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Influenza del calcio sulla morfologia
degli eritrociti urinari
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umerosi studi hanno suggerito

fin dalla fine del secolo scorso
che la morfologia degli eritrociti urinari
(EU) potesse fornire utili ragguagli sulla
loro provenienza (1-3). Nel 1982 gli au-
straliani Fairley e Birch (4, 5) hanno in-
trodotto nella pratica clinica lo studio de-
gli EU con microscopio a contrasto di fa-
se (MCF), sfruttandone la capacita di
evidenziare al meglio i dettagli morfolo-
gici delle cellule non colorate in sospen-
sione. Con questo strumento risulta sem-
plice distinguere le alterazioni morfo-
strutturali degli EU dovute al passaggio
trans-glomerulare, come 1’ acantocitosi
(Fig. 1), da modificazioni indotte dai ca-
ratteri fisico-chimici, come 1’echinocito-
si (Fig. 2). E quindi possibile utilizzare
I’esame, ormai citato in letteratura come
test di Fairley, per diagnosticare 1’origi-
ne glomerulare o non glomerulare di una

Fig. 1 - Echinocita (Microscopio a contrasto di fase 1000 x)

microematuria (ME). Va inoltre sottoli-
neato come I’impiego del MCF consenta
un migliore studio del sedimento urina-
rio nel suo complesso: basti ricordare al
proposito che i cilindri jalini possono es-
sere del tutto invisibili al microscopio ot-
tico convenzionale a causa del loro basso
indice di rifrazione (6).

Meccanismi
responsabili del
dismorfismo degli
eritrociti urinari

La fisiopatologia del dismorfismo degli
EU non ¢ stata ancora completamente
chiarita: le legittime perplessita sulla re-
sponsabilita del passaggio trans-glome-

rulare nascono dal fatto che nell’ematu-
ria i globuli rossi vengono a trovarsi in
un ambiente non fisiologico, con osmo-
lalita e pH assai diversi da quelli plasma-
tici, in presenza di diversi soluti ad ele-
vata concentrazione. Alcune osservazio-
ni tratte da modelli sperimentali sembra-
no escludere che le alterazioni morfolo-
giche degli EU siano indotte dalle pro-
prieta chimico-fisiche dell’urina. Il mo-
mento di raccolta del campione urinario
nel corso della giornata ed il tempo inter-
corso fra la raccolta e 1’esecuzione del-
I’esame morfologico non sembrano ave-
re influenza rilevante sulla comparsa del
dismorfismo eritrocitario. Il tempo di so-
sta del campione invece puo condiziona-
re una sottostima delle emazie presenti
per fenomeni di emolisi, particolarmente
frequenti nei campioni ad elevato pH
urinario (7-9). L’osmolalita dell’ urina

Fig. 2 - Acantocita (Microscopio a contrasto di fase 1000 x)



puo a sua volta indurre nell’ eritrocita
trasformazioni di tipo discocita-echinoci-
ta (Fig. 3), discocita-sferocita (Fig. 4)
oppure emolisi (10), ma non acantocitosi
od altre alterazioni tipiche della ME glo-
merulare (11) ed inquadrabili nelle classi
G identificate dalla recente classificazio-
ne morfologica proposta da Tomita (12).
In questi casi il dismorfismo sarebbe la
conseguenza del danno meccanico cau-
sato dal transito dei globuli rossi attra-
verso i “gaps” dei capillari glomerulari,
come suggeriscono gli studi di microsco-
pia elettronica (13) e la riproducibilita
delle alterazioni ottenute ultrafiltrando
emazie attraverso pori con diametro di
0.3-5 mm (8, 14). Opinioni alternative
attribuiscono il danno eritrocitario ad en-
zimi presenti nell’ urina, all’azione di
cellule fagocitarie od a fattori rilasciati
dalle stesse emazie (15,16), cosi come
potrebbero avere un ruolo chiave fattori
immunologici umorali e/o cellulari (17).
E comunque probabile che tutti i mecca-

Fig. 3 - Trasformazione
discocita (D)-echinocita
(E) (Microscopio a con-
trasto di fase 1000 x)

Fig. 4 - Trasformazione
discocita (D)-sferocita
(S) (Microscopio a con-
trasto di fase 1000 x)

nismi fisico-chimici e biologici descritti
intervengano a diversi livelli sovverten-
do irreversibilmente lo scheletro di
membrana (SM) dell’ eritrocita, la cui
integrita garantisce il mantenimento del-
la forma cellulare. Le alterazioni morfo-
logiche “non glomerulari”, come ad
esempio 1’ echinocitosi, non dipendono
da lesioni del citoscheletro e pertanto so-
no entro certi limiti reversibili (18), vice-
versa le emazie dismorfiche osservate
nei pazienti affetti da patologie glomeru-
lari, presentano perdite significative di
spectrina e proteina della banda 3 (19),
che sono elementi costitutivi dello SM.

Nella nostra esperienza anche elevate
concentrazioni urinarie di calcio (CaU)
possono indurre la comparsa di dismorfi-
smi a carico degli EU, cosi da configura-
re quadri morfologici di ME mista o ad-
dirittura glomerulare (20). Questa possi-
bilita non dovrebbe quindi essere trascu-
rata e ’esclusione dell’ ipercalciuria do-
vrebbe rientrare nell’algoritmo diagno-

stico di tutte le microematurie isolate,
senza cilindruria e/o leucocituria signifi-
cative, anche se di origine glomerulare al
test di Fairley (21).

Ruolo del calcio

E ormai noto che I’ipercalciuria, definita
come escrezione urinaria di Calcio > 4
mg/kg/die, puo associarsi ad ematuria
macro o microscopica, anche in assenza
di nefrolitiasi e la sua frequenza nei pa-
zienti con ematuria isolata asintomatica
varia dal 2.9 al 35 % a seconda delle ca-
sistiche (22-32).

La patogenesi dell’ematuria nei pazienti
ipercalciurici non ¢ nota e di difficile di-
mostrazione sono le ipotesi fino ad ora
formulate. Il sanguinamento potrebbe es-
sere attribuito ad un processo flogistico
interstiziale, allo sviluppo di aree di ne-
frocalcinosi, a lesioni focali tubulari od a
lesioni epiteliali da parte di microcalcoli
(23, 25, 32, 34); si tratterebbe comunque
di alterazioni a carico di strutture extra-
glomerulari e/o delle vie escretrici, in ac-
cordo con il reperto di EU eumorfici, piu
volte segnalato da studi in contrasto di
fase (14, 25, 28, 30-32, 35). In letteratura
tuttavia & possibile identificare casi in
cui I’ elevata escrezione di calcio si asso-
cia alla presenza nelle urine di emazie
dismorfiche, in quantita significativa.
(11, 12, 14, 36-39).

Poiche anche nella nostra casistica, con-
fermata da una precedente osservazione
(39), un’elevata CaU ¢ presente nel 12%
dei pazienti affetti da ME dismorfica iso-
lata asintomatica, abbiamo rivolto partico-
lare attenzione ai possibili effetti di questo
elemento sulla morfologia degli EU.
Desiderando verificare gli effetti di ele-
vate CaU sugli EU, abbiamo utilizzato un
modello sperimentale (20), illustrato nel-
la (Fig. 5), in cui aliquote di 1 ml di san-
gue periferico, ottenuto mediante prelie-
vo eparinato da volontario sano a dieta li-
bera, sono state incubate a 37 °C in reci-
pienti sterili contenenti 12 ml di urina
dello stesso soggetto, preventivamente
studiata per escludere la presenza di mi-
croematuria e/o altre anomalie del sedi-
mento (Tab. I). Ad osmolalita e pH co-
stanti, la CaU ¢ stata portata a 5, 10, 20 e
40 mM/1, mediante addizione di CaCl,,
prima della sospensione delle emazie.
Analogamente si ¢ proceduto con emazie
preincubate a 37 °C, per 5 minuti, con
I’isomero levogiro del Verapamil (I-V)



(Knoll Farmaceutici S.p.A.) a differenti
concentrazioni: 5, 100 e 200 mM (40),
prima della sospensione nell’urina.

Dal tempo 0 a 240 minuti, ad intervalli
regolari di 30 minuti, le emazie sono sta-
te osservate indipendentemente da 2 ope-
ratori con MCF (Nikon Optiphot, Nip-
pon Kogaku K.K., Tokyo, Japan), conta-
te e classificate secondo i criteri di To-
mita (12).

Per la conta degli eritrociti & stato utiliz-
zato il Kowa slide (ICL Scientific, Foun-
tain Valley, Calif., U.S.A.) ed il grado di
disaccordo fra i 2 operatori & risultato
sempre inferiore al 10 %. Ancora, con il
MCEF sono stati controllati lo striscio pe-
riferico del donatore e, ad intervalli rego-
lari, le emazie periferiche preincubate
con 1-V, per escludere alterazioni morfo-
logiche intrinseche oppure indotte diret-
tamente dal farmaco. L’esperimento &
stato ripetuto tre volte utilizzando diversi
donatori.

Al tempo 0 le emazie presentavano un
quadro omogeneo, con elementi eumor-
fici, uguali fra loro e regolari (Fig. 6),
cosi come lo striscio delle emazie prima
e dopo la preincubazione con 1-V, non
evidenziava alterazioni morfologiche, né
volumetriche.

Con il passare del tempo comparivano
modificazioni morfo-volumetriche nei
campioni con CaU > 10 mM/I; in parti-
colare nei primi 60 minuti si osservava
una progressiva microcitosi interessante
oltre I'80% degli elementi, con disomo-
genea distribuzione dell’emoglobina
(Fig. 7-9). Dopo 240 minuti di incuba-
zione (Fig. 10) era possibile rilevare gra-
di maggiori di dismorfismo, quali inter-
ruzioni e protrusioni di membrana, assi-
milabili alle classi G2-G5 proposte da
Tomita (12). Fra le tipologie eritrocitarie
osservate si segnalava una emazia con
superficie irregolare e bordi ampi, rileva-
ti, vagamente simile ad una ruota di car-
ro, talvolta descritta nei pazienti affetti
da ipercalciuria e/o nefrolitiasi (Fig. 11)
(21, 41).

Inaspettatamente la comparsa delle alte-
razioni eritrocitarie aveva maggiore la-
tenza nel corso della terza prova, pur
manifestandosi comunque entro i 240
minuti di osservazione.

Le emazie preincubate con 1-V 10 mM
risultavano morfologicamente alterate in
quota minore ed inversamente propor-
zionale alla concentrazione di calcio nel
mezzo, mentre gli eritrociti preincubati
con 1-V > 100 mM rimanevano costante-

Fig. 5 - Modello sperimenta-
le: emazie periferiche (E) so-
no state sospese nell’urina
dello stesso soggetto (U) con
concentrazione di calcio mo-
dificata mediante addizione
di CaCl, (5, 10, 20 e 40
mM). Analogamente si é
proceduto con emazie pre-
ventivamente incubate con l-
Verapamil alle concentrazio-
nidi 10, 100 e 200 mM.

Levo
Verapamil

TABELLA I - CARATTERI CHIMICO FISICI DI BASE DELLE URINE UTILIZ-

ZATE NELLE PROVE

pH

Osmolalita mosm/kg

Na mmol/l

K mmol/l

Ca mmol/l

Mg mmol/]

CI mmol/l

P mmol/l

Fig. 6 - Emazie periferi-
che eumorfiche, sospese
nell’urina dello stesso
donatore al tempo 0 (Mi-
croscopio a contrasto di
fase 400 x). Da: Bonuc-
chi D et al. Influence of
urinary calcium concen-
tration on erythrocyte
morphology. Nephron,
Karger, Basel 1996; 74:
661-7.
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Fig. 7 - Percentuale approssimativa di emazie con alterazioni morfo-volumetriche dopo 30 minuti di sospen-
sione nelle urine a diversa concentrazione di calcio. Le emazie preincubate con I-Verapamil 10 mM presen-
tavano modificazioni in quota crescente all’aumentare della concentrazione del calcio, mentre le emazie
preincubate con I-Verapamil > 100 mM risultavano inalterate.

mente inalterati (Fig. 12), indipendente-
mente dalla concentrazione del calcio.
La comparsa de novo di EU microcitici e
dismorfici pur in assenza di passaggio
transglomerulare e la capacita del pre-
trattamento con I-V di prevenire il feno-
meno, confermerebbe il ruolo chiave
dello ione calcio nel processo osservato.

Anatomia funzionale
della membrana
eritrocitaria.
Influenze del calcio

La tipica forma del globulo rosso, non-
ché la stabilita della membrana e le sue
caratteristiche reologiche sono garantite
dall’integrita dello SM. Questo risulta

Fig. 8 - Modificazioni morfo-volumetriche delle emazie sospese in urina con Fig. 9 - Emazie sospese in urina con concentrazione di calcio 40 mM, dopo 60’

concentrazione di calcio 10 mM, dopo 60’ (Microscopio a contrasto di fase 400 (Microscopio a contrasto di fase 400 x). Da: Bonucchi D et al. Influence of uri-
x). Da: Bonucchi D et al. Influence of urinary calcium concentration on eryth- nary calcium concentration on erythrocyte morphology. Nephron, Karger, Basel
rocyte morphology. Nephron, Karger, Basel 1996; 74: 661-7. 1996; 74: 661-7.
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Fig. 10 - Percentuale approssimativa di emazie con
alterazioni morfo-volumetriche dopo 240 minuti di
sospensione nelle urine a diversa concentrazione di
calcio. Le emazie preincubate con l-Verapamil
> 100 mM non presentavano modificazioni.



Fig. 11 - Emazia con superficie irregolare, bordi ampi rilevati; queste caratteri-
stiche morfologiche sono talora osservabili nei pazienti con nefrolitiasi. (Micro-
scopio a contrasto di fase (400 x).

costituito da una complessa rete proteica
che si sviluppa sul versante citoplasmati-
co della membrana e si ancora ad essa
tramite molecole specializzate (Fig. 13)
(42, 43).

Principale costituente dello SM ¢ la
spectrina (banda 1 e 2 all’esame elet-
troforetico su poliacrilammide con sodio
dodecilsolfato) (44), eterodimero costi-
tuito da due catene, a e b, di 240 e 220
KD rispettivamente. Le molecole di
spectrina sono unite fra loro nella se-
quenza testa-coda mediante complessi di
giunzione (CG) costituiti da F-actina
(banda 5) e proteina della banda 4.1. La
stabilizzazione del lggame spectrina-acti-
na & favorito dalla presenza di altre 2 fra-
zioni proteiche: 1’adducina, in duplice
forma di 97 e 103 KD, e la demantina
(banda 4.9) che sembra partecipare al-
’organizzazione dei filamenti di actina.
Discussa rimane la precisa localizzazio-
ne di altri costituenti identificati quali
tropomiosina, miosina, tropomodulina e
caldesmon (42, 45).

Questo network proteico si estende per
1100 mm? sotto la faccia citoplasmatica
della membrana (45) e si ancora ad essa
tramite il legame fra la banda 4.1 e la
glicoforina, proteina eritrocitaria di tran-
smembrana. All’ ancoraggio partecipa
pure I’ancorina (banda 2.1 e 2.2), protei-
na globulare di 210 KD appartenente alla
famiglia della sindeine, che tramite due
domini specializzati lega da un lato la
spectrina e dall’altro la regione N-termi-
nale della proteina della banda 3. Que-
st’ultima & la proteina di transmembrana

Fig. 12 - Tempo 240°. Emazie eumorfiche, preincubate con I-Verapamil 200 mM,
sospese in urina con concentrazione di calcio 40 mM. (Microscopio a contrasto

di fase 400 x). Da: Bonucchi D et al. Influence of urinary calcium concentration
on erythrocyte morphology. Nephron, Karger, Basel 1996; 74: 661-7.

AC

PB 4.1

il

G

i

il

Fig. 13 - Rappresentazione schematica dello scheletro di membrana del globulo rosso; M = membrana pla-
smatica; G = glicoforina; PB 3 = proteina della banda 3; PB 4.1 = proteina della banda 4.1; A = ancorina;
AC = actina; S = spectrina. Le molecole di S sono unite fra loro in sequenza testa-coda a livello dei comples-

si di giunzione formati da AC e PB 4.1.

maggiormente rappresentata nell’emazia
e, mentre la porzione intramembranosa
catalizza lo scambio CI/HCOs, la catena
citoplasmatica comprende siti di legame
per I’ ancorina, le proteine della banda
4.1, della banda 4.2 e gli enzimi della
glicolisi (42, 45).

L’integrita dello scheletro di membrana
& indispensabile per il mantenimento del-
la forma, nonché per conferire all’ema-
zia la caratteristica elasticita, che con-
sente uno stiramento unidirezionale re-

versibile fino a 24 mm (pari a circa 2.8
volte il suo diametro) (45, 46).

Il calcio pud interagire a diversi livelli
con i costituenti dello SM (Fig. 14); I’au-
mento della sua concentrazione citopla-
smatica infatti & in grado di attivare la
proteinkinasi C (PKC), responsabile a
sua volta della fosforilazione della pro-
teina della banda 4.1, nonché della de-
mantina e dell’adducina con conseguente
inibizione del legame spectrina-banda
4.1 e della formazione del CG. Gia in-
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crementi micromolari del calcio intracel-
lulare sembrano influenzare direttamen-
te, nell’eritrocita, I’interazione fra cal-
modulina e molecole di spectrina, banda
4.1 ed adducina, con compromissione
della formazione del CG (42, 43, 45, 47).
Le calpaine I (m-calpain) e II (m-cal-

Formazione del pain) sono attivate in vitro dal calcio a

—r> | Interazione fra: Calmodulina-Spectrinap—r—. _ | complesso di concentrazioni rispettivamente micro e
Beoteina/Bit diA- IR GHaMS giunzione millimolari ed hanno attivitd enzimatica

proteolitica nei confronti della spectrina,

- Emoglobina della banda 3, ma soprattutto della banda

i I ;f’temsone fr aB Jan [ complessata 4.1 e della ancorina. L’effetto di questi
moglobma ¢ rofeina Sancs alla prembigi enzimi sembra avere profonde conse-

Proteolisi Spectrina, Proteina guenze sulle pro_priet.é dell’emazia e sul-

——> +| Calpainale Calpainaﬂ:’.> + | Banda 4.1, Ancorina e P. Banda 3 la sua morfologia, fino alla frammenta-

zione (42, 47).

E d’altronde nota la capacita del calcio
di promuovere I’idrolisi enzimatica del
fosfatidilinositolo-4-5-difosfato e 4-fo-
sfato da parte della fosfolipasi C, con in-
cremento dell’ 1,2 diacilglicerolo e del
fosfatidato (48-50). Tale evento si riper-
cuote negativamente sull’omeostasi in-
tracellulare dei cationi poiché riduce

Y + ieostasi I’effetto chelante esercitato dai gruppi
I;:ihfs;;lg;iz;g;e Legame fra fi)ei cationi fosfato dell’ipositolo'e modifica 1’ attivita
diembiana P.Banda4.le dell’ATPasi Mg dipendente. Questa
Glicoforina provvede al mantenimento della concen-

trazione intracellulare del calcio ionizza-

to entro i normali limiti di 20-40 nmol/L
(42). La riduzione del contenuto in fo-
sfoinositidi condiziona inoltre una ridi-
stribuzione dei fosfolipidi di membrana
(42, 48), processo che sembra essere re-
sponsabile del blebbing di membrana
calcio indotto e che potrebbe avere parte
anche nella crenazione da deplezione di
ATP (50, 51). Ancora, viene inibito il le-
game della banda 4.1 con la glicoforina,
interazione che, in vitro, dipende stretta-
mente dalla presenza di fosfatidilinosito-
lo-4.5-difosfato (42).

Fig. 14 - Interazioni fra il calcio e lo scheletro di membrana dell’eritrocita. Il segno + indica un effetto di sti-
molo, il segno - indica invece ’effetto inibitorio e/o sfavorevole.
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iy processo porta all’ adesione fra aree op-
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Si pud pertanto ipotizzare che emazie si-
milperiferiche provenienti da lesioni ex-
traglomerulari correlate all’ipercalciuria,
in un microambiente ricco di calcio e po-
vero di substrati energetici tali da garan-
tire il corretto funzionamento delle pom-
pe di membrana, accumulino progressi-
vamente calcio con conseguente danno
strutturale del citoscheletro associato poi
a modificazioni morfo-volumetriche
(Fig. 15). La microcitosi osservata nel
nostro modello sperimentale potrebbe
anche essere spiegata, almeno in parte,
dall’efflusso di potassio dall’emazia per
effetto Gardos: 1’ingresso di calcio nel
globulo rosso induce infatti una fuoriu-
scita di potassio ed acqua con decremen-
to del volume globulare (50, 54, 55).
L’incostanza temporale rilevata nella
comparsa delle modificazioni eritrocita-
rie, potrebbe invece essere legata a diffe-
renti velocita dei flussi ionici transmem-
brana realizzatisi nelle diverse prove. E
Infatti noto che, in assenza di sostanze
ad attivita ionofora, 1’ingresso del calcio
nel globulo rosso ¢ assai lento (17-170
nM min-1 1-1 red blood cells) ed ¢ in-
fluenzato notevolmente dalla concentra-
zione degli altri cationi nel mezzo. In
particolare, la diminuzione del gradiente
del Na fra intra ed extracellula accelera
I’ingresso del calcio, mentre lo rallenta
I’abbattimento del gradiente del K+ (40,
56). Le differenze di composizione ioni-
ca delle urine utilizzate potrebbero quin-
di rendere ragione della ritardata com-
parsa di dismorfismi nel terzo esperi-
mento. Disponiamo comunque di dati in-
sufficienti per trarre conclusioni e non
devono essere sottovalutati il contributo
degli altri elementi, ionici e non, all’e-
quilibrio elettrochimico di un sistema
estremamente complesso quale ¢ 1’urina.
La velocita con cui il calcio si accumula
nell’eritrocita ¢ infatti condizionata da
numerosi altri fattori che includono la di-
sponibilita di substrati energetici per la
glicolisi, indispensabile al corretto fun-
zionamento della ATPasi Mg dipendente
deputata all’estrusione del calcio dalla
cellula (57), e I’eta del globulo rosso
stesso (58).

Conclusioni

Numerosi dati suggeriscono che in corso
di ematuria la concentrazione del calcio
nelle urine, puo influenzare la morfolo-
gia degli EU, configurando all’esame

microscopico in contrasto di fase un pat-
tern di tipo glomerulare o misto. La pre-
senza nelle urine di emazie dismorfiche,
non accompagnate da cilindruria e/o leu-
cocituria significative, non sembra quin-
di sufficiente ad escludere I’ipotesi dia-
gnostica di ipercalciuria; ne consegue
che anche I’algoritmo diagnostico della
ME glomerulare isolata asintomatica do-
vrebbe includere fra le indagini suggerite
la misurazione dell’escrezione urinaria
di calcio.

Qualora i nostri nostri dati vengano con-
fermati da altri-studi, potrebbe risultare
utile una revisione della nomenclatura,
poiché le definizioni di pill corrente uso
(glomerulare/non glomerulare, glomeru-
lare/post-glomerulare, renale/non-renale,
etc.) possono risultare di non univoca in-
terpretazione. A conferma del ruolo di-
scriminante degli acantociti (11, 59, 60),
una classificazione piu articolata, ma di
maggior praticita clinica (61) potrebbe
identificare pazienti con:

a) ME glomerulare con eritrociti dismor-
fici, acantociti in quota variabile e segni
di attivita del sedimento, da sottoporre ad
un iter diagnostico strettamente nefrolo-
gico; b) ME dismorfica con eritrociti di-
smorfici, senza acantocitosi, con o senza
cristalluria, da indirizzare ad iter diagno-
stico nefrologico comprensivo di misura-
zione urinaria dei metaboliti litogeni;

¢) ME post-glomerulare (o similperiferi-
ca) con eritrociti integri e/o stomatociti
e/o echinociti e/o altri elementi compresi
nelle classi N di Tomita, da avviare ver-
so indagini urologiche;

d) ME mista con combinazione in diver-
sa proporzione degli elementi sopra de-
scritti. In quest’ultimo caso il quadro cli-
nico e I’eta del paziente suggeriranno la
priorita nefrologica od urologica dei suc-
cessivi accertamenti.
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