essa célula mais densa apresenta por-
tanto um outro fator para diminuir a sua capaci-
dade de deformagio, pois a viscosidade interna
da célula & outro importante determinante da
deformabilidade celular. A quantidade de células

microciticas e de células hiperdensas identifica-
das pela eritrocitometria ao contador automatico -
tem relacio com a gravidade clinica do caso, e ==
mostraram relagdo interessante com o grauw de :*
diminuicdo da deformabilidade eritrocitéria, -
medida no ponto de maior indice de elongacéo.
(Quanto maior o niimero de microcitos e de célu- -2
las hiperdensas, maior o grau de diminuicdo da -
deformabilidade, sugerindo que o indice gerado
pela ectacitometria tem também um valor
prognastico. Portanto, na esferocitose hereditdria-
quanto major o defeito protéico, maior a perda
de material da membrana, maior a quantidade
de micrécitos e de células densas, e maior o de-
feito na deformabilidade.

A anemia falciforme caracteriza-se pela pre-
senca de uma hemoglobina anormal, a hemoglo-
bina S, que se polimeriza sob condi¢des de baixa
tensdo de oxigénio. A hemoglobina S é decorren-
te de uma mutagdo na posicio 6 da cadeia da glo-
bina bd, com uma substituigio de um dcido glu-
tadmico por uma valina. B caracterizada por fend-
menos vaso-oclusivos e hemdélise, tendo intensi-
dade clinica varidvel. Indiimeros fatores influen-
ciam essa variabilidade clinica, e entre eles segu-
ramente a deformabilidade eritrocitiria deve ter
papel preponderante. Na anemia falciforme a po-
limeriza¢io da hemoglobina no interior da célula
provoca uma maior viscosidade do meio inter-
no, tornando a célula mais rigida e portanto me-
nos deformével. Além da viscosidade interna au-
mentada, outro determinante da deformabilida-
de estd alterado na anemia falciforme, ou seja a
geometria celular. As células que apresentam po-
limerizacao da hemoglobina mudam de forma,
apresentando o aspecto de foice (células falciza-
das), que sdo mais rigidas e, portanto, também
menos deformdveis. Em todos os cases de ane-
mia falciforme estudados por nés a ectacitome-
tria observamos acentuada diminuigio da defor-
mabilidade, revelando que o método é 1itil na de- -
monstragio direta da fisiopatologia da doenca. -
Assim como na esferocitose, houve relagdo entre -
o grau de lesdo celular, refletido pela quantidade
de células ao mesmo tempo microciticas e hiper- -
densas e a intensidade do defeito da deformabi-
lidade. Isso sugere que a ectacitometria tem uti-
lidade, também, na avaliagdo da gravidade do
caso.

H4 necessidade de um estudo mais abran-
gente para avaliarmos se a deformabilidade pode
servir de pardmetro no seguimento clinico dos pa-
cientes portadores de anemia falciforme. Poderd .

também servir como meio de avaliagio de fdrma- - =

cos que possam ter sucesso na diminuicdo da ten-
déncia a falcizagdo e com isso ter aplicagao direta -
na prética clinica. '

P
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O estudo da deformabilidade eritrocitdria &

-ectacitometria mostrou ser um método aplicdvel

a prética clinica, sendo 1itil no diagnéstico e na

-‘avaliagdo da gravidade das patologias estudadas.

i+ A deformabilidade esteve sempre diminuida nos
pacientes com esferocitose hereditdria e anemia
falciforme, sendo importante fator na etiopatoge-
nia de ambas as doencas.

SUMARY

The erythrocytic deformability was studied
. through ektacytrometry in a group of hereditary
spherocytosis and sickle-cell anemia carrier pa-
- tients, and compared with results obtained from
- normal persons. The ektacytrometry was done
© using LORCA {Laser-assisted rotation cell ana-
lyser —- R&R Mechatronic, Netherlands). We found
reduced cellular deformability, measured by an
elongation index (or deformability index), in all
carriers of hereditary spherocytosis and sickle cell
anemja. Deformability level reduction was related
to a bigger clinical aggravation, occurring a corre-
lation between the percentage of microcytic and
hyperdense cells, verified in hereditary spherocy-
tosis and also in sickle cell anemia. The loss of
membrane material, leading to a cellular geome-
try alteration, cellular dehydration and increase of
cytoplasmic viscosity, concur to diminish the de-
formability, found in hereditary spherocytosis. In
- the sickle cell anemia, the deformability diminish-
ing is related with cellular density increase, due to
- hemoglobin-S characteristic, cellular dehydration

-+ and erythrocytic membrane damage.
o Key Words: Erythrocyte; cellular deformabi-

- lity; ektacytometry.
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