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RESUMO

SAAD, G. M. P. Avaliacdo da deformabilidade eritrocitaria através
da ectacitometria na deficiéncia de ferro. Sdo Paulo, 2002, 90 p.

Dissertagdo (mestrado)- Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo.

A deformabilidade € a caracteristica que permite ao eritrocito normal de
7 a 8 micrometros (um) circular por capilares de até 3um de diametro. Esse
fendmeno depende da geometria celular, da viscosidade interna e das
propriedades visco-elasticas da membrana eritrocitaria. Dentre as varias
técnicas de estudo da deformabilidade eritrocitaria (DE), como: a aspiracdo
por micropipeta, a filtracdo e a reoscopia, destaca-se a ectacitometria. Essa
técnica utiliza um viscosimetro de fluxo laminar onde as modificaces de
forma dos eritrocitos sdo monitoradas continuamente por um feixe de raio
LASER, processadas por microcomputador e inseridas em grafico para
posterior andlise. A ectacitometria fornece o “Indice de Deformabilidade”
(ID), o qual proporciona a medida da eliptocitogénese dos eritrocitos quando
submetidos a uma for¢a denominada ‘“shear stress”. A anemia ferropriva ¢é
uma patologia muito freqliente na pratica médica. Apresenta anormalidades
morfolégicas expressivas como: microcitose, hipocromia, ovalocitos,
eliptocitos e hemacias em alvo. Alteracdes de deformabilidade eritrocitaria
foram descritas em diversas situagfes como na esferocitose hereditaria,
eliptocitose hereditaria e anemias hemoliticas auto-imune. Na anemia
ferropriva os trabalhos de deformabilidade eritrocitaria sdo controversos. O
presente estudo avalia a DE, utilizando a técnica da ectacitometria, em 21
pacientes portadores de anemia ferropriva documentada, antes e depois do
tratamento com sais de ferro. Embora o tratamento da anemia tenha sido
eficaz (Hb antes- 8,52 g/dl e Hb depois -12,74 g/dl), alguns pacientes
persistiram com morfologia eritrocitaria alterada. Os resultados demonstram

DE diminuida em pacientes portadores de anemia ferropriva, quando



comparada ao grupo controle (p< 0,0007). A auséncia de normalizacdo e
manutencdo da diferenca estatistica apds a terapéutica (p< 0,03), em baixos
valores de “shear stress”, pode ser atribuida & manuten¢do das alteragdes
morfologicas eritrocitarias. Ndo foi verificada correlacdo entre o grau da
anemia e a reducdo da DE. A diminuicdo da DE apresenta maior correlacao
com a microcitose, sendo que a hipocromia parece nao interferir de maneira
Importante. A concomitancia dos dois fatores pode somar ou anular os seus
efeitos sobre a DE. O presente estudo sugere que o fator responsavel pela
diminuicdo da DE na anemia ferropriva € a microcitose. Recentemente,
relatos de anemia ferropriva associada a fendmenos trombdéticos aumentaram

0 interesse no estudo da DE para melhor compreensédo desses casos.



SUMMARY

SAAD, G. M. P. Evaluation of the red cell deformability through
ektacytometry in iron deficiency. Sdo Paulo, 2002, 90 p. Thesis (masters)-

School of Medicine, University of Sdo Paulo.

The deformability allows the 7 to 8 um red cell to circulate through
capillaries of 3 um. This phenomenon depends on cellular geometry, internal
viscosity and viscoelastic properties of the membrane. Among the various
techniques of erytrocyte deformability (ED) analysis such as: micropipette
aspiration, filtration and reoscopy, we chose ektacytometry. This technique
uses a laminar flow viscometry, where red cell shape changes are
continuously monitorated by LASER, processed by a computer and inserted
in a graphic for further analysis. Ektacytometry measures the “Deformability
Index” (DI), which shows the size of eliptocytogenesis of the eritrocyte under
“shear stress” force. Iron deficiency anemia is a very frequent disease in
medical practice. It presents expressive morphologic alterations such as
microcytosis, hypocromy, ovalocytosis, eliptocytosis and target -cells.
Erytrocyte deformability has been described in a number of situations like
hereditary spherocytosis, hereditary elitptocytosis and autoimmune hemolytic
anemia. Concerning iron deficiency anemia, authors are controversial. The
present study evaluates erytrocyte deformability, using ectacytometry in 21
patients carrying documented iron deficiency before and after therapeutics
with iron components. Although the anemia treatment proved to be efficient
(before Hb- 8,52 g/dl and after Hb- 12,74 g/dl), some patients persisted with
erytrocyte alteration morfology. Results demonstrate diminished erytrocyte
deformability in people with iron deficiency anemia, when compared with the
control group (p< 0,0007). The absence of regularization and maintenance of

statistical difference after treatment (p< 0,03) in low “shear stress” can be



attributed to the persistence of red cell anomalies. There is no relation
between the level of anemia and reduced ED. The erytrocyte deformability
diminished is greatly related to microcitosys, even if hipocromy seems to not
interefere importantly. The two factors altogether can either sum or nulify the
effects over erytrocyte deformability. The present study suggests that the
responsible factor for diminished erytrocyte deformability is microcitosys.
Recently, iron deficiency anemia has been associated to thrombotic
phenomenon has raised interest in the studying of erytrocyte deformability, in

order to understand such cases.



1. Introducao

O glébulo vermelho normal caracteriza-se por apresentar a forma de
um disco biconcavo e por sua capacidade de deformacgdo nas sucessivas
passagens pela microcirculacdo. O termo deformabilidade celular €
comumente utilizado para caracterizar a propriedade de adaptacdo do
eritrocito ao fluxo, nos cento e vinte dias em média, em que permanece na
circulagdo. A hemacia normal, cujo diametro é de 7 a 8 micrémetros,
consegue atravessar capilares medindo aproximadamente 2 a 3 um gracas a
essa capacidade. Esse complexo fendmeno depende de trés fatores: geometria
celular, viscosidade intracitoplasmatica e propriedades mecénicas da
membrana (WEED, 1970; MOHANDAS, 1979; SCHOENBEIN, 1981;
MEISELMAN, 1981; HEATH, 1982; FORTIER, 1988; REINHART, 1990;
KUYPERS, 1990; HOFFMAN, 1991; MOHANDAS, 1993; BOSCH, 1994,
JOHNSON, 1994; BEUTLER, 1995; LEE, 1999).

A “geometria celular” depende da forma, do volume e da relacdo
superficie/volume do eritrécito. A conformacdo discéide proporciona ao
glébulo vermelho normal um vantajoso excesso de superficie em relacdo ao
volume, o que facilita a sua adaptacdo quando necessario. De fato, a
deformacgdo eritrocitaria no ser humano, em animais ou “in vitro”,
proporciona pouco ou nenhum aumento na area de superficie. Entretanto,
hemacias com volume reduzido, isto €, microciticas, apresentam uma menor
deformabilidade quando comparadas as normociticas ou macrociticas. Se a
célula perde parte da membrana, ou seja, diminui a superficie ou aumenta o
volume pela entrada maior de solutos e agua, ocorre alteracdo da
biconcavidade, tornando-a esférica e limitando a sua capacidade de
deformacdo (LEVANDER, 1978; TILLMANN, 1980; YIP, 1983;
MOHANDAS, 1993; ANDERSON, 2000).



Um dos componentes reguladores da deformabilidade celular é a
“viscosidade intracitoplasmatica”, a qual depende da concentracdo da
hemoglobina e das suas propriedades fisico-quimicas. Assim, as células
desidratadas, com maior densidade interna, deformam menos. Para uma
concentracdo de hemoglobina corpuscular media (CHCM) normal, variando
de 27 a 37 g/dl, a viscosidade celular influencia pouco a deformabilidade. A
medida que a CHCM aumenta acima de 37 g/dl, ha uma reducdo exponencial
da capacidade de deformacdo do eritrécito. A viscosidade de uma solucéo de
hemoglobina que € mensurada em 5 a 15 centipoises (cp) na faixa de CHCM
normal passa para 45 g/dl com CHCM de 40g/dl, 170cp com CHCM de
45¢/dl e 650 cp com CHCM de 50g/dl. Isso demonstra a importancia da
viscosidade intra-eritrocitaria na deformabilidade de hemacias desidratadas.
Na presenca de hemoglobinas anormais mais viscosas (como a hemoglobina
S) ou com tendéncia a formacéo de cristais (como na hemoglobinopatia C), a
deformabilidade também estd prejudicada (MOHANDAS, 1979; CHIEN,
1981; MOHANDAS, 1983; BALLAS, 1985; REINHART, 1992;
MOHANDAS, 1993; SILVEIRA, 1997; KACER, 2001).

A “membrana citoplasmatica” desempenha um papel primordial na
habilidade de deformacdo dos eritrocitos, alem de manter sua integridade
estrutural. Para que o eritrocito mantenha essa capacidade, é necessario que a
membrana esteja com todos 0s seus constituintes quantitativa e
qualitativamente normais. As anormalidades na fracdo lipidica, nas proteinas
integrais (glicoforina, Banda 3) e, principalmente, nas proteinas do
citoesqueleto (espectrinas, proteina 4.1, anquirina e outras) alteram a
deformabilidade do eritrocito, podendo até ocasionar sua fragmentacéo
(WEED, 1970; EVANS, 1981; HEATH, 1982; FORTIER, 1988; CHASIS,
1989; LIU, 1992; LUX, 1996).

As situacOes anormais presentes nas anemias hemoliticas congénitas e

hereditarias, como deficiéncias protéicas na esferocitose e eliptocitose e



interacdes com a hemoglobina nas talassemias, comprometem a composicao e
a funcdo das biomembranas. Os niveis de ATP intra-celular alterados, assim
como o calcio e magnésio, tém sido relatados como determinantes criticos da
deformabilidade da membrana eritrocitaria (WEED, 1970; EVANS, 1981;
HEATH, 1982; FORTIER, 1988; CHASIS, 1989; LIU, 1992; LUX, 1996).

Atualmente existem inumeras técnicas de laboratorio que permitem
avaliar a reologia e a deformabilidade eritrocitaria, embora muitas delas
permanecam restritas aos laboratérios de pesquisa e investigacdo. Esses
estudos podem fornecer dados importantes para a compreensdo da fisiologia
normal e da fisiopatologia de uma série de doengas congénitas ou adquiridas
do glébulo vermelho. Sabe-se que a deformabilidade esta diminuida em
eritrocitos senescentes e em anemias hemoliticas como: anemia falciforme,
talassemias, microesferocitose hereditaria, eliptocitose hereditaria, deficiéncia
de glicose-6-fosfato- desidrogenase e anemias hemoliticas auto-imunes
(MOHANDAS, 1979; EVANS, 1981; BOSCH, 1994; SILVEIRA, 1997).

Os principais metodos de estudo da deformabilidade eritrocitaria sdo a
aspiragao por micropipeta, a filtracéo e a viscometria (MOHANDAS, 1979;
SMITH, 1979; BRANEMARK, 1981; HOCHMUTH, 1981; HEATH, 1982;
CLARK, 1983; TRACEY, 1995; MAZERON, 1997).

A aspiracdo através de micropipeta € feita por aplicacdo de uma
pressdo negativa sobre a membrana eritrocitaria, fazendo com que a célula
penetre na luz da mesma. Dependendo do diametro da pipeta (1 a 3 u), pode
ser aspirada toda a celula ou parte dela. As modificacbes podem ser
observadas a luz de microcinematografia, ou em fotografias seriadas dos
eritrocitos, permitindo, assim, uma analise detalhada do fendémeno. E uma
técnica trabalhosa e que permite apenas o estudo de células individualizadas
( MOHANDAS, 1979).

Mais recentemente tem sido associada a anticorpos monoclonais

especificos para componentes da membrana eritrocitaria, servindo para



demonstrar deficiéncias de certas proteinas na génese de distarbios da
biomembrana (CHASIS, 1989).

A filtrac8o estd fundamentada na passagem de uma amostra de sangue
em filtros com poros de diversos tamanhos, aplicando-se uma pressao
constante. Depende de muitos fatores, tais como o tamanho, numero e
uniformidade da distribuicdo dos poros. As propriedades eletrostaticas do
material utilizado como filtro também podem interferir nos resultados.
Quando se analisa o sangue total por este método, pode haver influéncia de
outros elementos como: proteinas plasmaticas, leucdcitos e plaquetas
(LEBLOND, 1979 e 1981; CHIEN, 1981; BOISSEAU, 1981).

Em 1981, BRANEMARK observou que havia limitacdo no uso de
filtros para o estudo da deformabilidade eritrocitaria.

Apesar disso, varios outros autores descreveram alteracdes da filtracao
eritrocitaria em seres humanos nas seguintes situacdes: anemias por
deficiéncia de ferro, anemias hemoliticas, esplenectomizados, trombose
cérebro-vascular, obesidade, hiperlipidemias, hiperuricemia, hipertensao
arterial, uso de anticoncepcionais, fumo, sindrome de Raynaud, idade
avancada e em criancas diabéeticas (LEBLOND, 1979 e 1981; BOISSEAU,
1981; ROADANT, 1981; TRACEY, 1995).

Os métodos viscométricos utilizam uma suspensdo de hemacias sob
efeito de uma tensdo, num aparelho denominado viscosimetro. Nessas
condig0es, os eritrocitos discdides tornam-se elipticos, com 0 seu maior eixo
paralelo ao sentido do fluxo. Essa técnica permite a visualizacdo direta das
modificacBes da célula, a denominada reoscopia. Além disso, pode-se medir
o0 grau de deformabilidade em funcéo da forca aplicada através da técnica da
ectacitometria (MOHANDAS, 1979; SCHONBEIN, 1981).

A reoscopia utiliza um viscosimetro associado a um microscépio de

fase e permite a observacdo direta, a fotografia ou a cinematografia das



células em movimento, deformadas apos a aplicacdo de uma forca sobre elas
(SCHONBEIN, 1981; MEISELMAN, 1981).

A técnica da ectacitometria foi inicialmente descrita por BESSIS e
MOHANDAS em 1974, em um prototipo, e aperfeicoada no ano seguinte. A
partir desses estudos preliminares, diversos autores em todo o mundo
passaram a testar essa técnica em animais, seres humanos normais e com
diferentes patologias (BESSIS, 1975; JOHNSON, 1977; MOHANDAS, 1979;
SMITH, 1979; CLARK, 1983; STUART, 1985; FISCHER, 1989;
KUYPERS, 1990; SCHIER, 1992; STEEKSTRA, 1993; STEEKSTRA, 1994,
LUX, 1996; SILVEIRA, 1997; MAZERON, 1997; BASKURT, 1997).

Cerca de duzentos trabalhos cientificos foram publicados utilizando a
técnica da ectacitometria, o que a tornou um dos melhores pardmetros na
avaliacédo da deformabilidade eritrocitaria (JOHNSON, 1994).

O ectacitometro & um instrumento versatil e sofisticado com a
vantagem de usar uma pequena quantidade de sangue e pequeno coeficiente
de variacdo (=1%), o que aumenta a sua sensibilidade. No entanto, ha
necessidade de ser operado por pessoa capacitada e experiente. Até pouco
tempo, existiam poucos aparelhos disponiveis, 0 que dificultava o acesso ao
método, na rotina médica e hematoldgica (BESSIS, 1974; CLARK, 1983;
STUART, 1985; KUYPERS, 1990).

Recentemente encontra-se disponivel o ectacitdmetro LORCA®, que
pode facilitar 0 acesso aos estudos de deformabilidade “in vitro” em
diferentes doencas, hematoldgicas ou ndo (Mechatronics®).

A expressdo “shear stress” tem sido traduzida na literatura nacional
como tensdo ou forca de “cisalhamento” ou “tosquiamento”. Entretanto,
essas denominagcbes ndo expressam precisamente o que ocorre. Por essa
razdo, optou-se por utilizar, no presente texto, a expressao original para que se

possa reportar a esse fenémeno.



O “shear stress”, na circulacdo normal, é definido como a forca de
resisténcia tangencial, produzida pelo movimento do sangue através da
superficie endotelial do vaso sangiineo. Sua magnitude é diretamente
proporcional ao fluxo e a viscosidade do sangue e inversamente porporcional
ao cubo do seu raio (RUTHERFORD, 1995).

No ectacitometro, 0 “shear stress” € fixo e ndo ha variacdo do
recipiente onde a amostra & analisada. Dessa maneira, as alteracdes
observadas dependem das modificagdes dos eritrocitos.

O eritrocito em repouso gera um padrdo de difracdo circular no
ectacitbmetro, porém, sob o efeito do “shear stress”, ocorre a transformagao
eliptica e orientacdo paralela ao fluxo (JOHNSON, 1977, 1994) .

Alguns autores descrevem um movimento de “tanque de guerra”,
ocasionado pela rotacdo da membrana em volta do citoplasma quando a
hemécia € submetida a um fluxo laminar, semelhante ao vortice de um
redemoinho (SHOENBEIN, 1981; STUART, 1992).

A avaliacdo da densidade Optica, entre 0s pontos de maior e menor
difracdo gerada pelo ectacitdmetro-LORCA®, determina 0 “INDICE DE
DEFORMABILIDADE” (ID) ou “INDICE DE ELONGAGCAO” (IE), 0 qual
proporciona uma medida direta da eliptocitogénese. Um valor numeérico de
zero significa que ndo ha deformacdo, enquanto que os indices positivos sdo
progressivamente proporcionais a deformabilidade celular (SMITH, 1979;
MOHANDAS, 1983; TAKAKUWA, 1990; MOHANDAS, 1993; JOHNSON,
1994; LUX, 1996).

A ectacitometria permite a analise das células em diferentes condigcbes
de tonicidade, quando associada a um gradiente de osmolalidade. E uma
técnica que permite o estudo dos diversos determinantes da deformabilidade
eritrocitaria, sendo possivel avaliar a relacdo area de superficie/volume, a
geometria celular, a densidade celular e a membrana citoplasmatica.
(JOHNSON, 1996).



A analise da deformabilidade eritrocitaria pela ectacitometria é
considerada “gold standard” dentre as técnicas existentes, sendo a mais
importante para o diagnéstico nas patologias por defeito de membrana
(MOHANDAS, 1979; KUYPERS, 1990; STREEKSTRA, 1994; JOHNSON,
1994 e 1996; LUX, 1996).

Alguns estudos clinicos em seres humanos e experimentais
demonstraram que, na anemia por deficiéncia de ferro, a deformabilidade
eritrocitaria estd diminuida (LEVANDER, 1978; TILLMANN, 1980; YIP,
1983; ANDERSON, 2000).

A analise do esfregaco de sangue periférico na anemia ferropriva
apresenta alteragOes expressivas da morfologia eritrocitaria. A anisocitose é o
sinal mais precoce seguido do aparecimento de hemacias microciticas e
hipocrémicas, conforme o agravamento do caso. Ocorre ainda a presenca de
ovaldcitos, eliptocitos e, mais raramente, hemacias em alvo. Eventualmente
surgem a macrocitose e a policromasia. Todas essas alteracbes dependem do
grau da anemia e do tempo de evolugédo do quadro (BEUTLER, 1995).

As alteracOes descritas acima podem estar relacionadas com as
observacdes clinicas e laboratoriais decorrentes da diminuicdo da
deformabilidade eritrocitaria na ferropenia.

A deficiéncia de ferro é o distdrbio nutricional mais encontrado em
todo o mundo. A Organizacdo Mundial da Saude estima que 4 a 5 bilhGes de
pessoas, isto é, 66 a 80% da populacdo mundial, apresentem algum grau de
deficiéncia de ferro. Existem no mundo cerca de 2 bilhdes de pessoas (30%)
portadoras de anemia, em geral ferropriva, principalmente nos paises em
desenvolvimento (BEUTLER, 1995).

Essa condicdo deve ser considerada um problema de saude publica de
proporcOes epidémicas que afeta a produtividade e o desenvolvimento
econdmico desses paises. E também a causa mais freqiiente de anemia nas

consultas de Clinica Médica Geral e na Hematologia. Apesar disso, poucos e



adequados estudos tém sido realizados para entender melhor essa que é uma
das doencas mais comuns no mundo (BEUTLER, 1995; LEE, 1999).

Nos ultimos anos foram descritos casos de tromboses cerebrais
associados a anemia ferropriva, em especial nas criangas. Alguns trabalhos
relatam como provavel causa a diminuicdo da deformabilidade eritrocitéria,
com consequente alteracdo reoldgica do sangue na microcirculagdo
(STEHLE, 1991; SUTOR, 1995; AKINS, 1996; HARTFIELD, 1997;
MEENA, 2000; CHAN, 2000).

Alguns autores sugerem que, na anemia por deficiéncia de ferro, ocorra
uma reducdo na sobrevida da hemécia microcitica e hipocromica e que um
dos principais fatores seria sua menor flexibilidade. Esta estaria relacionada
com o menor conteudo interno de hemoglobina e uma desfavoravel relacéo
superficie/volume da célula. Estes globulos seriam prematuramente
sequestrados durante a sua passagem pelo baco ou pelo sistema reticulo-
endotelial (TILLMANN, 1980; REINHART, 1992; ANDERSON, 2000).

Apos revisdo da literatura disponivel, verificamos uma escassez de
estudos de deformabilidade eritrocitaria em anemia ferropriva. E importante
destacar que ndo foram encontrados relatos utilizando os modernos métodos
de contagem eletronica e o estudo dindmico da deformabilidade eritrocitaria
por ectacitometria, nas anemias por deficiéncia de ferro em nosso meio. A
combinacdo dos resultados desses modernos recursos deverd ser uma

contribuicdo para o melhor entendimento dessa doenca e suas complicagdes.

2. Objetivos



Os objetivos dessa pesquisa sao:

2.1. Determinar a deformabilidade eritrocitaria de pacientes com
anemia por deficiéncia de ferro através da técnica da ectacitometria, antes
do tratamento com sais de ferro.

2.2. Reavaliar os pacientes ap0s a terapéutica.

2.3. Procurar relacionar os resultados encontrados no estudo com
alguns determinantes da deformabilidade eritrocitaria (geometria celular e
viscosidade citoplasmatica).

2.4. Procurar relacionar os resultados de deformabilidade eritrocitaria

com a gravidade da anemia.



3. Revisdo bibliogréafica
3.1. Deformabilidade eritrocitaria

Os glébulos vermelhos sdo corpusculos de pequeno tamanho, o que
torna dificil a avaliacdo precisa dos fatores que agem na sua deformabilidade
e o perfeito entendimento da sua geometria. Em conseqiiéncia disso, 0S
progressos na reologia eritrocitaria, ciéncia que estuda a deformacdo e o
fluxo do sangue, ndo tém sido faceis. Uma revisdo histdrica mostra que a
determinacdo das propriedades da membrana celular e do conteudo
citoplasmatico ndo pode ser analisada do ponto de vista estritamente
matematico e teorico. Pelo contrario, alguns metodos fisicos e bioldgicos sdo
utilizados para entender as alteragfes sofridas pelo eritrocito no processo de
deformacao “in vivo” ou “in vitro”.

Acredita-se que a propriedade de deformabilidade dos glébulos
vermelhos foi reconhecida pela primeira vez por PONDER, em 1930, que
observou que a celula podia ser submetida a edema osmdtico até certo
volume, na dependéncia da area de superficie da membrana celular. No
entanto, somente ap6s a descricdo da geometria celular como um disco
bicdncavo, onde existe um excesso de superficie em relacdo ao seu volume, é
que foi possivel iniciar o entendimento do processo de deformacdo do
eritrocito (EVANS, 1986).

Em 1970, WEED chamou atencdo para o importante papel da
deformabilidade na sobrevida das hemacias nos cento e vinte dias em que
permaneciam na circulacdo. Relacionou a deformabilidade com a geometria
celular, fluidos internos, em especial a hemoglobina, e propriedades

intrinsecas da membrana eritrocitaria.
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Segundo WEED (1970), a sobrevida da hemécia estava diretamente
relacionada com a perda da sua deformabilidade. Esses achados foram
postulados também por LA CELLE & JACOB (apud MOHANDAS, 1979).

MOHANDAS et al (1979) apresentaram um estudo detalhado dos
fatores que interferiam na deformabilidade eritrocitaria em anemias
hemoliticas. A inabilidade em deformar-se tornaria dificil, sendo impossivel, a
funcdo de fornecimento de oxigénio por parte dos eritrocitos nos capilares
com diametro menor do que a hemécia.

Os fatores determinantes da deformabilidade eritrocitaria foram
estudados por diversos autores. A geometia celular, a viscosidade do fluido
intracelular e as propriedades fisicas intrinsecas da membrana eritrocitaria
foram apontados como responsaveis por esse complexo fendmeno
(MOHANDAS, 1979; CHIEN, 1981; REINHART, 1990).

Alguns autores sugeriram que a flexibilidade, deformabilidade e
durabilidade dos glébulos vermelhos dependiam do citoesqueleto da
membrana celular e que defeitos na sua estrutura eram responsaveis por
anemias hemoliticas (EVANS, 1981).

Diversos estudos em sangue estocado mostraram decréscimo na
deformabilidade eritrocitaria. A perda de lipides da membrana causa a
reducdo da relacdo superficie/volume dos globulos armazenados e
consequente alteracdo da geometria celular. Tal fato tem muita importancia,
pois ocorre esferocitose acentuada e aumento da fragilidade osmotica
(MOHANDAS, 1982).

FORTIER et al (1988) sugeriram que o dano oxidativo induzido em
eritrocitos “in vitro” resultou no aumento da rigidez da membrana como
consequéncia da geracdo de complexos protéicos entre a hemoglobina e a
espectrina.

CHASIS e SCHRIER (1989) estudaram a interrelacdo entre

deformabilidade e capacidade de alterar a forma dos eritrécitos com agentes
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gue tornavam a membrana mais rigida, como os anticorpos monoclonais anti-
glicoforina A. Concluiram que o decréscimo da deformacdo da membrana nao
implica necessariamente incapacidade de alteracdo na geometria da célula.

O declinio na deformabilidade que ocorre durante o processo de
envelhecimento dos glébulos vermelhos parece ser maior do que se
Imaginava. Isto resulta no aumento da concentracdo de hemoglobina (CHCM)
e no decréscimo da elasticidade da membrana (BOSCH, 1994).

SALBAS (1994) estudou voluntarios sadios e idosos fumantes e
encontrou a deformabilidade eritrocitaria diminuida neste ultimo grupo. Além
do conhecido decréscimo da deformacgdo dos glébulos vermelhos do idoso,
sugeriu que a deplecdo de ATP intra-eritrocitario poderia estar relacionada
com esses achados.

KUMARAVEL e SINGH (1995), estudando pacientes portadores de
hanseniase, observaram que a deformabilidade eritrocitaria era aumentada.
Porém, na presenca de anemia, o decréscimo de hemoglobina e as alteracdes
protéicas e lipidicas na membrana podiam diminuir a deformabilidade celular.

Alguns estudos recentes avaliaram o efeito de agentes medicamentosos
na deformabilidade eritrocitaria. A pentoxifilina, por exemplo, ndo mostrou
interferéncia no processo, quando estudada pela ectacitometria, ao contrario
do que se havia verificado atraves da técnica de filtragio (CUMMINGS,
1992).

O magnésio oral melhorou a deformabilidade de eritrocitos em
pacientes portadores de Anemia Falciforme, provavelmente reduzindo a
quantidade de células densas (FRANCESCHI, 1997).

Os agentes anestésicos halogenados mostraram prejudicar a
deformabilidade eritrocitaria em ratos, possivelmente por aumento do dano
oxidativo e formacéo de radicais livres (YESILKAUA, 1998).

A hidroxiuréia induziu alteracbes na geometria eritrocitaria,

aumentando o volume e a superficie de membrana celular nos pacientes
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portadores de sindromes mieloproliferativas (ENGSTROEM, 1998).

3.2. Métodos de avaliacdo da deformabilidade eritrocitaria

A importancia clinica da deformabilidade dos globulos vermelhos foi
aumentando a medida que as técnicas de avaliacédo dessa propriedade foram
surgindo. Cada metodologia parece ser influenciada por um ou mais dos
diferentes fatores que interferem na deformabilidade eritrocitaria. As
principais técnicas conhecidas descritas sdo: a aspiracdo por micropipeta, a

filtragdo e os métodos viscosimétricos, cComo a reoscopia e a ectacitometria.

3.2.1. Aspiragdo por micropipeta

Consiste na aplicacdo de uma pressao
negativa de aspiracdo, a qual promove a

entrada de parte da membrana ou de todo

glébulo vermelho na micropipeta (FIGURA

. . Figura 1 - Fotomicrografia de eritrocito
1). Quando se usa micropipeta de 3u de hymano aspirado por micropipeta

in e , (modificado de Evans et al - 1986).
didmetro, o eritrocito € completamente

aspirado dependendo da geometria celular e da relacdo superficie/volume.
Entretanto, se o didmetro é de 1u, a avaliagdo depende somente das
propriedades intrinsecas do material da membrana. A viscosidade interna tem
pouco efeito nessa técnica e as células sdo avaliadas individualmente,
dificultando sua aplicacédo na pratica (MOHANDAS, 1979).

STUART (1985), em artigo de revisdo de reologia eritrocitaria,
analisou as diversas técnicas de avaliacdo da deformabilidade. Em relacéo ao
uso de micropipetas, observou que a limitacdo dessa técnica esta na
incapacidade de detectar sub-populacdes alteradas, uma vez que analisa a

célula isoladamente.
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3.2.2. Filtracéo

Nessa técnica, tanto o tempo
necessario para a passagem de uma ‘A
certa quantidade de  glébulos |.]r.;)h”.‘.':|'|
vermelhos através de filtros, como a
pressdo exercida no processo podem 60mm

ser medidos (FIGURA 2). Com filtros

de microporos de 3 a 5 um, as
medidas sdo adequadas para a

avaliacdo da geometria celular e das

propriedades da membrana, porém

mostram-se  pouco  sensiveis  as

alteragdes da viscosidade intra- Figura 2 - Diagrama de filtragéo : A - tampdo e

. e, .. amostra; B - filtro de microporos; C - membrana;
eritrocitaria. A principal vantagem p_y4jvula; E - seringa de aspiracéo de ar

dessa técnica é a simplicidade. A (modificado de Leblond et al - 1981).
desvantagem é a influéncia de varios fatores interferentes, como as
propriedades dos filtros. A impossibilidade de avaliar se toda, ou apenas uma
populacdo de células encontra-se alterada, € um fator limitante no uso dos
filtros (LEBLOND,1981; MOHANDAS, 1979).

LEBLOND e COULOMBE (1979) chamaram atencdo para a
interferéncia dos reticuldcitos na técnica de filtracdo, em especial nas anemias
hemoliticas. Relataram que os reticulocitos imaturos podiam ser dez vezes
mais rigidos que os eritrocitos maduros circulantes, prejudicando o0s
resultados das analises.

Em 1981, foi realizado o Simpdsio Internacional na Faculdade de
Medicina e Laboratério de Biologia Experimental da Universidade de

Gothemburg (Suécia), com a finalidade de estudar a filtracdo e
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deformabilidade dos glébulos vermelhos. Ficou estabelecido que tanto os
filtros como outras técnicas disponiveis na época explicavam parcialmente o
que ocorria na microcirculacdéo (BRANEMARK, 1981).

Em 1981, BOISSEAU descreveu diversos fatores, além dos
anteriormente citados, que influenciavam na filtragem de eritrocitos. Entre
eles destacou o tipo de filtro, a obstrucdo com leucocitos e plaguetas, a
temperatura, a osmolaridade, o tipo de anticoagulante, fatores plasmaticos

como fibrinogénio, fator VIII e globulinas anormais.

3.2.3. Métodos viscosimétricos

Consistem na utilizacdo de um instrumento denominado viscosimetro.
Esse dispositivo utiliza uma suspensdo de glébulos vermelhos colocada em
recipiente de vidro rotatorio, e submetida a progressivas “ shear stresses ”. O
fluxo gerado alinha as células paralelamente, no mesmo sentido, e altera sua
forma de discoide para elipsoide.

HOCHMUTH et al, em 1972, avaliaram a deformabilidade de
eritrocitos de adultos normais, atraves de um aparelho de fluxo definido,

acoplado a um microscopio. Os resultados mostraram que ocorria deformacéao

Em 1981, MEISELMAN relatou
que eritrocitos podiam ser estudados
pela técnica da reoscopia (FIGURA 3).
Era possivel visualizar diretamente, em

microscopio invertido, as modificacGes

das células quando submetidas a

Figura 3 - Fotografia de contraste de fase de
“shear stress”. eritrocitos humanos 1250X (modificado de

. Evans et al - 1981).
SCHOENBEIN e GAEHTGENS

(1981) utilizaram um reoscopio e concluiram que a deformacdo dos
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eritrocitos num fluxo dependia mais da viscosidade do que da sua
elasticidade. A fluidez do citoplasma e wuma favoravel relacdo
superficie/volume sdo importantes na sua deformacao.

A medida indireta da deformacédo eritrocitaria em funcdo da forca
aplicada no campo de fluxo laminar pode ser mensurada pela técnica da
ectacitometria (do grego ekta = alongamento). Devido a importancia dessa

técnica para o presente estudo, sera abordada com maiores detalhes.

3.3. Ectacitometria

Em 1946, PIJPER observou acidentalmente o fendmeno fisico da
difragdo de um feixe de luz branca através de uma lamina de esfregaco fino de
sangue periferico. Verificou que eram emitidos circulos de espectros
coloridos de vermelho, amarelo e violeta. A forma e a cor eram caracteristicas
para cada doenca. Estudou principalmente a anemia megaloblastica e um
quadro de ictericia associada a hemolise familiar, o qual provavelmente se
tratava de esferocitose hereditaria (PIJPER, 1947).

SCHOENBEIN e WELLS (1969) verificaram que os eritrocitos
dispersos em meio de alta viscosidade possuiam as propriedades semelhantes
as de gotas fluidas. Submetidos a altos valores de “shear stress”, adotavam a
forma eliptica com o maior eixo paralelo ao fluxo. Os autores sugeriram que,
nessas condicdes, a membrana se tornava liquefeita e gelatinosa e permitia a
transmissdo do ‘“‘shear stress” para o interior da célula. Para explicar esse
fendmeno, apresentaram a formula de Taylor, descrita para deformacédo de
fluidos comuns: D = L-B / L+B, onde D é a deformacéo, L € B sdo o
comprimento e a largura do elipsoide, respectivamente. Essa propriedade foi
posteriormente utilizada por BESSIS e MOHANDAS (1975) no

desenvolvimento da ectacitometria (BESSIS,1975).
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BESSIS e MOHANDAS (1974), trabalhando no Instituto de Patologia

Celular de Paris, relataram os principios do protétipo de um novo

difratbmetro. O aparelho era composto
de dois cilindros concéntricos de vidro,
sendo o interno fixo. Um feixe de
LASER passava perpendicularmente ao
espaco entre os cilindros, preenchido
por uma solucdo viscosa, contendo a

amostra de sangue a ser analisada. As

imagens de difracdo eram circulares e _ _
Figura 4 - Diagrama do ectacitometro com

tornavam-se elipticas a medida que sistema de anélise de imagens automatico.
A e B sdo os pontos fotometricamente
ocorria a sua deformacéo (FIGURA 4).  monitorados (modificado de Johnson - 1994).

Uma formula que utilizava o “shear stress”, a viscosidade do meio e 0
didmetro da difracdo, antes e apO0s o teste, permitia o calculo da
deformabilidade eritrocitaria (BESSIS e MOHANDAS, 1974).

Em 1975, BESSIS e MOHANDAS aperfeicoaram o difratdbmetro e o
empregaram pela primeira vez o nome de ectacitbmetro. Chamaram a atencéo
para a sensibilidade desse método em detectar e quantificar pequenas
populacdes de ceélulas indeformaveis. Mostraram curvas de comprimento
versus ‘“‘shear stress” de hemacias normais, esferocitos, equinocitos e
estomatécitos humanos, além de casos de anemia hemolitica induzida em
ratos. Observaram que a deformabilidade era fungdo do ‘“shear stress”
aplicado e da diferenca entre a viscosidade interna e externa das células.
Descreveram os trés fatores envolvidos na deformabilidade eritrocitaria: a
forma, a viscosidade da hemoglobina e a rigidez da membrana. Afirmaram
que a deformabilidade era um determinante maior na reologia eritrocitaria, a
qual permitia a sobrevida normal dos eritrdcitos na circulacao.

SMITH et al (1979) estudaram a deformabilidade eritrocitaria através

da ectacitometria em varios mamiferos e mostraram que, em varias espécies,

17



as hemécias normais deformavam menos, enquanto que em outras (camelos e
Ihamas), a sua orientacdo era paralela ao fluxo laminar, apesar dos eritrocitos
serem elipticos.

STOLTZ et al (1981) apresentaram um importante estudo tedrico e
experimental para testar e validar o viscosimetro descrito por BESSIS e
MOHANDAS, em 1975. Com férmulas matematicas de éptica calcularam o
espectro de luz em diferentes “shear stresses” e a orientacdo dos elipsoides.

KELLER e SKALAK (1982) estudaram, em teoria, a mobilidade do
eritrocito em forma de “passada de tanque de guerra”, quando submetido a
algum “shear stress”. A hemacia assumiria forma e orientacdo estacionaria
enquanto a membrana e o contetdo celular desenvolveriam um movimento
em “passada de tanque de guerra”. Assim, de acordo com esses autores, esse
movimento poderia ser explicado por trés fatores: 1) razdo entre 0 maior e
menor eixo do elipséide; 2) indice de esferocidade; 3) razdo entre a
viscosidade do liquido interno e externo.

CLARK et al (1983) submeteram pela primeira vez amostras de sangue
a0 método da ectacitometria em meios de osmolalidades diferentes.
Observaram que cada doenca apresentava um perfil diferente quando se
analisava a curva de “INDICE DE DEFORMABILIDADE” versus osmolalidade.
Sugeriram que esse recurso fornecia informacdes importantes sobre o
contelido de agua e area de superficie das células. Alem disso, relataram que a
viscosidade intracelular dependente do CHCM era um fator preponderante na
avaliacdo da deformabilidade eritrocitéaria.

Em 1987, TAY et al apresentaram um algoritmo tedrico para estimar as
alteracbes nas membranas e na pressdo interna dos glébulos vermelhos
qguando submetidos a “shear stress”. Basearam seus estudos no modelo de
“tanque de guerra”, descrito por SCHONBEIN em 1969, e concluiram que a

pressdo interna se acumulava lentamente enquanto a célula aumentava a sua
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elongacdo, sendo esse acréscimo mais evidente quando estava proxima de
atingir o seu limite geométrico como elipsoide.

Nos ultimos dez anos, alguns autores se preocuparam em validar o
método da ectacitometria com bases teoricas de optica e concluiram que ele é
de extrema utilidade no estudo da deformabilidade e reologia dos glébulos
vermelhos do sangue (STEEKSTRA et al, 1993, 1994).

JOHNSON (1994) relatou o histérico do aparelho, seus principios e
analise dos resultados nas principais alteragbes dos glébulos vermelhos. O
autor comparou a ectacitometria com outras técnicas de estudo de
deformabilidade eritrocitaria e se tornou leitura obrigatéria para estudiosos da
hemorreologia .

Em 1996, JOHNSON fez uma revisdo de pacientes submetidos a
ectacitometria osmoética (OSMOSCAN) pelo aparelho da Technicon
Instruments®. Os dados de dez anos de investigacdo de anemias hereditarias
no Hospital Infantil de Michigan foram coletados. As curvas obtidas atraves
do “INDICE DE DEFORMABILIDADE” versus osmolalidade foram diagnosticas
na esferocitose, eliptocitose, piropoiquilocitose e deficiéncia enziméatica da
via glicolitica. Nas hemoglobinopatias e defeitos de permeabilidade da
membrana, 0 “OSMOSCAN” é anormal, mas ndo é conclusivo. O autor chamou
atencdo para a pequena quantidade de sangue necessaria para o teste. A
rapidez com que é efetuado depende de um operador experiente e interessado,
pois a manutencdo do aparelho requer cuidados especiais. O autor
recomendou 0 uso da ectacitometria para o diagnostico clinico na rotina
hematoldgica e ndo apenas para pesquisa.

BASKURT e MEISELMAN (1997) submeteram os globulos
vermelhos ao calor, glutaraldeido e peroxido de hidrogénio, a fim de alterar a
geometria. Confirmaram a diminuicdo da deformabilidade eritrocitaria atraves

do aparelho LORCA®,em comparagio com o grupo controle.
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3.4. Doencas com alteracdo da deformabilidade eritrocitaria

MOHANDAS et al (1979) utilizaram a ectacitometria e analisaram
com detalhes a deformabilidade eritrocitdria nas anemias hemoliticas.
Sugeriram que no desenvolvimento das anemias, a hemacia tornava-se
progressivamente menos deformavel, sendo gradualmente sequestrada pelo
sistema reticulo-endotelial, em especial no baco. Relataram a reducdo da
deformabilidade eritrocitaria na esferocitose hereditaria, ja constatada por
varios autores utilizando técnicas de filtracdo, micropipeta, viscometria e
ectacitometria.

Na anemia falciforme mostrou reducéo na aspiracéo e na filterabilidade
das hemacias falcizadas oxigenadas. Os estudos com ectacitometria
demonstraram a formacédo de um halo elipsoidal anormal, vertical ao fluxo, o
qual correspondia as ceélulas irreversivelmente falcizadas. Na
hemoglobinopatia C, observa-se reducdo da deformabilidade atraves da
filtracdo e da ectacitometria. O elevado CHCM acarretava 0 aumento da
viscosidade interna, que associado as alteracbes da membrana, era
responsavel pelos resultados (MOHANDAS, 1979).

A deformabilidade eritrocitaria diminuida foi relatada ainda em
talassemias e deficiéncia de glicose -6-fosfato desidrogenase, através dos
métodos de micropipeta e ectacitometria. Nas alteraces de volume da
hemacia, ocorria diminuicdo da deformabilidade por filtracdo ou
ectacitometria, tanto pela reducdo da relagdo superficie/volume na
estomatocitose, como pelo aumento do CHCM e, portanto, da viscosidade
interna na xerocitose (MOHANDAS, 1979).

A reducdo de deformabilidade por técnicas de filtracdo, viscometria e
ectacitometria foi também descrita nas anemias por cirrose alcoolica,
abetalipoproteinemia, piropoiquilocitose, poés-didlise e deficiéncia de
piruvato- quinase (MOHANDAS, 1979).
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Um ano depois, 0 mesmo autor mostrou que a reducdo da relacdo
superficie/volume e o0 aumento da viscosidade interna eram fatores
responsaveis pelas alteracbes na deformabilidade de hemacias esferociticas,
guando estudadas pela ectacitometria, em diferentes osmolalidades
(MOHANDAS, 1980).

Em 1992, MOHANDAS observou que a combinagao das propriedades
da membrana permitia ao glébulo vermelho vigorosa deformagdo sem
fragmentacdo. O conteudo de espectrina teria pouca influéncia na
deformabilidade, que dependia também de alteragdes quantitativas da banda
3, anquirina e proteina 4.2 e qualitativas da banda 3 .

LANGENFELD et al (1994) mostraram diminuicéo da deformabilidade
eritrocitaria em ratos com septicemia (filtracdo). Esses autores sugeriram que
iSO se devia a presenca de radicais livres e ao dano oxidativo das hemacias.

SILVEIRA et al (1997) estudaram amostras de sangue de dezoito
pacientes portadores de eliptocitose hereditaria. Encontraram em todos a
deformabilidade eritrocitaria diminuida. Apesar das alteracbes de forma,
relacdo superficie/volume, microcitose e desidratacdo celular, a rigidez da
membrana foi responsabilizada pelo decréscimo da deformacéo, pois podia

ser constatada em todas as amostras .

3.5. Deformabilidade eritrocitaria em anemia ferropriva

CARD e WEINTRAUB (1971) descreveram a filtracdo eritrocitaria
prejudicada em coelhos com deficiéncia de ferro e sugeriram a sua
participacdo na patogénese da hemolise que ocorria nesses casos.

LEVANDER e MORRIS (1978) apresentaram importante relato
experimental em ratos deficientes em ferro. O autor demonstrou que a

filtracdo estava diminuida e sugeriu que isso poderia explicar, em parte, a
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esplenomegalia congestiva e o componente hemolitico descritos na anemia
ferropriva.

Em 1979, HUTTON afirmou que a diminuicdo da deformabilidade
eritrocitaria observada na deficiéncia de ferro, descrita anteriormente por
CARD (1971) e LEVANDER (1978), poderia estar relacionada com uma
sindrome de hiperviscosidade secundaria.

As propriedades reoldgicas dos eritrocitos de quatorze pacientes com
anemia ferropriva foram estudadas por TILLMANN et al, em 1980. Com o
uso de filtros de policarbonato de 5um de diametro, concluiram que a
diminuicdo da deformabilidade eritrocitaria dependia somente da
desfavoravel relacdo entre a area de superficie/volume do micrdcito. A
viscometria da suspensdo de “ghosts” (membrana eritrocitaria sem contetido
citoplasmatico) mostrou uma flexibilidade normal. Entretanto, como o
contetdo de hemoglobina estava diminuido, havia maior fluidez no interior
das células, pois ela estaria ligada a membrana citoplasmatica. Observaram
que a viscosidade estava discretamente aumentada em baixo “shear stress” e
normal nos valores intermediarios e altos. Sugeriram que a menor
deformabilidade dos microcitos em baixo “shear stress” nao estava presente
nas taxas mais altas devido ao aumento de fluidez da hemoglobina
intracelular nessas condicdes. A diminuicdo da deformabilidade eritrocitaria
observada “in vitro” explicava a menor sobrevida da hemacia “in vivo”.

YUP et al (1983) encontraram a deformabilidade eritrocitaria diminuida
em seres humanos e também em ratos deficientes em ferro. A principal causa
apontada pelos pesquisadores foi a rigidez da membrana citoplasmatica, mais
do que a relacdo superficie/volume ou a viscosidade intracelular. Os estudos
bioquimicos sugeriam que o dano oxidativo da membrana poderia, em parte,
ser responsavel pelo decréscimo da deformabilidade dos eritrocitos.
Observaram ainda que, em baixo ‘“shear stress”, o “INDICE DE

DEFORMABILIDADE” estava prejudicado, mas, a medida que ele aumentava, a
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curva se aproximava da normalidade. Afirmou também que a reducdo da
deformacao era proporcional a severidade da ferropenia.

Em 1992, REINHART relatou que a influéncia da deficiéncia de ferro
na deformabilidade dos eritrécitos era controversa. O autor estudou quatorze
pacientes com anemia ferropriva documentada, por trés métodos diferentes:
filtracédo, elongacéo e medida da elasticidade da membrana. Concluiu que a
deformabilidade nédo era afetada pela deficiéncia de ferro, e que a microcitose
até facilitaria a passagem através dos filtros de finos poros. Evocou a
participagdo de outros mecanismos na microcirculacdo para explicar a
reducéo de sobrevida de eritrocitos na ferropenia.

ANDERSON et al (2000) estudaram pacientes com deficiéncia de ferro
por ectacitometria. Confirmaram os estudos dos autores que encontraram a
deformabilidade diminuida em pacientes com estoque de ferro inadequado. O
risco de hiperviscosidade paradoxal e a reversio do quadro com

suplementacéo de ferro sdo enfatizados por esses autores.

3.6. Anemia ferropriva e trombose

ROUDAUT et al (1981) apresentaram estudo de cem pacientes
portadores de trombose cérebro-vascular pela técnica de filtracdo, e
encontraram a deformabilidade eritrocitaria alterada em todos. Apesar de
sugerir a ligacdo de produtos da fibrina em eritrocitos na area trombdtica,
apontam para a necessidade de estudos com outros métodos.

STHELE et al (1991) descreveram um caso de trombose ndo infecciosa
de seio sagital superior e mais quatro casos de trombose de veias cerebrais em
pacientes portadores de anemia ferropriva. Na época, atribuiram esses
achados apenas a uma coincidéncia.

AKINS et al (1996) relataram anemia por deficiéncia de ferro e

trombose de artéria carotida em mulheres. Ressaltaram a associacdo entre
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anemia ferropriva e papiledema, hipertensdo intracraniana idiopatica e
iIsquemia cerebral.

Em 1997, HARTFIELD et al descreveram a associagdo de anemia
ferropriva e quadros de acidente vascular isquémico em seis criancgas, de seis
a dezoito meses. Afirmaram que néo se tratava de uma coincidéncia, e que a
deficiéncia de ferro poderia provocar a reducdo da deformabilidade das
hemacias, aumentando a viscosidade sanguinea.

MEENA et al (2000) relataram um caso de anemia ferropriva associada
a trombose de seio venoso cortical, a qual regrediu apos a terapéutica de
suplementacéo com ferro.

CHAN e VEBER (2000) estudaram os disturbios pré-trombéticos em
acidentes vasculares isquémicos em criangas e citaram a anemia ferropriva
como um dos fatores encontrados por diversos autores nesses casos. A
deficiéncia de ferro e consequente reducdo da deformabilidade produzia um
aumento na viscosidade sanguinea e provavel estado de hipercoagulabilidade.
Relataram que existem, descritos na literatura, cerca de vinte casos de
acidente vascular isquémico associado a deficiéncia de ferro. O tratamento
precoce é fundamental nesses casos.

KACER et al (2001) relataram dois casos de ocluséo da veia central da
retina e neuropatia ndo arteritica isquémica do nervo Optico, associado a
anemia ferropriva leve. O decréscimo na deformabilidade e a hipdxia
secundaria sdo fatores importantes apontados pelos autores. Dessa forma, 0s
autores alertam os clinicos de todas as especialidades, para o diagnéstico
precoce das manifestacbes oftalmologicas que podem estar associadas a
ferropenia.

Como a anemia por deficiéncia de ferro é comum e os distdrbios
relatados acima extremamente graves e muitas vezes fatais, € necessaria uma

maior vigilancia de sintomas neurolégicos e oculares nesses doentes. O
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tratamento precoce e eficaz reverte facilmente a anemia ferropriva, sendo
fundamental na prevencédo de complicac6es que podem ser evitadas.

A revisdo da literatura inspirou e estimulou o estudo da
deformabilidade eritrocitaria em pacientes portadores de anemia ferropriva,
com o uso da ectacitometria. Observa-se que existem ainda Vvarias
controvérsias entre os autores que estudam o tema proposto. E importante
ressaltar, ainda, que todos os trabalhos citados foram realizados no exterior e

gue ndo foram encontrados similares em nosso meio.

25



4. Casuistica e métodos

4.1. Amostra

Foram avaliados 21 pacientes com anemia ferropriva acompanhados no
Ambulatorio de Hematologia do Hemonucleo de Santos- SP, no periodo de
01 de outubro de 2000 a 20 de novembro de 2001.

Os critérios de inclusdo foram: a presenca de anemia (Hb < 12,0 g/ dl)
e ferropenia documentada através das dosagens de ferro sérico (< 75 g/ dl);
capacidade total de ligacéo de ferro no plasma (> 250 pg / dl); saturacdo de
ferro (< 20%) e ferritina (< 24 ng / dl para homens e < 11 ng / dl para
mulheres). Os pacientes com hemoglobinopatia associada foram excluidos.

Apos a obtencdo do consentimento informado, os doentes foram
submetidos a anamnese e exame fisico completo. Todos foram submetidos a
coleta de exames antes e depois do tratamento, os quais foram realizados no
Laboratério de Hematologia da Disciplina de Hematologia e Hemoterapia da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo- USP/ Fundacdo Proé-
Sangue/ Hemocentro de Séo Paulo.

Uma populacdo normal de 21 doadores de sangue, por aférese, foi

escolhida para ser o grupo controle.

4.2. Analise estatistica

Utilizou-se neste estudo um nivel de significancia de 5% (cinco por
cento). Para a rejeicdo da hipdtese de nulidade aceitou-se, portanto, um valor
para “alfa” de 0,05 ou 5%.

Os testes utilizados para a comparacdo das médias entre as variaveis

continuas estudadas (TABELAS 2, 3 e 4) foram baseados nos estudos de

26



Gosset, que desenvolveu a distribuicdo tedrica de probabilidades denominada
“t de Student ”. Todas as médias foram comparadas utilizando-se este teste
estatistico paramétrico (BAILAR, 1992; BUSSAB,1987).

Para a correlacdo entre as varidveis estudadas, utilizou-se o método
grafico de elaboracdo de diagramas de dispersdo com a construcdo das retas
de correlacdo linear .

Para todos os testes de hipdteses utilizou-se, o programa Excel

(software de planilha eletronica da Microsoft®).

4.3. Coleta de sangue

Os exames foram realizados antes e apds o tratamento convencional
para Anemia Ferropriva.

As amostras de sangue foram colhidas em jejum de 8 horas, da seguinte
maneira: apos antissepsia do antebraco, foram retirados cerca de 13 ml de
sangue, sendo 3 ml colocados em EDTA e 10 ml em tubo seco estéril.

Os testes foram realizados cerca de 4 horas ap0s a coleta do material. O
tubo com sangue anti-coagulado foi utilizado para realizacdo de hemograma
completo e contagem de reticulécitos no aparelho He3® (Bayer), eletroforese
de hemoglobina e ectacitometria no Aparelho LORCA®.

O tubo seco foi centrifugado e o0 soro separado para estudo do perfil de
ferro, que compreendeu a dosagem do ferro sérico, capacidade total de

ligacéo de ferro, saturacdo de ferro e dosagem de ferritina.

4.4. Hemograma pelo sistema hematolégico He3 RXT®.

O processo de anélise do aparelho He3 RXT® Technicom da BAYER®
baseia-se na dispersdo de luz. Fornece parametros de globulos vermelhos e

indices de alta confiabilidade em todo o intervalo da normalidade e
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anormalidade. A avaliacdo dos reticuldcitos, célula por célula, fornece
resultados em valor absoluto, porcentagem e indices.

Em relacdo a seérie eritrocitica, avalia-se a contagem de glébulos
vermelhos, nivel de hemoglobina, hematdcrito, Volume Corpuscular Médio
(VCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), Concentracdo de
Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), RDW, HDW, porcentagem de
hemacias macrociticas, microciticas, hipercromicas e hipocrémicas,
“flags”(alertas) morfologicos de anisocitose, microcitose, macrocitose,
hipocromia e hipercromia e histogramas de distribuicdo de hemacias e
hemoglobina.

Dois novos parametros disponiveis no He3, apenas para pesquisa, Sao o
CH e o VC. O CH ou “conteudo de hemoglobina”, que representa o peso atual
ou massa de hemoglobina presente em cada hemacia. O beneficio do CH é
que ndo é afetado pelo envelhecimento da amostra, isto €, se houver um
edema celular alterando o CHCM, a massa de hemoglobina permanece a
mesma. As ceélulas abaixo de 28 g / dl sdo hipocrémicas (hipodensas),
enquanto que as acima de 41 g/ dl sdo hipercrémicas (hiperdensas). O VC ou
“volume celular” medido pelo He3 € feito individualmente. As celulas abaixo
de 60 fentolitros sdo consideradas microciticas e aquelas acima de 120

fentolitros sdo macrociticas (TABELA 1).

TABELA 1 - VALORES NORMAIS DE CONTEUDO DE HEMOGLOBINA
X VOLUME CELULAR PELO He3

Ve He HC < 28 fl 28 fl<HC <411l HC > 41 fl
VC > 120 fi 0,1% 0,4% 0%
60 fl <VC <120 fl 0,6% 98,1% 0,7%
VC <60 fl 0% 0,1% 0%

HC — Conteudo de hemoglobina; VC — VVolume celular
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A contagem de reticuldcitos é fornecida em porcentagem e valor
absoluto, além da diferenciacdo de acordo com o grau de maturacdo da célula.
Todas as amostras foram analisadas pelo autor por microscopia Optica
comum, utilizando o sistema de gradacdo de 1+ a 4+ para avaliar o0s
parametros: anisocitose, poiquilocitose, microcitose, hipocromia, macrocitose,

eliptocitose, hemacias em alvo e policromasia.

4.5. Outros exames

A eletroforese de hemoglobina foi realizada pelo meétodo de acetato de
celulose em pH 9,1 para excluir a presenca de hemoglobinopatia associada.

O estudo do perfil de ferro foi feito pelos seguintes métodos:

dosagem de ferro sérico - colorimétrico

capacidade total de ligacéo de ferro- colorimétrico (batofenantrolina)

saturacéo de ferro — calculo( ferro/siderofilina)

ferritina- quimioluminescéncia

4.6. Ectacitometria através do LORCA®

A deformabilidade dos glébulos vermelhos foi determinada em varios
“shear stress” por um Ectacitdbmetro LORCA® ( Laser-Assisted Optical
Rotational Cell Analyser) versdo 1.0, da RR Mechatronics, Amsterdan
(FIGURA 5). Os principios gerais e os detalhes especificos da ectacitometria
foram descritos anteriormente por diversos autores (BESSIS, 1974; STOLTZ,
1981; CLARK. 1983; STEEKSTRA, 1993,1994; JOHNSON, 1996).

O instrumento consiste de um diodo a LASER, um sistema de
recipientes de vidro com termostato, um motor e uma camara de video
acoplada a um microcomputador. A amostra é depositada no espaco de 3mm

compreendido entre os dois cilindros de vidro. O microcomputador possui um
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programa especial que controla a velocidade do cilindro interno, assim como

a temperatura ideal. O raio LASER é projetado perpendicularmente a amostra,

e 0 padrdo de difracdo, produzido pelos globulos vermelhos, analisados pelo

computador. Os resultados sdo impressos para analise (FIGURA 6).

yiy

Figura 5 - Ectacitometro LORCA® - Laboratério de Hematologia da Disciplina
de Hematologia e Hemoterapia da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sédo Paulo/ Fundacgdo Pr6-Sangue/ Hemocentro de Séo Paulo.
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Figura 6 - Esquema do ectacitdmetro (modificado de Johnson - 1989).

O “INDICE DE DEFORMABILIDADE” (ID) ou “INDICE DE ELONGAGAO”
(1IE) €é obtido conforme o diagrama abaixo. A medida que ocorre a deformacéo
celular, o ponto A aumenta de intensidade e o ponto B diminui,
correspondendo ao maior e menor eixo, respectivamente. Alteragcdes de ID ou

IE refletem mudancas da deformabilidade de células individualis.

7 Elongation Index (EI)
A
EI = A-B
B A+B
Y

Figura 7 - Esquema do indice de
deformabilidade ou elongacgao (modificado
do manual do aparelho LORCA®).

O ID ou IE € calculado para cada diferente “shear stress”, em Pascais:
0,3- 0,53- 0,95- 1,69- 3,0- 5,34- 9,48- 16,86 e 30,05. Quanto maior 0 1D ou
IE, mais deforméavel é o eritrocito.

As alteracGes da deformabilidade eritrocitaria podem ser visualizadas

no monitor do computador, conforme esquema abaixo.

31



rl EI-STRESS CURVE

LASER DIFFRACTION PATTERN 1 |

INCREASING SHEAR STRESS I

0.3 30 Pa
LOG(SHEAR STRESS)

Figura 8 - Padréo de difracdo e alteracdes do indice de deformabilidade ou elongacao
com "shear stress" (modificado do manual do aparelho LORCA®).

4.7. Técnica utilizada

Para obter um meio viscoso, solu¢cdes com volume de 5ml de PBS em
PVP a 6% e pH 6,7 foram previamente preparadas e congeladas. Essas
solucdes possuem osmolalidades de 150, 300 e 400 mOsm. A retirada do
freezer dos tubos com a solucéo a ser utilizada ocorre imediatamente antes do
uso, permanecendo em meio ambiente até a sua completa liquefacdo. As
amostras foram todas analisadas aproximadamente 4 horas apés a coleta.

Foram utilizados 25 microlitros de sangue anticoagulado em EDTA de
um controle normal e dos pacientes em meios de osmolalidade crescentes e
submetidos & técnica da ectacitometria no aparelho LORCA®. Foram obtidas
curvas de deformabilidade em fungdo do “shear stress” aplicado, de cada
paciente, antes e apds o tratamento. A seguir, os dados foram impressos para
documentacéo e estudo comparativo.

Os resultados serdo apresentados e analisados nos seguintes graficos e

tabelas.
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5. Resultados

A TABELA 2 mostra os resultados dos indices hematimétricos de 21
doadores de sangue, por aférese, da Fundacdo Pro- Sangue/ Hemocentro de
Séo Paulo, que constituiram o grupo controle.

A TABELA 3 mostra os resultados dos indices hematimétricos obtidos
na analise de 21 pacientes portadores de anemia ferropriva antes do
tratamento. Apresenta a idade dos pacientes e a sua media. Avalia os indices
hematimétricos e as respectivas médias da taxa de hemoglobina em g/dl (Hb),
do hematocrito em % (Ht), do volume corpuscular médio em fl (VCM), da
hemoglobina corpuscular media em pg (HCM), da concentracdo de
hemoglobina corpuscular media em g/dl (CHCM), da porcentagem de
reticulécitos, da porcentagem de hemacias microciticas (VC< 60fl), da
porcentagem de hemaécias hipocrémicas (HC< 28fl) e da porcentagem de
hemacias simultaneamente microciticas e hipocromicas (VC<60fl e HC<
28fl).

A TABELA 4 apresenta os mesmos doentes e pardmetros apés o
tratamento convencional da anemia ferropriva com sais de ferro.

Observa-se a melhora de todos os indices hematimétricos apos a

terapéutica que durou em média cinco meses (de trés a sete meses).
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TABELA 2 - RESULTADOS DE INDICES HEMATIMETRICOS DE 21 DOADORES DE SANGUE
GRUPO CONTROLE

MICOCITOSE+
IDADE Rer  MICROCITOS HIPOCROMIA HIPOCROMIA
NOME  SEXO (o5 Hb(@d) Ht(®%)  VCM() HCM (pg) CHCM (g/d) ) (%) (%) (%)
VC<60fl HC<28fl VC<60fl e
HC<28fl

MA R M 35 15,2 43,8 91,2 31,6 34,6 0,5 0,4 0,3 0
JMF M 28 15,1 44,6 93,5 31,6 33,7 0,6 0,3 0,8 0
LGO M 27 15,0 46,5 98,1 31,7 32,3 0,9 0,1 1,8 0
JMS M 20 15,0 46,8 91,0 29,2 32,1 1,1 0,6 1,0 0

AB M 24 14,4 42,3 93,7 31,8 33,9 1,6 0,5 1,2 0
SRM M 23 14,5 44,5 89,3 29,1 32,6 0,4 0,7 1,4 0
MG R F 22 14,2 438 91,3 29,5 32,4 1,2 0,4 1,4 0
NAS F 25 14,1 41,9 92,2 31,1 33,7 0,8 0,3 2,0 0
ACR M 32 15,0 45,0 93,7 31,2 33,3 0,5 0,5 0,8 0
AFA M 35 17,1 53,2 94,4 30,3 32,1 1,0 0,3 1,1 0
LCM M 32 14,6 44,3 91,2 30,1 33,0 0,6 0,4 1,0 0
MBA M 34 14,3 438 90,9 29,7 32,7 2,0 0,4 0,2 0
MCC F 26 15,0 49,1 93,2 28,6 30,7 1,2 0,4 1,6 0
wcCs M 34 15,5 49,6 94,8 29,6 31,3 1,6 0,3 1,5 0
JZF M 33 16,0 51,3 97,0 30,2 31,2 1,3 0,1 1,0 0
VAS M 35 15,2 53,9 95,4 26,8 28,1 1,0 0,2 0,9 0
JCR M 30 14,5 47,8 90,6 27,6 30,5 0,8 0,5 2,8 0
GFC M 29 14,9 46,3 93,5 30,0 32,1 1,3 0,3 0,4 0
LCF M 23 15,5 46,5 93,0 31,0 33,3 0,1 0,3 0,7 0
JRS M 30 14,2 39,5 91,6 33,0 36,0 11 0,7 0 0

W C M 33 15,2 46,5 98,0 33,2 32,6 0,8 0,1 2,6 0
MEDIA 29,05 14,98 46,24 93,22 30,33 32,49 0,97 0,37 1,17 0,00

DP 4,83 0,69 3,63 2,43 1,61 1,63 0,45 0,17 0,72 0,00

F — SEXO FEMININO; M — SEXO MASCULINO; Hb — HEMOGLOBINA; Ht - HEMATOCRITO; VCM — VOLUME CORPUSCULAR MEDIO; HCM — HEMOGLOBINA
CORPUSCULAR MEDIA; CHCM — CONCENTRACAO DE HEMOGLOBINA CORPUSCULAR MEDIA; RET- RETICULOCITO; DP — DESVIO PADRAO
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TABELA 3 - RESULTADOS DE INDICES HEMATIMETRICOS DE 21 PACIENTES

PORTADORES DE AMEMIA FERROPRIVA PRE TRATAMENTO

MICOCITOSE+
IDADE MICROCITOS HIPOCROMIA HIPOCROMIA
NOME ~ SEXO  ryng) HB(@/d) HTO(%) VCM(f) HCM (pg) CHCM (g/d) — RET(%) (%) (%) (%)
VC<60fl HC<28f] VC<60fl
HC<28fl

AB F 15 10,5 37,0 86,9 24,8 28,5 1,0 1,6 26,2 0,1
JRB F 22 7,4 28,5 68,4 17,8 26,1 1,4 27,8 67,9 5,6
MJN F 52 6,7 27,3 68,8 16,8 24,4 2,0 27,7 79,0 8,4
RCF F 52 9,4 34,0 84,7 23,3 27,5 0,6 9,7 47,5 0,8
MEFC F 46 9,4 30,9 75,0 22,8 30,4 0,4 8,9 21,4 0,3
EGO F 49 6,2 235 65,7 17,4 26,5 1,2 32,6 63,9 9,3
TSC F 17 9,5 32,8 78,5 22,7 29,0 1,1 9,5 36,3 0,4
M O F 55 9,6 335 74,0 21,3 28,7 0,9 15,7 32,1 0,6
MACS F 46 9,3 34,3 66,2 18,0 27,2 0,9 33,0 51,6 5,0
N L F 42 9,3 334 77,3 21,4 27,7 1,0 9,5 40,9 0,5
RL F 37 9,6 34,7 83,0 22,9 27,6 1,3 4,9 42,6 0,3
N M F 64 8,8 32,6 80,0 21,5 26,9 1,0 6,6 55,0 1,1
JS F 46 7.8 27,5 79,7 22,6 28,3 0,9 6,0 40,0 0,4
AFR F 33 10,0 35,7 84,7 23,6 27,9 0,6 3,5 45,9 0,4
RTV M 15 11,0 36,8 82,9 24,8 30,0 1,1 2,9 32,9 0,1
GMS M 46 10,6 31,6 79,8 26,8 33,6 1,2 6,4 35,3 0,9
SPP F 73 8,2 30,6 81,5 21,7 26,7 0,9 5,0 64,9 0,8
EM F 40 6,3 25,9 67,9 16,5 24,3 1,0 27,3 73,7 7,2
ILF M 17 7.3 32,4 66,2 14,8 22,4 1,0 31,4 68,7 7,2
NS M 20 6,2 24,1 74,3 19,1 25,7 0,8 15,6 83,8 43
MFEC F 56 5,8 22,1 63,2 16,7 26,5 0,6 43,4 52,1 10,3
MEDIA 40,14 8,52 30,91 75,65 20,82 27,42 1,00 15,67 50,56 3,05
DP 16,96 1,62 4,40 7,39 3,30 2,36 0,34 12,63 17,77 3,54

F — SEXO FEMININO; M — SEXO MASCULINO; Hb — HEMOGLOBINA; Ht - HEMATOCRITO; VCM — VOLUME CORPUSCULAR MEDIO; HCM — HEMOGLOBINA

CORPUSCULAR MEDIA; CHCM — CONCENTRAGAO DE HEMOGLOBINA CORPUSCULAR MEDIA; RET- RETICULOCITO;DP — DESVIO PADRAO



TABELA 4 - RESULTADOS DE INDICES HEMATIMETRICOS DE 21 PACIENTES

PORTADORES DE AMEMIA FERROPRIVA POS TRATAMENTO

MICOCITOSE+
IDADE MICROCITOS HIPOCROMI HIPOCROMIA
NOME ~ SEXO \yng) HB(@d) — HTO(%) — VCM(f)  HCM(pg) CHCM (gid)  RET(%) (%) A (%) (%)
VC<60fl HC<28f] VC<60fl
HC<28fl

AB F 15 12,5 40,4 88,3 27,4 31,0 0,8 1,9 6,7 0,0
JRB F 22 13,7 45,6 935 28,2 30,1 1,1 1,4 5,6 0,0
MJN F 52 13,4 43,6 97,1 29,8 30,7 1,2 0,2 43 0,0
RCF F 52 12,7 44,9 99,8 28,4 28.4 1,4 0,5 12,5 0,0
MEFC F 46 13,9 43,8 89,7 28,3 31,6 1,0 2,6 15 0,0
EGO F 49 13,6 39,1 86,2 29,9 34,7 1,0 1,5 15 0,0
TSC F 17 12,8 40,0 94,6 30,2 32,0 1,2 0,3 2,2 0,0
M O F 55 13,9 44,9 89,4 27,6 30,9 1,0 1,2 0,3 0,0
MAC F 46 14,2 53,2 84,7 22,7 26,8 1,4 0,6 1,2 0,2
N L F 42 11,8 41,5 91,2 25,9 28,4 1,1 1,3 0,2 0,1
RL F 37 11,4 39,7 98,7 28,2 28,6 1,2 3,4 0,1 0,0
N M F 64 12,2 42,6 105,0 30,1 28,6 2,0 13,5 0,2 0,0
Js F 46 11,5 38,2 87,0 26,2 30,1 0,8 2,5 7,7 0,0
AFR F 33 12,1 40,6 93,2 27,7 29,7 1,0 0,7 12,9 0,4
RTV M 15 12,3 41,2 83,1 24,9 30,0 0,9 2,6 10,0 0,0
GMS M 46 13,2 44,6 83,4 24,6 29,5 1,9 8,3 19,3 0,6
SPP F 73 12,9 42,4 100,0 30,6 30,4 1,0 0,2 7,3 0,0
EM F 40 12,2 37,8 90,3 29,2 32,3 1,2 2,7 1,8 0,1
ILF M 17 12,6 39,9 77,6 24,5 31,6 0,6 18,5 12,5 1,2
NS M 20 13,7 45,7 89,5 26,8 29,9 0,5 6,2 25,2 1,3
MFC F 56 11,0 38,4 86,6 24,7 28,5 1,3 17,5 37,7 5,7
MEDIA 40,14 12,74 42,29 90,90 27,42 30,18 1,12 4,14 8,13 0,46
DP 16,96 0,91 3,56 6,66 2,23 1,73 0,36 5,61 9,60 1,26

F — SEXO FEMININO; M — SEXO MASCULINO; Hb — HEMOGLOBINA; Ht - HEMATOCRITO; VCM — VOLUME CORPUSCULAR MEDIO; HCM — HEMOGLOBINA
CORPUSCULAR MEDIA; CHCM — CONCENTRACAO DE HEMOGLOBINA CORPUSCULAR MEDIA; RET- RETICULOCITO;DP — DESVIO PADRAO
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As FIGURAS de 9 a 13 mostram os graficos de variacdo da média de
Ht, Hb, VCM, HCM e CHCM, em controles normais e 21 pacientes
portadores de anemia ferropriva antes e depois do tratamento. Evidenciam a

eficacia da terapéutica e a melhora hematoldgica dos mesmos.
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A TABELA 5 apresenta os resultados do perfil de ferro, que incluem a
dosagem de ferro sérico, CTLF, saturacdo de ferro e dosagem de ferritina.

A TABELA 6 apresenta a avaliacdo qualitativa da morfologia
eritrocitaria, do sangue periférico dos 21 pacientes portadores de anemia
ferropriva, a microscopia 6ptica comum. Utilizou-se o sistema de 1+ a 4+,
sendo que, quanto maior o numero de +, mais acentuada a alteracdo em
analise.

A FIGURA 1 mostra a morfologia tipica da anemia ferropriva,
encontrada no sangue periférico de dois dos pacientes estudados. Observa-se
a intensa aniso-poiquilocitose, microcitose, hipocromia, presenca de
frequentes eliptdcitos e raras hemécias em alvo.

A TABELA 7 mostra os valores obtidos por ectacitometria de “iNDICE
DE DEFORMABILIDADE” do grupo controle de doadores de sangue, em “shear
stress” progressivo, com solucdo de osmolalidade 300 mOsm, suas
respectivas médias e desvio padrao.

As TABELAS 8 e 9 mostram os valores obtidos por ectacitometria de
“INDICE DE DEFORMABILIDADE” dos pacientes estudados, em “shear stress”
progressivo, com solucdo de osmolalidade 300 mOsm, suas respectivas
médias e desvio padrdo, pré e pos tratamento.

A FIGURA 15 mostra o grafico dos valores médios de “INDICE DE
DEFORMABILIDADE” na suspensdo de 300 mOsm, em “shear stress”
progressivo, dos pacientes controle.

A FIGURA 16 mostra o grafico dos valores médios de “INDICE DE
DEFORMABILIDADE” na suspensdao de 300 mOsm, em “shear stress”
progressivo, dos pacientes portadores de anemia ferropriva antes do
tratamento.

A FIGURA 17 mostra o grafico dos valores médios de “INDICE DE

DEFORMABILIDADE” na suspensdo de 300 mOsm, em “shear stress”
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progressivo, dos pacientes portadores de anemia ferropriva depois do
tratamento.

A FIGURA 18 mostra o grafico dos valores médios de “INDICE DE
DEFORMABILIDADE” na suspensdao de 300 mOsm, em “shear stress”
progressivo, dos controles e dos pacientes portadores de anemia ferropriva
antes do tratamento. Observa-se uma diferenga estatisticamente expressiva
apos 0 “shear stress” de 0,95 Pa (p< 0,0007).

A FIGURA 19 mostra o grafico dos valores médios de “INDICE DE
DEFORMABILIDADE” na suspensdo de 300 mOsm, em “shear stress”
progressivo, dos controles e dos pacientes portadores de anemia ferropriva
depois do tratamento. Permanece a diferenca estatistica (p< 0,005).

A FIGURA 20 mostra o grafico dos valores médios de “INDICE DE
DEFORMABILIDADE” na suspensdo de 300 mOsm, em “shear stress”
progressivo, dos pacientes portadores de anemia ferropriva antes e depois do
tratamento. Verifica-se uma diferenca estatisticamente significativa em
valores de baixos “shear stress”: 1,69- 3,0 e 5,34 Pa (p< 0,03).

As FIGURAS de 21 a 28 mostram a correlacdo entre a hemoglobina pré
e pos tratamento e 0 “INDICE DE DEFORMABILIDADE”, em solucdo de 300
mOsm, nos “shear stress ’de 1,69- 3,0- 5,34 e 16,86 Pa, respectivamente.

Na tentativa de avaliar os determinantes da deformabilidade
eritrocitaria responsaveis pela diminuicdo do ID encontrado nos pacientes
estudados, buscamos correlacionar o ID com os valores gerados pelo
hemocitometro He3. Os indices analisados foram a % de microcitos, a % de
células hipocromicas e a % de células ao mesmo tempo microciticas e
hipocrémicas.

As FIGURAS de 29 a 36 mostram a correlagdo entre a porcentagem de
micrécitos em todos os pacientes, e naqueles com mais de 20% de células
microciticas, em solucdo de 300 mOsm, nos “shear stress”’de 1,69- 3,0- 5,34

e 16,86 Pa, respectivamente.
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Observa-se que, nos pacientes com microcitose acima de 20%, o
“INDICE DE DEFORMABILIDADE” tende a ser menor, nos diversos ‘“shear
stress” estudados.

As FIGURAS de 37 a 44 apresentam a correlagdo entre a porcentagem
de células hipocrdmicas em todos 0s casos estudados, e nagqueles com esse
indice acima de 40%, em solucdo de 300 mOsm, nos “shear stress ’de 1,69-
3,0- 5,34 e 16,86 Pa, respectivamente.

A presenca da hipocromia ndo mostra uma boa correlagdo com o 1D,
mesmo com porcentagens de células hipocrémicas acima de 40%.

As FIGURAS de 45 a 52 exibem a correlacdo entre a porcentagem de
células ao mesmo tempo microciticas e hipocrémicas em todos os pacientes, e
naqueles com mais de 3% dessas células, em solucdo de 300 mOsm, nos
“shear stress ’de 1,69- 3,0- 5,34 e 16,86 Pa, respectivamente.

A associacdo de microcitose e hipocromia também ndo apresenta
correlagdo com o ID, sugerindo uma provavel compensagdo quando os dois

fatores estdo presentes na mesma célula.
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TABELA 5 - PERFIL DE FERRO DE 21 PACIENTES PORTADORES DE ANEMIA FERROPRIVA
PRE E POS TRATAMENTO

NOME ) FERRO ) ) CTLF ) sATURAQAO ) ,FERRITINA )
PRE POS PRE POS PRE POS PRE POS
AB 25 58 379 283 6 20 9 26
JRB 8 99 357 216 2 45 2 10
MJN 17 24 428 233 3 10 1 13
RCF 16 74 383 333 4 22 30 52
MEFC 16 108 399 316 4 34 2 37
EGO 24 71 383 303 6 23 1 20
TSC 24 198 333 241 7 82 3 28
MO 16 51 383 327 4 15 2 8
MACS 8 108 413 299 1 36 2 24
N L 16 44 416 374 3 11 2 7
RL 33 58 433 399 7 14 3 5
N M 9 17 370 310 2 5 6 86
JS 8 74 310 299 2 24 4 13
AFR 33 26 366 374 9 6 7 3
RTV 24 24 283 299 8 8 8 11
GMS 16 83 383 349 4 23 25 412
SPP 8 41 413 249 1 16 2 21
EM 16 74 449 366 3 20 2 15
ILF 8 66 416 299 1 22 1 70
NS 8 33 399 333 2 9 1 11
MFC 42 33 466 366 9 9 9 73
MEDIA 17,85 64,95 388,66 312,76 4,19 21,61 5,80 45,00
DP 9,71 41,04 43,91 49,81 2,61 17,28 7,72 87,42

FERRO- dosagem de ferro sérico; CTLF - capacidade total de ligac&o de ferro no plasma; Saturacdo — saturacéo de ferro;
FERRITINA- dosagem de ferritina no plasma
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TABELA 6 - MORFOLOGIA ERITROCITARIA DE SANGUE PERIFERICO
DE 21 PACIENTES PORTADORES DE ANEMIA FERROPRIVA PRE E POS TRATAMENTO

NOME ANISO POIQUILO MICRO HIPO MACRO ELIPTO HEMACIAS POLI
CITOSE CITOSE CITOSE CROMIA CITOSE CITOS EMALVO CROMASIA
PRE POS PRE POS PRE POS PRE POS PRE POS PRE POS PRE POS PRE POS

AB 1+ 1+ 1+ - 1+ - 1+ - - - 1+ - - - - -
JRB 3+ 1+ 3+ - 3+ - 3+ - 1+ - 2+ - 1+ - - -
MIN 2+ 1+ 2+ - 2+ - 3+ - - - 1+ - - - - -
RCF 1+ - 1+ - 1+ - 2+ - - - - - - - - -
MEFC 2+ 1+ 2+ - 2+ - 3+ 1+ 1+ - 1+ - - - - -
EGO 2+ - 2+ - 2+ - 3+ - - - 1+ - - - - -
TSC 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 2+ - - - - - - - - -
MO 2+ - 2+ - 2+ - 3+ - - - 1+ - 1+ - - -
MAC 3+ 1+ 3+ - 3+ - 3+ - 1+ - 3+ - - - - -
NL 2+ - 2+ - 1+ - 2+ - - - 2+ - - - - -
RL 1+ - 1+ - 1+ - 1+ - - - - - 1+ - - -
NM 2+ 1+ 1+ - 2+ 1+ 3+ - - - 2+ - - - - -
JS 3+ 1+ 3+ - 2+ - 3+ - 1+ - 2+ - 1+ - - -
AFR 1+ - 1+ - 1+ - 1+ - - - 1+ - - - - -
RTV 1+ 1+ 1+ - 1+ - 1+ 1+ - - 1+ - - - - -
GMS 1+ - 1+ - 1+ - 1+ - - - - - - - - -
SPP 2+ - 2+ - 1+ - 3+ . 1+ . 1+ - 1+ - - -
EM 3+ 1+ 3+ - 4+ - 4+ - - - 1+ - 1+ - - -
ILF 3+ 1+ 2+ - 2+ 3+ . 1+ . 1+ - - - - -
NS 3+ 1+ 3+ - 3+ . 3+ . . . 3+ . - - - -
MFC 4+ 1+ 4+ 1+ 3+ 1+ 4+ 1+ 1+ . 1+ 1+ - - - -
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FIGURA 14 - ANALISE MORFOLOGICA DO SANGUE PERIFERICO
A MICROSCOPIA OPTICA COMUM - 400 X
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TABELA 7 - VALORES DE DEFORMABILIDADE ERITROCITARIA EM 21 DOADORES DE SANGUE- GRUPO CONTROLE
EM SOLUCAO DE 300mOsm, EM DIFERENTES VALORES DE “SHEAR STRESS”’

“SHEAR STRESS” (Pascais)

NOME 0,30 0,53 0,95 1,69 3,00 5,34 9,48 16,86 30,05
MA R 0,10 0,07 0,15 0,25 0,35 0,44 0,52 0,57 0,60
JMF 0,07 0,06 0,14 0,25 0,37 0,46 0,52 0,57 0,60
LGO 0,05 0,08 0,16 0,26 0,37 0,46 0,52 0,57 0,60
JMS 0,02 0,05 0,13 0,23 0,34 0,44 0,52 0,57 0,60
AB 0,07 0,11 0,19 0,30 0,39 0,47 0,53 0,57 0,61
SRM 0,10 0,08 0,16 0,27 0,37 0,47 0,53 0,58 0,61
MGR 0,06 0,10 0,18 0,29 0,39 0,47 0,53 0,58 0,61
NAS 0,07 0,11 0,19 0,30 0,39 0,48 0,54 0,59 0,62
ACR 0,08 0,06 0,14 0,25 0,36 0,45 0,52 0,56 0,60
AFA 0,32 0,13 0,13 0,24 0,34 0,43 0,50 0,55 0,58
LCM 0,18 0,07 0,15 0,25 0,36 0,44 0,51 0,56 0,59
MBA 0,01 0,05 0,13 0,24 0,36 0,46 0,53 0,58 0,62
MCC 0,11 0,06 0,13 0,24 0,35 0,44 0,51 0,56 0,59
WCS 0,02 0,08 0,16 0,26 0,37 0,45 0,52 0,56 0,60
JZF 0,03 0,08 0,16 0,26 0,36 0,45 0,52 0,57 0,60
VAS 0,09 0,09 0,17 0,27 0,38 0,46 0,52 0,57 0,60
JCR 0,09 0,05 0,13 0,23 0,34 0,44 0,51 0,56 0,59
GFC 0,06 0,10 0,18 0,29 0,39 0,47 0,53 0,57 0,61
LCF 0,03 0,07 0,16 0,27 0,38 0,47 0,54 0,58 0,62
JRS 0,06 0,09 0,16 0,27 0,38 0,47 0,53 0,58 0,63
wcC 0,05 0,10 0,18 0,29 0,39 0,47 0,52 0,57 0,60
MEDIA 0,075 0,079 0,156 0,259 0,365 0,454 0,520 0,567 0,600
DP 0,0673 0,0181 0,0207 0,0219 0,0195 0,0180 0,0161 0,0149 0,0149
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TABELA 8 - VALORES DE DEFORMABILIDADE ERITROCITARIA EM 21 PACIENTES PRE-TRATAMENTO DE
ANEMIA FERROPRIVA EM SOLUCAO DE 300mOsm, EM DIFERENTES VALORES DE “SHEAR STRESS”

"SHEAR STRESS" (Pascais)

NOME 0,3 0,53 0,95 1,69 3 5,34 9,48 16,86 30,05
AB 0,143 0,265 0,235 0,127 0,233 0,301 0,382 0,445 0,482
JRB 0,003 0,042 0,112 0,202 0,289 0,389 0,471 0,530 0,569
MJN 0,010 0,032 0,101 0,196 0,292 0,396 0,476 0,531 0,569
RCF 0,206 0,257 0,187 0,131 0,188 0,286 0,374 0,449 0,507
MEFC 0,227 0,264 0,149 0,102 0,172 0,275 0,370 0,446 0,510
EGO 0,003 0,031 0,101 0,194 0,305 0,407 0,495 0,554 0,593
TSC 0,031 0,052 0,127 0,231 0,351 0,453 0,530 0,581 0,612
MO 0,001 0,020 0,096 0,193 0,308 0,411 0,488 0,536 0,580
MAC 0,229 0,244 0,086 0,085 0,153 0,259 0,367 0,455 0,520
NL 0,010 0,025 0,102 0,202 0,319 0,424 0,505 0,559 0,597
RL 0,005 0,048 0,133 0,248 0,355 0,460 0,534 0,582 0,617
N M 0,019 0,025 0,113 0,229 0,362 0,475 0,549 0,599 0,628
JS 0,044 0,076 0,067 0,114 0,195 0,289 0,372 0,443 0,504
AFR 0,048 0,108 0,041 0,082 0,170 0,275 0,372 0,455 0,518
RTV 0,037 0,065 0,153 0,264 0,380 0,483 0,549 0,594 0,627
GMS 0,006 0,018 0,080 0,172 0,287 0,394 0,478 0,537 0,574
SPP 0,025 0,051 0,059 0,117 0,200 0,302 0,399 0,477 0,534
EM 0,011 0,013 0,069 0,158 0,272 0,385 0,470 0,534 0,570
ILF 0,009 0,017 0,059 0,137 0,239 0,346 0,436 0,496 0,548
NS 0,010 0,010 0,040 0,122 0,229 0,335 0,434 0,506 0,547
MFC 0,027 0,030 0,039 0,102 0,195 0,301 0,402 0,481 0,535
MEDIA 0,048 0,080 0,102 0,162 0,262 0,364 0,450 0,514 0,559
DP 0,080 0,092 0,050 0,056 0,070 0,073 0,064 0,053 0,044
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TABELA 9 - VALORES DE DEFORMABILIDADE ERITROCITARIA EM 21 PACIENTES POS- TRATAMENTO DE
ANEMIA FERROPRIVA EM SOLUCAO DE 300mOsm, EM DIFERENTES VALORES DE “SHEAR STRESS”

"SHEAR STRESS" (Pascais)

NOME 0,3 0,53 0,95 1,69 3 5,34 9,48 16,86 30,05
AB 0,008 0,058 0,137 0,240 0,358 0,454 0,521 0,571 0,605
JRB -0,015 0,042 0,119 0,217 0,326 0,418 0,484 0,535 0,575
MJN 0,049 0,074 0,157 0,260 0,378 0,466 0,527 0,572 0,607
RCF 0,239 0,124 0,111 0,210 0,321 0,420 0,495 0,548 0,588
MEFC 0,198 0,110 0,109 0,199 0,308 0,408 0,486 0,537 0,566
EGO 0,142 0,298 0,254 0,158 0,249 0,349 0,433 0,481 0,508
TSC 0,003 0,057 0,131 0,243 0,352 0,440 0,504 0,553 0,590
MO 0,296 0,245 0,128 0,221 0,322 0,404 0,465 0,513 0,555
MAC 0,048 0,060 0,050 0,125 0,247 0,369 0,464 0,536 0,576
N L 0,160 0,051 0,112 0,210 0,317 0,408 0,480 0,530 0,571
RL 0,081 0,048 0,103 0,203 0,319 0,418 0,489 0,542 0,582
N M 0,326 0,065 0,141 0,253 0,371 0,463 0,526 0,571 0,603
JS 0,185 0,043 0,107 0,210 0,323 0,421 0,494 0,547 0,586
AFR 0,183 0,277 0,080 0,161 0,277 0,380 0,462 0,522 0,556
RTV 0,006 0,036 0,098 0,198 0,320 0,423 0,499 0,552 0,589
GMS 0,138 0,274 0,137 0,156 0,245 0,349 0,436 0,504 0,541
SPP 0,214 0,322 0,116 0,208 0,319 0,412 0,478 0,535 0,568
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FIGURA 15

DEFORMABILIDADE ERITROCITARIA EM 21 DOADORES DE SANGUE
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FIGURA 16

DEFORMABILIDADE ERITROCITARIA EM 21 PACIENTES PORTADORES DE ANEMIA FERROPRIVA
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FIGURA 17

DEFORMABILIDADE ERITROCITARIA EM 21 PACIENTES PORTADORES DE ANEMIA FERROPRIVA
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FIGURA 18

DEFORMABILIDADE ERITROCITARIA EM 21 DOADORES DE SANGUE - GRUPO CONTROLE
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FIGURA 19

DEFORMABILIDADE ERITROCITARIA EM 21 DOADORES DE SANGUE - GRUPO CONTROLE
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FIGURA 20

DEFORMABILIDADE ERITROCITARIA EM 21 PACIENTES PORTADORES DE ANEMIA FERROPRIVA
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FIGURA 23

CORRELACAO ENTRE HEMOGL OBINA X INDICE DE DEFORMABIL IDADE
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FIGURA 25

CORRELACAO ENTRE HEMOGL OBINA X INDICE DE DEFORMABILIDADE
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FIGURA 27

CORRELACAO ENTRE HEMOGL OBINA X INDICE DE DEFORMABIL IDADE
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FIGURA 28

CORRELACAO ENTRE HEMOGL OBINA X INDICE DE DEFORMABILIDADE
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FIGURA 29

CORRELAGAO ENTRE MICROCITOSE X INDICE DE DEFORMABILIDADE
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FIGURA 30

CORRELACAO ENTRE MICROCITOSE > 20% X INDICE DE DEFORMABILIDADE
21 PACIENTES PRE TRATAMENTO
(300 mOsm-1,69Pa)
y =-76,591x + 43,637

L4 R?=0,4152

0,08

0,1 0,12 0,14 0,16 0,18 0,2
INDICE DE DEFORMABILIDADE

58



% DE MICROCITOSE

% DE MICROCITOSE

50 -
45 |
40 |
35 |
30 |
25 |
20 |
15 -

FIGURA 31

CORRELACAO ENTRE MICROCITOSE X INDICE DE DEFORMABILIDADE
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FIGURA 32

CORRELACAO ENTRE MICROCITOSE > 20% X INDICE DE DEFORMABILIDADE
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FIGURA 33

CORRELACAO ENTRE MICROCITOSE X INDICE DE DEFORMABILIDADE
21 PACIENTES PRE TRATAMENTO
(300 mOsm-5,34Pa)

y = -23,813x + 24,337
d R? = 0,0188

o0 ©

o © [ [}
[ ] [ ] [ ]
[ ]
[} ° )

0,25

43 -
41 -
39
37 4
35 4
33 4
31 4

27
25

027 029 031 03 03 037 039 041 043 045 047 0,49

INDICE DE DEFORMABILIDADE

FIGURA 34

CORRELACAO ENTRE MICROCITOSE > 20% X INDICE DE DEFORMABILIDADE
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FIGURA 35

CORRELACAO ENTRE MICROCITOSE X INDICE DE DEFORMABILIDADE
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FIGURA 36

CORRELACAO ENTRE MICROCITOSE > 20% X INDICE DE DEFORMABILIDADE
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FIGURA 37

CORRELACAO ENTRE HIPOCROMIA X iINDICE DE DEFORMABILIDADE
21 PACIENTES PRE TRATAMENTO
(300 mOsm-1,69Pa)
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FIGURA 38

CORRELACAO ENTRE HIPOCROMIA > 40% X INDICE DE DEFORMABILIDADE
21 PACIENTES PRE TRATAMENTO
(300 mOsm-1,69Pa)
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FIGURA 39

CORRELAGAO ENTRE HIPOCROMIA X INDICE DE DEFORMABILIDADE
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FIGURA 41

CORRELACAO ENTRE HIPOCROMIA X iINDICE DE DEFORMABILIDADE
21 PACIENTES PRE TRATAMENTO
(300 mOsm-5,34Pa)
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FIGURA 42

CORRELACAO ENTRE HIPOCROMIA > 40% X INDICE DE DEFORMABILIDADE
21 PACIENTES PRE TRATAMENTO
(300 mOsm-5,34Pa)
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FIGURA 43

CORRELACAO ENTRE HIPOCROMIA X iINDICE DE DEFORMABILIDADE
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FIGURA 44

CORRELACAO ENTRE HIPOCROMIA > 40% X INDICE DE DEFORMABILIDADE
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FIGURA 45

CORRELACAO ENTRE MICROCITOSE + HIPOCROMIA X INDICE DE
DEFORMABILIDADE 21 PACIENTES PRE TRATAMENTO
(300 mOsm-1,69Pa)
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CORRELAGAO ENTRE MICROCITOSE + HIPOCROMIA > 3%
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FIGURA 47

CORRELAGAO ENTRE MICROCITOSE + HIPOCROMIA X iNDICE DE
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FIGURA 49

CORRELAGCAO ENTRE MICROCITOSE + HIPOCROMIA X INDICE DE
DEFORMABILIDADE
21 PACIENTES PRE TRATAMENTO
(300 mOsm-5,34Pa)
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FIGURA 50
CORRELAGAO ENTRE MICROCITOSE + HIPOCROMIA > 3%
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FIGURA 51

CORRELAGCAO ENTRE MICROCITOSE + HIPOCROMIA X INDICE DE
DEFORMABILIDADE
21 PACIENTES PRE TRATAMENTO
(300 mOsm-16,86Pa)
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FIGURA 52
CORRELACAO ENTRE MICROCITOSE + HIPOCROMIA > 3%
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6. Discussao

A deformabilidade eritrocitaria € um elemento importante para manter
as caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas normais dos eritrocitos na
circulagdo. A sua importancia estd bem documentada em uma série de
anemias hemoliticas. Alguns autores relatam a sua importancia na sobrevida
da hemacia normal na circulagdo. Varios trabalhos demonstram alteracfes da
deformabilidade em pacientes portadores de esferocitose hereditaria,
eliptocitose hereditaria, talassemias, anemia falciforme, deficiéncia de
glicose-6-fosfato-desidrogenase e em anemias hemoliticas adquiridas
(WEED, 1970; SMITH, 1979; MOHANDAS, 1979; CHASIS, 1989;
SILVEIRA, 1997).

A deformabilidade eritrocitaria em seres humanos é resultado de varios
fatores, dependendo da geometria celular (volume, forma, relacéo
superficie/volume), das propriedades fisico-elasticas da membrana e do
conteudo citoplasmatico (quantidade e qualidade da hemoglobina)
(MOHANDAS, 1979; SCHOENBEIN, 1981; STUART, 1985; FORTIER,
1988; REINHART, 1990; KUYPERS, 1990; MOHANDAS, 1993;
JOHNSON, 1994; BOSCH, 1994; BEUTLER, 1995; LEE, 1999).

Em consequéncia disso, € de se esperar que patologias que cursam com
anormalidades morfologicas eritrocitarias, ou com alteracdes da quantidade
e/ou qualidade da hemoglobina, possam apresentar modificacbes da
deformabilidade, e que tal fato possa estar envolvido na sua fisiopatologia.

Apesar da anemia ferropriva ser um quadro bastante comum na pratica
médica e caracterizada por acentuadas anormalidades morfologicas (aniso-
poiquilocitose, microcitose, hipocromia, eliptocitos), a avaliacdo da
deformabilidade eritrocitaria tem sido pouco estudada nessa situacdo. Além
disso,como as diferentes técnicas utilizadas para a avaliacdo da
deformabilidade ndo podem ser comparadas entre si, 0s resultados dos

trabalhos disponiveis tém sido controversos.
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Nos Gltimos anos, alguns distarbios trombdticos em microcirculacéo,
observados em pacientes portadores de anemia ferropénica, foram atribuidos a
anormalidades da deformabilidade eritrocitaria, embora 0s estudos ndo sejam
conclusivos (CHAN, 2000; HARTFIELD, 1997; KACER, 2001).

Em virtude da raridade de estudos e de dados controversos na literatura,
foi nosso objetivo estudar a deformabilidade eritrocitaria em um grupo de
pacientes com anemia ferropriva, analisar alguns dos determinantes da
deformabilidade e verificar se o tratamento da anemia corrigia possiveis
alteracdes encontradas.

O nosso estudo avaliou 21 pacientes com anemia por deficiéncia de
ferro, previamente documentada, antes e ap0s o tratamento com sais de ferro.

A idade meédia dos pacientes foi de 40,1 anos (de 15 a 73 anos), sendo
trés do sexo masculino e dezoito do sexo feminino.

O nivel de hemoglobina inicial variou de 5,8 a 11,0 g/dl (média de 8,52
g/dl), e o hematocrito variou entre 22,1% a 37,0% (média de 30,91%).

ApoOs o tratamento com sais de ferro, houve melhora dos niveis de
hemoglobina e hematécrito em todos os pacientes, que apresentaram valores
de hemoglobina de 11,0 a 13,9 g/dl (média de 12,74 g/dl) e hematdcrito de
37,8 a 53,2% (média de 42,29%), evidenciando boa resposta ao tratamento.

Os valores dos indices hematimetricos também mostraram melhora
com o tratamento: VCM pre-tratamento de 63,2 a 86,9 fl (média de 75,65fl) e
VCM de 83,1 a 105,0 fl (média de 90,90) pds-tratamento; HCM pré-
tratamento de 16,7 a 26,8 pg (média de 20,82 pg) e HCM de 22,7 a 30,6 pg
(média de 27,42 pg) pos-tratamento; CHCM de 22,4 a 33,6 g/dl (média de
27,42 g/dl) pré-tratamento e CHCM de 26,8 a 33,7 g/dl (media de 30,18 g/dl)
pos tratamento.

A anédlise da morfologia eritrocitaria a microscopia Optica comum
revelou alteragfes importantes de forma e coloragdo das hemacias, freqlientes

nos casos de ferropenia (TABELA 6). Houve melhora significativa apds o
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tratamento, porém varios pacientes ainda persistiam com anormalidades
eritrocitarias a microscopia, na época da reavaliacéo.

A determinacdo da quantidade de células microciticas e de células
hipocrémicas, obtidas através do aparelho He3, ¢ um dado objetivo na analise
das anormalidades morfologicas observadas na anemia ferropriva e na
avaliacdo do resultado do tratamento instituido.

Antes do tratamento, observamos a média de microcitos de 15,67%
(variagéo de 1,6 a 43,4%) e de 50,56% celulas hipocromicas (variagdo de 21,4
a 79,0%); a presenca de hemacias ao mesmo tempo microciticas e
hipocrémica variou de 0,1 a 10,3% (média de 3,05%).

Apos o tratamento houve nitida melhora dos valores, mas com varios
casos mantendo ainda grande nimero de células microciticas e hipocrémicas:
células microciticas com média de 4,14% (variacdo de 0,2 a 18,5%) e de
células hipocrémicas com media de 8,13% (variacdo de 0,1 a 37,7%) e células
ao mesmo tempo microciticas e hipocromicas variando de zero a 5,7% (média
de 0,46%). Observamos que, apesar da correcdo da anemia, houve a
manutencdo das anormalidades morfologicas eritrocitarias em boa parte dos
pacientes apos o tratamento.

A caréncia de ferro dos pacientes foi documentada pelos seguintes
resultados antes do tratamento: dosagem de ferro de 8 a 42 pg/dl (média de
17,85 pg/dl); CTLF de 283 a 449 pg/dl (media de 388,66 pg/dl); saturacdo de
ferro de 1,0 a 9,0% (media de 4,19%) e dosagem de ferritina de 1,0 a 30,0
ng/ml (média de 5,8 ng/ml).

Depois da terapéutica, os valores encontrados foram: dosagem de ferro
de 17,0 a 198,0 pg/dl (média de 64,95ug/dl); CTLF de 333 a 374 pug/dl
(média de 312,76ug/dl); saturacao de ferro de 5,0 a 82,0% (média de 21,61%)
e dosagem de ferritina de 5,0 a 412,0 ng/ml (media de 45,0 ng/ml).
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A anélise dos resultados apresentados mostra que todos os pacientes
melhoraram ap0s o tratamento, que variou de 3 a 7 meses (média de 5 meses),
e que os valores obtidos na reavaliacdo estdo proximos da normalidade.

Os dados da literatura referentes ao estudo da deformabilidade
eritrocitaria em anemia ferropriva sdo controversos. As técnicas utilizadas
para estudar a deformabilidade eritrocitaria incluem a filtracdo, a aspiracao
em micropipeta e a ectacitometria. Elas geralmente avaliam um fator
especifico isolado envolvido nesse fendmeno e ndo podem ser equiparadas
entre si, 0 que dificulta a comparacgéo entre os estudos.

Nesta pesquisa, utilizamos a ectacitometria e realizamos as medidas de
“INDICE DE DEFORMABILIDADE” (ID) OU “INDICE DE ELONGAGAO” (IE) no
aparelno LORCA®. As medidas foram obtidas cerca de 4 horas ap6s a coleta
das amostras de sangue.

As anélises foram feitas em solucdo fisiologica de 300 mOsm, em
“shear stress” progressivos de 0,3- 0,53- 0,95- 1,69- 3,0- 5,34- 9,48- 16,86 ¢
30,03 Pascais. Os valores obtidos do grupo controle estdo na TABELA 7 e
dos pacientes estudados, nas TABELAS 8 e 9.

A deformabilidade eritrocitaria, determinada pelo “INDICE DE
DEFORMABILIDADE” (ID) a ectacitometria, mostrou estar diminuida na
anemia ferropriva.

O gréafico comparativo entre os valores médios de ID em pacientes
antes do tratamento e o grupo controle (FIGURA 18), evidenciam diferenca
estatisticamente significante (p< 0,007) em “shear stress” de 0,95 a 30,05 Pa.
A auséncia de significancia nos dois primeiros pontos pode estar relacionada
a fatores inerentes ao aparelho. Sabe-se que os valores obtidos no inicio do
processo podem se referir a homogeneizacdo da amostra e acomodacéo dentro
do recipiente de vidro do ectacitdbmetro, o que pode explicar o resultado

diferente nos dois pontos iniciais da curva de deformabilidade gerada.
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Os resultados encontrados estdo de acordo com alguns trabalhos
apresentados na revisdo bibliografica, e que demonstram diminui¢do da
deformabilidade eritrocitaria na anemia por deficiéncia de ferro
(LEVANDER, 1978; TILLMANN, 1980; YIP, 1983; ANDERSON, 2000).

Apos o tratamento com sais de ferro, notamos que houve uma melhora
na deformabilidade eritrocitaria nos diversos “shear stress”. Comparando-se
as curvas das medias dos valores da deformabilidade normal e pos-tratamento
(FIGURA 19), observamos melhora dos indices, porem, ainda sem atingir
completamente a normalidade (p< 0,005). Essa constatacdo pode estar
relacionada a manutencdo das anormalidades morfoldgicas eritrocitarias,
mesmo apods a correcao dos niveis de hemoglobina.

Quando se analisa o grafico com as curvas das medias de ID pré e
pos-tratamento (FIGURA 20), encontra-se a manutencdo da diferenca, com
valores estatisticos significativos (p< 0,03) apenas em baixos “shear stress”
(1,69-3,0 e 5,34 Pa). Podemos supor que, em valores reduzidos de “shear
stress”, alguns dos fatores que diminuem a deformabilidade eritrocitaria na
anemia ferropriva figuem mais evidentes. Lembramos ainda que alguns
pacientes ainda permaneciam com as alteracdes morfologicas decorrentes da
ferropenia por ocasido da reavaliacéo final.

YIP et al (1983) relataram diminuicdo da deformabilidade eritrocitaria
em baixos “shear stress”. Quando o valor de ‘“shear stress” aplicado era
aumentado progressivamente, a deformabilidade dos eritrocitos deficientes
em ferro e dos “ghost” aproximava-se dos valores obtidos nas amostras
normais. Isso indica, segundo esses autores, que a deformabilidade diminuida
em baixos valores de ‘“shear stress”, é decorrente do decréscimo da
viscoelasticidade da membrana, uma vez que os fatores viscosidade
intracelular e relacdo superficie/volume foram retirados.

Apos a constatacdo de que a deformabilidade eritrocitaria é diminuida

na anemia ferropriva, tentamos analisar a importéncia de alguns dos fatores.
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Verifica-se nas FIGURAS de 21 a 28 que ndo encontramos correlacao entre o
indice de deformabilidade e o grau da anemia, medido pela dosagem de
hemoglobina.

A correlacéo do ID com os parametros especiais obtidos pelo aparelho
He3 e indicativos dos determinantes da deformabilidade (volume celular e
contetdo de hemoglobina intracelular) foi importante para analisar alguns
desses fatores. Quando se avalia a porcentagem de microcitos em funcdo dos
diferentes “shear stress” em todos os pacientes, ndo se observa correlacdo
importante, em vista da grande dispersdo dos valores obtidos (FIGURAS 29,
31, 33, 35 e 37). Porém, quando se analisam apenas 0s casos com grande
porcentagem de micrdcitos (maior que 20%), notamos que existe uma
tendéncia a obtencdo de menores valores de ID. Ou seja, quanto maior a
quantidade de microcitos, maior € a diminuicdo da deformabilidade
(FIGURAS 30, 32, 34, 36 e 38).

Esses resultados estdo de acordo com os obtidos por TILLMANN e
SCHROTER (1980), que estudaram a deformabilidade eritrocitaria através da
técnica de filtragdo. Os autores concluiram que o decréscimo de fluxo de
eritrocitos através de filtros, de pacientes com anemia ferropriva, depende
exclusivamente do seu volume reduzido.

REINHART (1992), estudando 14 pacientes com anemia ferropriva,
pelas técnicas de filtracdo, aspiracdo e ectacitometria, ndo encontrou
diferenca entre o grupo controle e o grupo deficiente em ferro. O autor sugere
até que a microcitose seria vantajosa “in vivo”, facilitando a passagem do
eritrocito através da microcirculacéo.

Sabemos que a microcitose € muito importante na diminuicdo da
deformabilidade em varias doencas, muitas vezes com valor progndstico.
Maiores quantidades de micrécitos estdo relacionadas a gravidade clinica na
esferocitose hereditaria e na eliptocitose hereditaria. Verifica-se que, quanto

pior o quadro clinico do paciente, mais anormalidades da membrana é
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encontrado e mais prejudicada é a deformabilidade eritrocitaria (LUX, 1996;
SILVEIRA, 1997).

Outro determinante da deformabilidade eritrocitaria analisado foi a
viscosidade do meio interno eritroide, por meio da quantificacdo das células
hipocrémicas. Poderiamos supor que, células hipocrdmicas, com menor
viscosidade citoplasmatica, deformassem mais. Entretanto, quando se analisa
a quantidade de celulas hipocromicas, ndo se evidencia correlacdo com a
deformabilidade, mesmo se esse indice esta muito elevado, acima de 40%
(FIGURAS de 39 a 44). Essa constatagdo pode sugerir que, nos pacientes
estudados, esse fator, isoladamente, foi pouco importante nos resultados.

Neste trabalho, tivemos a oportunidade de utilizar o aparelho He3, que
fornece a porcentagem de hemacias de acordo com o seu tamanho (VCM) e
coloracdo (HCM e CHCM). Assim, foi possivel obter a quantidade de células
ao mesmo tempo microciticas e hipocrémicas.

Quando se analisa a concomitancia de microcitose e hipocromia em
todos os pacientes estudados, ndo se encontra correlacdo significativa com a
deformabilidade eritrocitaria (FIGURAS 45, 47, 49 e 51). Entretanto, se esse
indice esta acima de 3%, verifica-se uma discreta tendéncia a diminuic¢do do
ID nos “shear stress” estudados (FIGURAS 46, 48, 50 e 52). Nessa situacao,
podemos especular que, os dois fatores associados, microcitose e hipocromia,
podem interagir, um diminuindo e o0 outro aumentando a capacidade de
deformacédo da hemacia. Dependendo da sua intensidade, esses fatores podem
anular ou somar os seus efeitos sobre a deformabilidade eritrocitéria.

TILLMANN (1980) ja havia observado que o efeito da reducdo do
volume celular na deformabilidade do micrécito poderia ser contrabalangado,
em parte, pelo aumento da fluidez da hemoglobina. Isso poderia explicar,
segundo o autor, a discreta diminuicdo da flexibilidade do eritrocito na

anemia ferropriva e também a pequena redugdo da sua sobrevida “in vivo”.
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Podemos observar que os diversos autores interessados na reologia
eritrocitaria sdo unanimes em afirmar que ha necessidade de maiores estudos
dessa propriedade do eritrocito, uma vez que os fatores determinantes da
deformabilidade da hemécia interagem profundamente.

As técnicas até hoje disponiveis ndo possibilitam a avaliacdo dos
elementos responsaveis pela deformacédo das hemécias separadamente. Alem
disso, parece que a geometria celular, as propriedades viscoelasticas da
membrana e a viscosidade intracelular podem interrelacionar-se de maneira
sinérgica ou antagbnica nas doencas eritrocitarias.

Dessa maneira, a diminuicdo da deformabilidade eritrocitaria estaria
relacionada com a maior rigidez da membrana e com a geometria celular
alterada do micrécito. A viscosidade intracelular pode, em determinadas
condigbes, compensar esses dois fatores, tornando a célula mais fluida e
aumentando a sua deformabilidade.

O resultado aparentemente normal do ID, em algumas situagoes,
poderia expressar 0 somatério das alteragcbes antagOnicas desses
componentes.

A medida da deformabilidade tem sido usada somente como ferramenta
de pesquisa para explicar a reducdo da sobrevida dos glébulos vermelhos.
Entretanto, novas evidéncias comprovam a importancia da deformabilidade
na funcdo do eritrocito normal e alterado, o que deve ser considerado dado
importante na avaliacdo das doencas do eritrocito.

Dos diversos metodos disponiveis na atualidade, para estudo da
deformabilidade eritrocitaria, a ectacitometria se destaca pela sua rapidez e
versatilidade. A escassez de aparelhos tem limitado os estudos das alteragdes
reologicas do sangue, por técnicos convenientemente treinados para opera-los,
apenas para pesquisa cientifica.

Entretanto, a ocorréncia bastante comum das anemias na pratica médica

e a possibilidade de tratamento eficaz devem ser um estimulo para estudos de
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fendmenos fisiopatoldgicos. No caso especifico da anemia ferropriva, ha
necessidade de compreender alguns fenbmenos importantes que ocorrem na
deficiéncia de ferro.

Recentemente foram relatados casos de acidente vascular cerebral,
trombose cérebro-vascular, trombose de artéria carotida e oclusdo da veia
central da retina em pacientes portadores de anemia ferropriva. Os autores
algumas vezes interrogam se alteracdes da deformabilidade eritrocitaria
poderiam favorecer o aparecimento desses fendmenos (ROUDAT, 1981;
STHELE, 1991; AKINS, 1996; HARTFIELD, 1997; MEENA, 2000; CHAN,
2000; KACER, 2001).

O estudo da deformabilidade eritrocitaria é plenamente possivel, em
Laboratorio de Referéncia em Hematologia, com a técnica da ectacitometria.

Os resultados obtidos confirmaram em grande parte 0 que se observa na
literatura. No entanto, hd necessidade de estudos especificos de casos

selecionados, em longo prazo.
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7. Conclusoes

7.1. Na anemia ferropriva, a deformabilidade eritrocitaria analisada pela
ectacitometria esta diminuida

7.2. O tratamento convencional adequado da deficiéncia de ferro
melhora a deformabilidade eritrocitaria, embora possa nédo corrigi-la
completamente, devido a manutencdo de algumas alteracdes morfologicas das
hemacias.

7.3. Nao houve correlacdo entre a deformabilidade eritrocitaria e o grau
da anemia, quando avaliada pela dosagem da hemoglobina.

7.4. Dos determinantes da deformabilidade eritrocitaria, a geometria
celular, representada pela porcentagem de microcitos, parece ser o
componente mais importante na caréncia de ferro.

7.5. A hipocromia, sugestiva da viscosidade citoplasmatica, ndo mostra

correlacdo com as alteracdes de deformabilidade eritrocitaria.
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