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RESUMO

A angiografia retiniana com fluoresceina ¢ um método auxiliar de diagnéstico de rotina em
Oftalmologia que nos permite estudar quer a interface sangue/humor aquoso quer a interface san-
gue/retina/coroideia. A presenga em circulagdo de uma substancia estranha ao organismo podera
influenciar a homeostasia do fluxo sanguineo. Com o objectivo de estudar a influéncia da fluores-
ceina na reologia sanguinea colheu-se sangue antes, imediatamente ap6s e ao fim de 30 min. da
injeccio de fluoresceina em doentes com Diabetes Mellitus (n=10) com ou sem antecedentes de
retinopatia diabética; estudou-se a fluidez sanguinea (hematdcrito, agregacao eritrocitaria e viscosi-
dade sanguinea total) e a analise das caracteristicas funcionais da membrana eritrocitaria. Apds a
injecgdo da fluoresceina observou-se hiperagregagdo eritrocitaria (37,7%, p=0,004), diminuigao da
concentragio de hemoglobina (p=0,039) e do hematocrito (p=0,013) e houve duplicagio da con-
centragiio de metahemoglobina (p<0,001). A viscosidade sanguinea total manteve-se inalterada. A
camada hidrofébica da membrana eritrocitaria tornou-se mais rigida (p=0,016). Estas alteragGes
normalizaram ao fim de 30 minutos. Em concluséo, a angiografia retiniana com fluoresceina inter-
fere com as caracteristicas hemorreolégicas dos doentes com Diabetes Mellitus, conduzindo a uma
hiperagregagdo eritrocitaria que podera interferir com a microcirculagdo destes doentes.

SUMMARY

Sodium Fluorescein Angiography Influence
on Diabetes Mellitus Hemorheological Profile

Chorioretinal angiography with fluorescein is an auxiliary method widely used in Ophthalmo-
logy which enables us to study the blood/humour and blood/retina/choroideia interface. The pre-
sence of a strange compound in circulation may interfere with blood flow homeostasis. With the

+ Apresentado em parte ai_m of studying ﬂuorescpin influence in blood rheology, bloqd samples were d_rawn be.fore,_imme-
sob forma de comuni. diately after and 30 minutes after fluorescein bolus injection; from 10 patients with diabetes
cagdo livre no VI mellitus, with or without retinopathy, blood fluidity (hematocrit, erythrocyte aggregation and
E‘]‘l';"l’s;",' gz'fgﬁc‘;" whole blood viscosity) and erythrocyte membrane functional properties were determined. After

logy, Junho 1995. fluorescein injection there was erythrocyte hyperaggregation (37.7%, p=0.004), was detected,
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hemoglobin concentration (p=0.039) and hematocrit (p=0.013) decrease, and a double time increa-
se of methemoglobin concentration (p<0.001} the erythrocyte membrane hydrophobic region beca-
me more rigid (p=0.016). All these abnormalities normalized after 30 minutes. In conclusion, fluo-
rescein angiography interferes acutely with the hemorheological parameters of patients with
diabetes mellitus, with erythrocyte hyperaggregation which could interfere with the microcirculati-

on of these patients.

INTRODUCAO

Em 1960, Novotny e Alvis descreveram um método de
visualiza¢do dos vasos retinianos, mediante a injec¢do
endovenosa de fluoresceina bissddica. A circulagio de
fluoresceina pelos vasos retinianos pdde ser observada e
fotografada com luz azul e através de um filtro de inter-
feréncial. A fluoresceina bissodica ¢ uma substincia
relativamente indcua, utilizada no estudo das barreiras
oculares, quer da interface sangue/humor aquoso quer da
interface sangue/retina, sendo um método de rotina em
Oftalmologia.

O fluxo sanguineo é uma varidvel multifactorial,
essencial para o normal funcionamento e sobrevivéncia
de orgdos e tecidos. As propriedades do fluxo sanguineo
dependem das caracteristicas ¢ do estado dos vasos san-
guineos, do regime de pressdes intravasculares e da flui-
dez sanguinea. A presenga em circulagio de uma subs-
tancia estranha ao organismo durante a realizagdo da
angiografia poder4 influenciar a homeostasia do fluxo
sanguineo e os factores influentes na reologia sanguinea.
Diversos estudos in vivo € in vitro tém revelado a interfe-
réncia dos meios de contraste radiopacos nos parametros
hemorreologicos? e em células endoteliais®, provavel-
mente com maior incidéncia de efeitos, logo apds a
injecgdo de um bolus endovenoso de contraste nos gran-
des vasos, e na microcirculagdo apds injecgdes selectivas
¢ durante os procedimentos da angioplastia.

O objectivo do nosso estudo ¢ o de verificar se a angio-
grafia com fluoresceina bissodica interfere com o fluxo
sanguineo, nomeadamente através da determinagdo da
fluidez sanguinea (hematdcrito, agregacéo eritrocitaria e
viscosidade sanguinea total) e da anélise das caracteristi-
cas funcionais da membrana eritrocitaria (fluidez de
membrana e actividade da acetilcolinesterase eritrocita-
ria) em doentes com Diabetes Mellitus Insulino Indepen-
dente (DMII).

MATERIAL E METODOS
Populagio Estudada (Quadro 1):

Grupo de 10 doentes (SH e 5M) com DMII foram sub-
metidos a angiografia com fluoresceina bissddica (F).

Quadro 1 — Perfil Clinico dos doentes

AMOSTRA N=10
SEXO 5H;SM
IDADE (anos) 61,5+78
Hb Alc 94124 g/dL
GRAU DE RETINOPATIA 5 grau 0; 5 grau 1

Amostras de Sangue:

As amostras de sangue foram obtidas por meio de um
cateter (21-24G) colocado na arcada venosa do dorso da
mio, através do qual também se fez a injec¢o endove-
nosa de fluoresceina bissodica.

As colheitas das amostras de sangue para tubos com
heparina sédica (12,5 UI/mL) foram realizadas antes
(TO), apés (T1) e ao fim de 30 minutos (T30) da injecgdo
do bolus endovenoso de uma solugdo (5mL) aquosa de
fluoresceina bisséodica a 20%.

A fluoresceina bissédica é uma molécula orgénica,
C20HoNaz, com o peso molecular de 376,3 Da. E uma
substancia vermelho-laranja, solivel em 4gua conferindo
fluorescéncia de tonalidade verde.

PARAMETROS HEMORREOLOGICOS

I - Viscosidade Interna do Eritrécito:

As concentragdes de hemoglobina (Hb) e a de metahe-
moglobina (metaHb) foram avaliadas emhemoximetro
(Hemoximeter-OSM3). O hematécrito (Ht) foi determi-
nado por microcentrifugagdo. Considera-se a concentra-
¢do média de hemoglobina globular (CMHG=Hb/Ht)
como um indice de viscosidade interna globular.

II - Parimetros Hemorreologicos:

Agregacio Eritrocitaria:

O indice de agregagdo eritrocitaria (AE) foi avaliado
em amostras de sangue total (20 pl) pipetadas para a
camara de um agregémetro Myrenne MA 1 e submetidas
a uma razdo de cisalhamento de 600 s”!, de acordo com o
método de Schmidt-Schonbein®.

Viscosidade Sanguinea Total (V.S.T):

A V.S.T. foi determinada num viscosimetro Brookfi-
eld, tendo-se utilizado duas forgas de cisalhamento:
22,551 e 22551,

III - Comportamento Funcional
da Membrana Eritrocitaria

O comportamento funcional da membrana eritrocitaria
foi avaliado através da determinagio da fluidez de mem-
brana das zonas hidrofobica e polar externa, e da deter-
minagdo da actividade enzimatica de uma proteina trans-
membranar do eritrécito, a acetilcolinesterase
eritrocitaria (AChE):

Determinacio da Polarizagfio de Fluorescéncia:

A fluidez dos fosfolipidos de membrana foi determinada
nas regides hidrofobica e hidrofilica utilizando-se o méto-
do de polarizagdo de fluorescéncia com as sondas 1,6-dife-



ESTUDO DA INFLUENCIA DA ANGIOGRAFIA

Quadro 2 — Média + desvio padrdo dos valores dos parametros estudados antes (T0), apos (T1) e ao fim de 30 minutos (T30) da injecgdo

de fluoresceina no grupo de doentes estudados.

TO T1 T30 VARIACAO
COM TEMPO

Hemoglobina (g/dL) 13,94 £ 1,00 13,24+ 1,24 13,97 £ 1,03 p=0,009
Hematocrito (%) 433134 40,5+4,7 433+3,0 p=0,013
CMHG (g/dL) 32,191 0,03 32,69 £ 0,03 32,26 £ 0,04 p=N.S.
Metahemoglobina (g/dL) 0,49+0,13 0,90 £ 0,34 0,55+ 0,10 p<0,001
Agregacdo Eritrocitaria (s.d.) 9,44 + 3,20 13,0+49 9,24 £2.70 p=0,004
V.S.T.a22,5s-1 (mPas.) 7,39 £ 1,09 7,28 +£0,83 7,63 +0,78 p=N.S.
V.S.T. a225 s-1 (mPa.s.) 4,42+0,43 4,28 +£0,39 4,51+0,38 p=N.S

TMA-DPH (p) 0,320+ 0,01 0,330+ 0,01 0,322£0,01 p=N.S.
DPH (p) 0,294 £ 0,02 0,310 £ 0,02 0,323+ 0,02 p=0,016
AChE (Ul/mg Hb) 326,5+ 53,5 314,1 £ 51,6 313,8%+33,5 p=N.S

Abreviaturas: Viscosidade sanguinea total (V.S.T.), Fluidez da camada polar externa (TMA-DPH) e hidrofébica (DPH) da membrana eritocitaria; activi-
dade de acetilcolinesterase eritrocitaria (AChE), concentragio média de hemoglobina globular (CMHG); ndo significativo (N.S.)

nil-1,3,5- hexatrieno (DPH) e 1,4 (trimetil amino fenil)-6-
fenilhexa-1,3,5-trieno (TMA-DPH), respectivamente’.

Determinagiio da actividade enzimatica
da Acetilcolinesterase Eritrocitaria (AChE):

A actividade da AChE foi determinada pelo método
espectrofotométrico de Kaplan modificado®, consideran-
do-se o seu valor um indice de integridade da membrana
celular.

Analise Estatistica:

Na avaliagdo do estudo da variagdo dos pardmetros
hemorreolégicos na experiéncia realizada foi utilizada a
analise de MANOVA repeated measures e o teste t-Stu-
dent emparelhado (two-tailed). No calculo dos coeficien-
tes de correlagdo foi utilizado o método de Pearson, com
calculo de p, tipo two tailed probability.

A hip6tese nula imposta (nfo hé variagdo dos parime-
tros estudados ao longo do tempo) foi rejeitada para um
nivel de significincia inferior a 0,05.

RESULTADOS

Os resultados dos pardmetro as estudados apresentam-
-se agrupados de acordo com as caracteristicas funcio-
nais da membrana celular e dos meios intra e extra-glo-
bular.

I- Viscosidade Interna Eritrocitaria e Metahemoglobina

Os valores das concentragdes de Hb (Fig. 1) e de
metaHb (Fig. 2) variaram de forma inversa (r= -0,5210;
p=0,001) ao longo do tempo estudado. A Hb variou sig-
nificativamente (p=0,009) ao longo do estudo, tendo
ocorrido diminui¢do (p=0,039) da sua concentragdo apés
a injecgdo de F, que normalizou em T30.

A concentragdo de metaHb também variou significati-
vamente (p=0,001) ao longo do tempe estudado, dupli-
cando a sua concentragdo apos a injec¢do de F (TO:
0,49+0,13 ; T1: 0,90£0,34 ; p=0,008), retornando ao seu
valor inicial em T30 (0,55+0,10).
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Fig. 1 — Representagdo da variagio dos valores da concentragio
de hemoglobina (Hb), antes (T0), apés (T1) ¢ ao fim de 30 min
(T30) da injecgdo e.v. de fluoresceina bissodica. A variagdo da
Hb com o tempo foi significativa (p=0,009), mas sem variagio
entre TO e T30.
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Fig. 2 — Representagdo dos valores da metahemoglobina
(metaHb), antes (T0), apés (T1) ¢ ao fim de 30 min (T30) da
injecgdo e.v. de fluoresceina bissédica. A variagdo da metaHb
com o tempo foi significativa (p=0,001), mas sem variagdo
entre TO e T30.

A CMHG nido variou significativamente ao longo dos
intervalos de tempo ensaiados, como verificado pela
relagdo directa (r=0,9451; p<0,001) entre a Hb e Ht.
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II - Fluidez Sanguinea

A injecgdo de F endovenosa induziu alteragoes signifi-
cativas nos valores do hematdcrito (p=0,013; Fig. 3) e da
AE (p=0,004; Fig. 4), sem afectar significativamente a
V.S.T. (Fig. 5).
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Fig. 3 — Representagdo dos valores do hematocrito (Ht), antes
(TO), apds (T1) e ao fim de 30 min (T30) da injecgdo e.v. de
fluoresceina bissddica. A variagdo do Ht com o tempo foi signi-
ficativa (p=0,013), mas sem variagdo entre T0 e T30.
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Fig. 4 — Representagdo da variagio dos valores da agregagdo
eritrocitaria (AE), antes (T0), apos (T1) e ao fim de 30 min
(T30) da injecgdo e.v. de fluoresceina bissodica. A variagdo da
AE com o tempo foi significativa (p=0,004), mas sem variagio
entre TO e T30.
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Fig. 5 — Representagdo dos valores da viscosidade sanguinea
total (VST), antes (T0), apos (T1) e ao fim de 30 min (T30) da
injecgdo e.v. de fluoresceina bissédica. Nao se observou qual-
quer variagdo significativa da VST com o tempo.
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Apbs a injecgdo do bolus de F ocorreu aumento signifi-
cativo (p=0,014) dos valores da AE e diminuigdo signifi-
cativa dos valores do Ht (p=0,043), normalizando estas
alteracdes ao fim de 30 minutos. A inexisténcia de reper-
cussdo destas variagdes nos valores da V.S.T. podera
resultar da dependéncia desta dos valores do Ht e da AE,
que a influenciam variando de modo inverso entre si
(r=-0,6406, p<0,001).

111 - Comportamento Funcional da Membrana
Eritrocitaria

As duas subcamadas fosfolipidicas da membrana eri-
trocitaria apresentaram comportamentos diferentes, apos
a injecgdo de F.

Na camada polar (Fig. 6) nfo se determinou variagao
significativa dos valores de polarizago (p.), enquanto
que na regido hidrofébica (Fig. 6) ocorreu aumento dap
(p=0,016), tendo apenas significado estatistico a compa-
ragdo entre os valores obtidos nos tempos T1 e T30
(p=0,005). Os resultados indicam que a regido hidrofobi-
ca da membrana eritrocitaria se tornou mais rigida, apos
a injecgdo e.v. de F e o tempo de exposigdo a F.
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Fig. 6 — Representagio da variagdo dos valores da fluidez da
membrana eritrocitria, camada polar externa (TMA-DPH) e
camada hidrofébica (DPH) antes (T0), apos (T1) e ao fim de 30
min (T30) da injecdo e.v. de fluoresceina bissédica. Na camada
polar externa ndo houve qualquer variagdo, enquanto que a cama-
da hidrofobica se tornou mais rigida (p=0,016) com o tempo.

A actividade da AChE (Fig. 7) decresceu, sem se
registar, no entanto, significado estatistico. Determinou-
se relagdo directa significativa (1= 0,4492; p=0,013) entre
os valores de actividade enzimatica e os de p da regido
polar da membrana eritrocitaria, sugerindo modulagio da
actividade da enzima pelo estado de fluidez dos fosfoli-
pidos de membrana.

DISCUSSAO

A injecgdio endovenosa de fluoresceina bissodica
durante a realizagdo da angiografia retiniana induziu alte-
ragdes significativas nas caracteristicas funcionais da
membrana eritrocitaria, na fluidez sanguinea e na con-
centragiio de metahemoglobina.
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Fig. 7 - Representagdo dos valores da variagio da actividade da
Acetilcolinesterase Eritrocitaria (AChE), antes (T0), apds (T1)
¢ ao fim de 30 min (T30) da injecgo e.v. de fluoresceina sodi-
ca. Ndo se observou qualquer variagio significativa da AChE
com o tempo.

Apos a injec¢do de fluoresceina ocorreu aumento da
agregacdo eritrocitaria (+37,7%), normalizando ao fim
de 30 minutos. A agregagdo eritrocitdria ¢ um processo
reversivel dependente de factores plasmaticos (ex. con-
centragdo plasmatica de proteinas) e eritrocitarios,
nomeadamente o potencial zeta de membrana. O perfil
de variacdo da agregacdo eritrocitaria foi observado em 8
dos 10 doentes estudados.

A metahemoglobina € a forma oxidada da hemoglobina
(reacg8o em que ocorre a libertagdo de anido superoxido).
Esta forma de hemoglobina ¢ regenerada em hemoglobina
por accdo do cit b5. Em condi¢des normais este ciclo fun-
ciona mantendo-se a concentragdo de metahemoglobina
mais ou menos estavel. Apds a injecgdo de fluoresceina a
concentragdo de metahemoglobina duplicou, mas ao fim
de 30 min o seu valor normalizou. Esta oscilagio na con-
centragdo de metahemoglobina dever-se-a relacionar com
uma inibi¢do temporaria do sistema de anti-oxidagdo da
hemoglobina, ou com um aumento abrupto da concentra-
¢do de metahemoglobina, logo apds a injec¢do de fluores-
ceina, mantendo-se o sistema de anti-oxidagdo a funcio-
nar. Em ambas as hipoteses o sistema de protecgio celular
recuperou a homeostasia celular ao fim de 30 min..

A CMHG néo variou significativamente ao longo do
estudo, pelo que o perfil de variagdo da hemoglobina e
da agregagdo eritrocitaria ndo resultara de variagdes na
viscosidade do meio interno.

O comportamento funcional da membrana eritrocitaria
foi avaliada através da fluidez de membrana e da activi-
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dade da acetilcolinesterase eritrocitaria. Apds a injecgéo
de fluoresceina a camada polar externa manteve-se inalte-
rada, enquanto que a camada hidrofébica se tornou mais
rigida com o tempo de exposicdo a fluoresceina.

A rigidificagdo da camada hidrofobica podera resultar
da: (i) interacg@o da fluoresceina com a membrana eritro-
citaria, uma vez que cerca de 10 % das suas moléculas
aderem a membrana’, ou (ii) de alteragdes bioquimicas
no meio interno (ex. alteragdes da interacgdo hemoglobi-
na-membrana devido a formag¢io de metahemoglobina).

Diversas hipoteses se colocam para explicar as varia-
¢Oes observadas nos parimetros analisados durante a rea-
lizagdo da angiografia retiniana®. A fluoresceina e/ou
seus metabolitos poderdo interactuar directamente ou,
apos formagdo de complexos com a albumina, com a
membrana celular do eritrdcito, induzindo assim modifi-
cagdes transitorias na agregacdo eritrocitaria. A fluores-
ceina também parece interferir com o estado de oxi-redu-
¢do da hemoglobina, induzindo inibi¢do temporaria do
sistema superdxido dismutase (SOD).

As alteragdes verificadas nos pardmetros estudados
poderdo resultar de alteragdes do pH e da osmolalidade
sistémica apos a injecgdo de fluoresceina, no entanto tal
sera improvavel visto o volume de solugdo injectada ser
diminuta.

Em conclusdo, a angiografia retiniana com fluoresceina
no grupo de doentes estudado conduz a uma hiperagrega-
¢do eritrocitaria temporaria, que podera interferir a nivel
da microcirculagdo nestes doentes.
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