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RESUMO

A agregagdo eritrocitaria excessiva estd intimamente ligada a ocorréncia de alguns processos
patologicos e diretamente relacionada ao fenomeno de sedimentacdo eritrocitaria. Neste trabalho
investigamos as caracteristicas cinéticas do processo de agregacdo e sedimentagdo eritrocitaria. Para este
estudo foram realizados ensaios de VHS (Velocidade de Hemossedimentagdo) com sangue suino
(hematdcrito H de 20%, 25%, 30% e 35%) e absorbancia em func¢do do tempo, utilizando espectrofotometria
UV-Vis, em amostras de sangue suino (hematdcrito de 1%, 5%, 10%, 15%, 20% e 30%) ¢ sangue humano
(hematocrito de 5%, 10%, 15% e 20%). Os ensaios de VHS indicaram que a sedimentag¢@o diminui com o
aumento do hematocrito (H); entretanto, nos ensaios de espectrofotometria o fendmeno nédo ¢ observado. O
VHS ¢ uma técnica essencialmente macroscopica enquanto a espectrofotometria fornece informagdes que
facilitam uma analise da microestrutura do sangue e a compreensao das etapas dos processos de agregacdo e
sedimentagdo. E possivel distinguir, com o UV-Vis, quatro regides no processo: a- Regido I onde ocorre a
agregagdo eritrocitaria; b- Regido II onde ocorre crescimento dos agregados e termina o inicio da
sedimentagdo; c- Regido III onde ocorre a sedimentagdo da amostra; e d- Regido IV, um platd que indica a
parte final do processo de sedimentacao.

Palavras chaves: VHS, agregacéo eritrocitaria, velocidade de hemossedimentag@o.

Erythrocyte Sedimentation and Erythrocyte Aggregation Using ESR
(Erythrocyte Sedimentation Rate) and UV-Vis Spectrophotometry

ABSTRACT

Erythrocyte aggregation is at the root of many pathological processes and directly related to the phenomenon
of erythrocyte sedimentation. Here we have investigated the kinetic characteristics of the erythrocyte
aggregation and erythrocyte sedimentation of swine blood samples using the ESR (Erythrocyte
Sedimentation Rate) technique and the UV-Vis spectrophotometer (absorbance) at a fixed wavelength (655
nm) versus time(seconds) of swine and human blood samples. For the ESR experiments of swine blood we
have used samples with different hematocrits H= 20%, 25%, 30% e 35%. For the UV-Vis experiments of
swine blood samples we have used the hematocrits H= 1%. 5%, 10%, 15% and 20% at a fixed 655 nm
wavelength and for the human blood the hematocrits chosen were H=5%, 10%, 15% and 20%. Blood
sedimentation rate data has been measured at 300s intervals during a period of 10,000s. While the UV-Vis
assays had been carried through during 1.200s with data acquisition every 1s. ESR results show that the
sedimentation rate of swine blood decreases as the hematocrit increases while the reverse phenomenon
occurs in the UV-Vis experiments. From the ESR it is possible to distinguish three regions: I-the red blood
cell aggregation process which is a plateau; I1- the sedimentation process and III- a plateau indicating the end
of sedimentation. With the UV-Vis it is possible to observe the sedimentation in much more detail with at
least four regions: I-the aggregation slope; II-The aggregation and growth of roleaux followed by an
“avalanche” of erythrocyte sedimentation; I1I-the sedimentation; IV- end of sedimentation.

Keywords: ESR, erythrocyte aggregation, erythrocyte sedimentation speed.
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1 INTRODUCAO

Desde a Antiguidade Classica é sabido que uma amostra de sangue colocada em um tubo vertical,
em repouso, leva a sedimentagdo os eritrocitos. As primeiras observacdes a respeito da velocidade de
sedimentacdo ocorreram na Grécia Antiga; os gregos utilizavam estas observacdes para constatar a presenca
de enfermidades [1].

O conceito de velocidade de hemossedimentacdo (VHS) foi introduzido em 1918 pelo médico e
cientista sueco Robin Fahracus (1888-1968). Fahracus observou, em 1921, que suspensdes sanguineas mais
diluidas possuiam uma taxa de sedimentag@o maior [2].

Alf Westergreen publicou um artigo, em 1924, intitulado “A Reagdo de Sedimentagdo”, neste artigo
Westergreen descreve uma técnica para determinacdo da VHS [3]. Esta técnica ainda ¢ largamente utilizada
com pequenas modificagdes em relagdo ao método original [4]. O ensaio de VHS ¢ utilizado para
determinag@o de processos infecciosos e inflamatdrios tais como tuberculose, doengas reumaticas, linfomas e
alguns tipos de cancer [5, 6, 7]. Os mecanismos fisico-quimicos do processo de sedimentagdo originam-se da
agregacdo dos eritrocitos (formagdo de rouleaux), das caracteristicas das células sanguineas e dos elementos
do plasma [8, 9].

Alguns autores identificam o balango de cargas elétricas existente entre os eritrocitos ¢ o plasma
como causa da agregagdo eritrocitaria [10]. Também a concentragdo de fibrinogénio ¢ considerada como uma
das proteinas de maior influéncia no processo de agregacdo [11]. As principais macromoléculas que
contribuem para o aumento da VHS em ordem decrescente seriam o fibrinogénio, a—globulina ¢ a
y—globulina. Por outro lado, as principais macromoléculas que contribuem para a reduc@o na velocidade de
hemossedimentagdo sdo as albuminas e as lectinas [12].

O ensaio de VHS possui uma série de limitagdes tais como falta de especificidade, dependéncia em
relacdo ao tempo de coleta de amostra, modificagdes nos valores da VHS durante o ensaio e precisdo [13].

O valor da VHS modifica-se em relacdo a idade sendo maior nas pessoas mais velhas [14, 15].
Atribui-se um valor de 0,85mm/h a cada cinco anos de idade acrescidos para espécie humana. O sexo
também ¢é responsavel por caracteristicas diferenciadas na velocidade de sedimentacdo tendendo a ser maior
nos homens [16].

Devido aos fatores mencionados nos paragrafos anteriores € necessaria uma maior compreensdo do
fendmeno de sedimentagdo eritrocitaria. Nesse estudo, as técnicas de espectrofotometria UV-VIS e VHS
(método Westergreen) e o fendmeno da agregacdo eritrocitaria foram utilizadas em conjunto para a
investigacdo do fendmeno de hemossedimentagao.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Coletae Armazenagem do Sangue

As amostras de sangue de animais obtidas para essa pesquisa foram provenientes de animais
destinados ao abate e consumo humano. As amostras de sangue suino foram coletadas em matadouros
existentes na regido metropolitana de Belo Horizonte, e coletadas por agentes do Servico Sanitario do
Ministério da Agricultura, em tubos Falcon de 50mL contendo EDTA (etilenodiaminatetracetato) na
propor¢ao de uma 10ul para cada Sml de sangue. O EDTA mantém a morfologia do eritrdcito, nido interfere
nos mecanismos que levam a sedimentagdo e aumenta a estabilidade da amostra [17]. Posteriormente, o
sangue foi armazenado e transportado a uma temperatura de aproximadamente 10°C. Em laboratério, as
amostras foram conservadas em refrigerador também a ~10°C [18]. Os ensaios foram realizados em, no
maximo, uma hora apos a coleta.

As amostras de sangue humano foram coletadas, no momento da realizacdo dos ensaios, por um
técnico em patologia clinica do Laboratério de Entomologia da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) segundo protocolo aprovados pelo Comité de Etica daquela universidade [19]. Foram coletados
10mL de sangue por ensaio com a adi¢do de EDTA (10ul para cada SmL).

2.2 Determinacdo do Hematdcrito

O hematocrito (H), que é aproximadamente igual a relagdo volume - de - hemécias (%)’
0
volume - total - do - sangue

das amostras foi determinado utilizando-se uma micro-centrifuga (Centimicro, modelo 211, marca Fanem) e
cartdo de leitura de hematocrito. As amostras de sangue foram centrifugadas em tubos capilares (quatro tubos
por centrifugac@o) durante 10 minutos. Apos centrifugacdo, os tubos eram lidos com auxilio de um cartio de
leitura de hematocrito. O valor final do hematdcrito foi a média aritmética dos valores dos quatro tubos.
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2.3 Ensaio de VHS

Para realizacdo do ensaio de VHS os hematocritos foram ajustados para 20%, 25%, 30% e 35%
através da adic@o de plasma autdlogo. As amostras com hematocritos ajustados eram colocadas em pipetas do
tipo Westergreen e posicionados em suportes adequados, todas em posigdo vertical. Em seguida mediu-se a
queda da coluna de eritrocitos, os ensaios foram realizados em triplicata. A queda da coluna de eritrécitos foi
medida em intervalos de tempo de 5 minutos até o momento da estabilizacdo das leituras.

O resultado final foi obtido a partir da média aritmética dos resultados para cada hematdcrito em
uma curva de sedimentagdo em fung@o do tempo. As médias e os desvios foram calculados com auxilio de
software comercial para tratamento de dados (EXCEL).

24  Ensaio de Espectrofotometria

Para o ensaio espectrofotométrico, as amostras de sangue foram ajustadas para os hematocrito de
1%, 5%, 10%, 15%, 20% e 30% e as amostras de sangue humano para os hematocrito de 5%, 10%, 15% e
20%. Os ensaios espectrofotométricos foram realizados no modo cinético (absorbancia (A) em fungdo do
tempo) em espectrofotometro de feixe duplo (espectrofotometro HITACHI, modelo U3000). A cubeta de
referéncia foi mantida vazia.

As amostras foram lidas imediatamente apos ajuste do hematdcrito. Para cada leitura utilizou-se 2ml
de amostra, comprimento de onda de 655nm, cubeta de vidro de quartzo, com caminho 6ptico de 10mm e
tempo total de leitura de 1200s . Os dados foram adquiridos a cada 1s. As médias ¢ os desvios - padrdo foram
calculados com auxilio de software para tratamento de dados (EXCEL).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacdo da agregacdo e sedimentacdo do sangue por VHS
(Velocidade de Hemossedimentacao).

A Figura 1 apresenta o resultado do ensaio de VHS (velocidade de hemossedimentagdo). Este
resultado apresenta uma relag@o entre o valor do hematocrito e o processo de sedimentacdo. Observa-se que o
processo de sedimentagio necessita de um tempo maior para ocorréncia nos hematdcritos maiores e
apresenta-se mais acelerado (taxa de sedimentagdo maior) nos hematocritos menores.

160
150 -

140 | r =

130 | T it , ¥ = 1 Tt i1

120 = £* 7 T £ = = =

) o = ]: I
110+ I f: e e o5 oE
E/ 100 | I T = | F 1 —
| T = hematécrito 20%

g ® I :
o ] « hematécrito 25%
& 80 A T L.
c it = hematécrito 30%
Q70 - T = L
E l - » hematdcrito 35%
T 60
[0}
n

o 1]
et
01 gt =

I
}_;;II‘

0 750 1500 2250 3000 3750 4500 5250 6000 6750 7500 8250 9000 9750
Tempo(s)

Figura 1: Ensaio de VHS (Velocidade de Hemossedimentagio) realizado com amostras de sangue suino
(hematocrito (H) de 20%, 25%, 30% e 35%). Observa-se que o processo de sedimentacdo ¢ mais veloz (taxa
de sedimenta¢do maior) nos hematdcritos menores do que nos maiores.
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As curvas de sedimentacdo no ensaio de VHS apresentam trés regides distintas (Fig.2). Um patamar
inferior (Regido I), que sinaliza o inicio do processo de agregacdo e caracteriza-se por uma regido estavel
paralela a abscissa (linha do tempo). A segunda regido (Regido II) determina a taxa de sedimentagdo (mm/s);
nessa regido os agregados se encontram formados e o numero de colisdes entre as particulas reduz-se,
predominando o processo de sedimentacdo. A terceira regido (Regido III) é caracterizada por um patamar que
indica o fim do processo de sedimentag@o.

Regidolll

Sedimentagdo (mm)

Regidoll

Regido I

Tempo (8) "

Figura 2: Esbogo da curva caracteristica (ou padréo) para o processo de sedimentagdo do sangue no ensaio
de VHS (Velocidade de Hemossedimentagdo). As regides representadas na figura sdo: i-Regido I=inicio do
processo de agregacgdo; ii-Regido II= sedimentag¢ao; iii-Regido I1I=fim do processo de sedimentacao.

A taxa de sedimentacdo foi determinada a partir da inclinagdo das curvas e desconsiderando-se as
regides onde as curvas assumem valores constantes (Fig.3). Os valores da taxa de sedimentacdo em funcdo
do hematdcrito obedecem a seguinte seqiiéncia: 20%(0,042mm/s) > 25%(0,037mm/s) >30%(0,030mm/s)
>35%(0,027mm/s).
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Figura 3: Regressao linear da se¢do reta (Regido II) das curvas de Velocidade de Hemossedimentagdo
realizado com amostras de sangue suino (hematocritos 20%, 25%, 30% ¢ 35%). A taxa de sedimentacdo, em
funcdo do hematdcrito, obedece a seguinte seqiiéncia: 20%(0,042mm/s) > 25%(0,037mm/s)
>30%(0,030mm/s) >35%(0,027mm/s).
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Alguns fatores podem explicar este resultado tais como densidade das particulas e densidade do
plasma sanguineo, nimero de particulas presentes em suspensdo e niimero de colisdes entre as particulas.
Algumas hipoéteses sdo sugeridas para se compreender o comportamento das curvas no ensaio de VHS.

A primeira parte do pressuposto de que quanto menor o hematocrito, menor ¢ numero de colisdes
entre as hemacias, com significativo aumento do livre caminho médio entre elas. Conseqiientemente o
processo de sedimentagdo ¢ facilitado pela auséncia de obstaculos entre as particulas (neste caso eritrocitos).
Por outro lado, nos hematocritos maiores, apesar do grande nimero de particulas facilitarem o processo de
agregacdo, o processo de sedimentacdo ¢ dificultado pelas colisdes entre as particulas que tendem a retardar a
sedimentagdo.

A segunda hipodtese considera que todas as suspensdes no ensaio de VHS estdo inicialmente em
repouso, nessa situacdo a formacdo de agregados prevalece, ocorrendo com maior freqiiéncia nas suspensdes
sanguineas onde hematdcritos maiores. Como um maior namero de roleaux (agregados de hemadcias)
demanda mais energia para se locomoverem através de um fluido, nas suspensdes onde os hematdcritos
possuem valores mais elevados, este fator juntamente com as colisdes do sistema dificulta o processo de
sedimentacdo. Essa andlise considera que a probabilidade de ocorrer & formagdo de agregados de dimensdes
maiores (maior nimero de hemacias por agregado) ocorre quando o hematdcrito possui valor mais elevado.

Uma outra hipotese supde que a geometria do tubo utilizado para ensaio (pipeta de 20 cm de
extensdo e didmetro de aproximadamente 2,5mm) interfere no processo de sedimenta¢do. Assim, o didmetro
do tubo interfere na sedimentagdo devido as colisdes dos eritrocitos entre si e com as paredes do tubo (efeito
de parede); portanto nos hematdcritos maiores, a sedimentagdo ¢ mais lenta.

3.2 Agregacédo e Sedimentacdo do Sangue Utilizando Espectrofotometria UV-Vis

A Figura 4 apresenta resultados tipicos para o ensaio de espectrofotometria UV-Vis (absorbancia
(A) em fung¢do do tempo (em segundos)) em amostras de sangue suino.
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Figura 4: Absorbancia no comprimento de onda A=655nm (Agss), modo cinético (t em segundos), utilizando
amostras de sangue suino (hematocrito de 1%, 5%, 10%, 15%, 20% e 30%). A descrigdo qualitativa das
etapas do processo de agregacgdo e sedimentacdo pode ser obtida pelo formato das curvas de absorbancia

Apesar dos valores de absorbancia ser demasiadamente alto (transmitancia extremamente baixa), a
descri¢do qualitativa das etapas do processo pode ser obtida pelo formato das curvas de absorbancia, que
permite uma analise das diferentes regides que compoem o processo de agregagdo e sedimentagdo. Supos-se,
através do estudo da Figura 4, que o processo de agregacdo eritrocitaria ocorre em duas etapas, uma
acelerada, expressa pela presenca da queda inicial acentuada da absorbancia (Regido I, Figura 5) e uma
menos acentuada descrita pela regido seguinte (Regido II, Figura 5). Assim, a Regido I apresenta somente o
processo de agregacdo eritrocitaria. Na Regido II o fendmeno de sedimentagdo esta presente, entretanto o
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fendmeno de agregacdo ¢ dominante com a formagdo da maior parte dos agregados restantes e a posterior
ocorréncia do “efeito avalanche”, caracterizado por uma queda acentuada da absorbancia (Regido III). A
pequena queda na absorbancia da Regido II podera ser relacionada com o crescimento volumétrico dos
roleaux.

/' Regido I

Regido IT

A

T = o om T

R ]

Regido III

A

v

Tempo (s)

Figura 5: Esbogo da curva caracteristica (ou padréo) do processo de agregagéo e sedimentagdo eritrocitaria,

produzido a partir da curvas experimentais obtidas nos ensaios espectrofotométricos com amostras de sangue

suino. As regides representadas na figura sdo: i-Regido I = agregacdo eritrocitaria; ii-Regido II= crescimento
dos agregados; iii-Regido I1I= sedimentagao; iv-Regido IV= final do processo de sedimentagdo.

A Regido III ¢ descrita pela predominancia do fendmeno de sedimentacdo com um pequeno grau de
agregacdo devido aos agregados que, ao sedimentarem, colidem entre si. A Regido IV ¢é caracterizada por
uma sedimentacdo lenta causada pelas particulas de menores dimensdes (pequenos agregados). A inclinagdo
da Regido III é, até certo valor, funcdo do hematdcrito. Este efeito € facil de ser observado na curva de
hematécrito igual a 1%: o numero de eritrocitos ¢ pequeno ¢ a probabilidade de se formar um grande
agregado também ¢ muito pequena gerando uma queda lenta na absorbancia. Os patamares correspondentes
as Regides I1, III e IV estdo presentes no hematocrito 1%, no entanto apresentam-se muito menos acentuados.

A extensdo do platd presente na Regido II também esta ligada ao valor do hematocrito através de
uma relag@o inversa, ou seja, quanto maior for o valor do hematdcrito menor sera a extensdo do plat6. O
efeito “avalanche” ocorre de forma mais acelerada nos hematocritos maiores, devido ao maior numero de
colisdes existente entre os eritrocitos e maior tamanho dos agregados.

Parece também existir uma relagdo entre o hematdcrito e a taxa de agregacdo inicial, determinada
pela inclinacdo das curvas referentes a Regido I. Os dados nesta regido sdo, entretanto, os mais dificeis de
serem coletados porque o fendmeno de agregagdo inicia-se ainda quando o sangue encontra-se em
movimento (a agregacdo eritrocitaria ainda ocorre em taxas de cisalhamento da ordem de 50 s'). Nos
hematdcritos maiores, a taxa de agregacdo inicial é maior porque as heméacias colidem mais. A medida que
ocorre a redugdo no hematocrito, ocorre uma redugdo na inclinagdo da reta tangente a Regido I (inclinagdo
em relagdo ao eixo da absorbancia, eixo y).

Utilizando-se o software Excel, foram calculados os coeficientes a das linhas de tendéncia (retas
com equagdo ax + b, onde a ¢ a inclinagdo da reta) das Regides I, 11, Il e IV da Figura 4, obtendo-se a Figura
6. Quanto maior a inclina¢do da curva de absorbancia, maiores sdo as taxas de agregacdo ¢ sedimentagdo. As
linhas pontilhadas que ligam os pontos na Figura 6 sdo utilizadas apenas para evidenciar o comportamento
dos dados e ndo possuem significado fisico.
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Figura 6: Valores dos modulos das inclinagdes das retas (obtidas por regressio linear) das Regides II, I1I e
IV em funcdo de hematocrito (H). Dados do ensaio de espectrofotometria UV-Vis, modo cinético
(A=655nm), utilizando amostras de sangue suino (hematdcritos 1%, 5%, 10%, 15%, 20% e 30%).

Para a Regido Il e 111, a inclinagdo aumenta (em mddulo) até um hematdcrito de 20% sofrendo em
seguida um decréscimo em seu valor.

Ensaios com sangue humano foram realizados para se verificar se o comportamento apresentado
pelas amostras de sangue suino, ocorre em outros tipos de sangue. A Figura 7 apresenta os resultados obtidos
nestes ensaios com sangue humano.

O comportamento em relagdo ao valor do hematocrito ¢ semelhante para os dois tipos de sangue
(humano e suino); hematdcritos menores assumem um comportamento quase linear; quando o hematdcrito
aumenta, a formagdo das quatro regides se torna mais acentuada. As semelhangas entre os resultados sdo
atribuidas a semelhanca entre os dois tipos de amostras de sangue, pois tanto o sangue humano como o
sangue de porco agrega-se naturalmente.
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Figura 7: Absorbancia no comprimento de onda A=655nm (Agss), modo cinético (t em segundos), utilizando
amostras de sangue humano (hematdcrito de 5%, 10%, 15% e 20%). O comportamento apresentado pelas
amostras de sangue suino (Veja Figura 4) e humano apresenta-se semelhante.

212



MARTINS, G.S., CARDOSO, A.V., ARAUJO, G.M., Revista Matéria, v. 12, n. 1, pp- 206 — 214, 2007

A Figura 8 apresenta os coeficientes a das linhas de tendéncia (retas) obtidas com o software Excel
para o sangue humano. Quanto maior a inclinagdo da curva de absorbancia, maiores sdo as taxas de
agregacdo e sedimentacdo. As linhas pontilhadas que ligam os pontos na Figura 8 so utilizadas apenas para
evidenciar o comportamento dos dados e ndo possuem significado fisico.
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Figura 8: Valores dos médulos das inclina¢des das retas (obtidas por regressdo linear) das Regides I, 11, 111 e
IV em funcédo de hematocrito (H). Dados do ensaio de espectrofotometria UV-Vis no modo cinético
(A=655nm) utilizando amostras de sangue humano (hematocritos 5%, 10%, 15% e 20%).

Cotejando as Figuras 6 (sangue suino) e Figura § (sangue humano) pode-se observa que a Regiao II
do sangue humano ndo apresenta crescimento em fun¢ao do hematdcrito como ocorre com o sangue suino. A
Regido III (sedimenta¢do) acompanha o mesmo padrdo para os dois tipos de sangue com um maximo em
torno de H=20%. Em relacdo a Regido IV o comportamento das amostras indica que os valores de
absorbancia caminham lentamente para um valor fixo (absorbancia do plasma).

4 CONCLUSOES

A partir das curvas obtidas nos ensaios de VHS e espectrofotometria UV-Vis é possivel descrever as
modificacbes da microestrutura do sangue que controlam o fendmeno microscopico da agregacao
eritrocitaria e, em seqiiéncia, o fendmeno macrocoscopico da sedimentagao.

As curvas obtidas nos ensaios de VHS possuem o inconveniente de tornar dificil a leitura e
determinag@o de pontos experimentais para hematocritos inferiores a 20%.

As curvas obtidas nos ensaios com o espectrofotdmetro UV-Vis conseguem captar as diferentes
etapas do processo de agregacdo e sedimentagdo; entretanto, em hematocritos maiores as leituras se tornam
indeterminadas ou apresentam valores muito altos de absorbancia devido ao tamanho do caminho éptico
(cubetas de 10 mm de largura). Absorbancias muito altas (transmitincias muito pequenas) indicam a
ocorréncia concomitante de outros fenomenos Opticos (reflexdo) na amostra. A reducdo do caminho 6ptico
em equipamentos de UV-Vis possibilitara a utilizagdo de hematdcrito iguais aos existentes in vivo.
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