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RESUMO

Os eritrécitos sofrem alteragdes bioquimicas e biomecéanicas ao longo do periodo de armazenamento
para fins transfusionais, que tém sido associadas ao estresse oxidativo. As solucdes preservantes
atuais suprem em geral as necessidades energéticas, mas ainda precisam de aditivos antioxidantes
mais eficazes. Neste sentido, a fim de prevenir, ou atenuar, 0 estresse oxidativo ao longo do
armazenamento de concentrados de hemécias (CHs), na tentativa de diminuir tais alteracdes
celulares, nesse trabalho foi avaliada a ac@o dos antioxidantes: vitamina E e polifosfato de sodio. A
vitamina E, encontrada nas membranas biol6gicas, atua prevenindo a lipoperoxidacdo. Ja os
polifosfatos séo polimeros hidrofilicos associados a resisténcia ao estresse oxidativo nos seres vivos,
e a propriedades tamponantes e bioenergéticas. Primeiramente, os CHs foram divididos em duas
partes e, posteriormente, uma delas foi pré-tratada de forma asséptica, com vitamina E ou polifosfato
de sédio e a outra foi usada como controle. A vitamina E foi emulsionada com os Tweens 20 e 80,
em SAG-Manitol (SAG-M) de forma a atingir uma concentracdo final de 0,2 mg/mL por CH. As
caracterizagbes das emulsdes mostraram a existéncia de particulas na escala nanométrica e
confirmaram a presenca de vitamina E estruturalmente intacta na formulacdo preparada. Os
resultados de producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), avaliada por DCFH-DA indicaram
uma diminui¢cdo relativa na producdo de ROS de pelo menos 35% durante o armazenamento. A
elasticidade dos eritrocitos foi em seguida avaliada usando pincas épticas e os resultados mostraram
gue a capacidade de deformacéo dessas hemaécias nao diferiu significativamente do controle durante
todo o armazenamento, possivelmente pela atuacdo da vitamina E ser mais localizada nos
fosfolipideos, uma vez que a oxidag&o das proteinas do citoesqueleto eritrocitario vem mostrando ser
um fator mais critico para a deformabilidade. Enquanto isso, eritrocitos estocados tratados com
polifosfato de sédio (n = 9), na concentracdo de 0,4 mg/mL apresentaram uma deformabilidade ca.
25% maior quando comparados com o controle, na 5% semana de armazenamento. A literatura
também indica que polifosfatos podem acelerar a coagulagdo sanguinea. No entanto, as anéalises dos
tempos de tromboplastina parcialmente ativada e de protrombina demonstraram que ao aumentar a
concentracdo de polifosfato de sddio, o tempo de coagulacédo calcio dependente também tende a
aumentar e ndo o contrario. Os resultados do controle de qualidade dos CHs contendo polifosfato de
sédio, ou as formulagdes de vitamina E, também ndo demonstraram alteracdes significativas quando
comparados ao controle. Espera-se que a presente pesquisa possa fornecer suporte para uma
compreensdo mais profunda e fomentar discussdes sobre os mecanismos e consequéncias da
atividade de antioxidantes sobre CHs armazenados para transfusdo. Além disso, um capitulo de
revisdo sobre a avaliacao de propriedades biofisicas eritrocitarias utilizando pingas Opticas, aplicadas

na hematologia e na hemoterapia, foi produzido.

Palavras-chaves: Eritrocitos. Estresse oxidativo. Lesdes de estocagem. Elasticidade. Vitaminas

antioxidantes. Polifosfato de sédio.



ABSTRACT

Erythrocytes undergo biochemical and biomechanical changes throughout the storage period for
transfusion purposes, which have been associated with oxidative stress. Current preservative
solutions supply energy needs but still need effective antioxidant additives. In this sense, in order to
prevent, or attenuate, the oxidative stress during the storage of packed red blood cells (pRBC), in an
attempt to reduce such cellular alterations, the antioxidant actions of vitamin E and sodium
polyphosphate was evaluated. Vitamin E, lipophilic, is found in biological membranes and acts to
prevent lipoperoxidation. Polyphosphates, however, are hydrophilic polymers associated with
resistance to oxidative stress in living organisms, and to buffering and bioenergetic properties. Firstly,
pRBCs were divided into two parts, one of them was pre-treated aseptically with vitamin E or sodium
polyphosphate and the other one was used as a control. Vitamin E was emulsified with Tweens 20
and 80 in SAG-Mannitol (SAG-M) to reach a final concentration of 0.2 mg/mL per pRBC. The
characterizations of the emulsions showed the existence of particles on the nanometric scale and
confirmed the presence of vitamin E structaly intact in the prepared formulation. The results of
production of reactive oxygen species (ROS), evaluated by DCFH-DA, showed a relative decrease in
the production of ROS of at least 35% during storage. The elasticity of the erythrocytes was then
evaluated by optical tweezers and the results showed that the deformation capacity of these red blood
cells did not differ significantly from the control throughout the storage, possibly because the action of
vitamin E is more localized in the phospholipids, and the oxidation of erythrocyte cytoskeletal proteins
has shown to be a major critical factor for deformability. Meanwhile, stored erythrocytes treated with
sodium polyphosphate (n = 9) at a concentration of 0.4 mg/mL showed a deformability ca. 25% higher
when compared to the control, in the 5" week of storage. The literature also indicates that
polyphosphates can accelerate blood clotting. However, analyses of the activated partial
thromboplastin and prothrombin times demonstrated that with the increasing of the sodium
polyphosphate concentration, the calcium-dependent coagulation time also tends to increase, not
decrease. The quality control results of pRBCs containing sodium polyphosphate, or vitamin E
formulations, also did not show significant changes when compared to control. It is expected that the
present research may provide support and encourage discussion for a deeper understanding of the
mechanisms and consequences of antioxidant activity on stored RBCs for transfusion purposes. In
addition, a review chapter on the evaluation of erythrocyte biophysical properties using optical

tweezers, applied in hematology and hemotherapy, was also produced.

Keywords: Erythrocytes, Oxidative Stress, Storage Injuries, Elasticity, Antioxidants, Vitamins, Sodium

polyphosphate.



LISTA DE ILUSTRACOES

REVISAO BIBLIOGRAFICA

FIGURA 1 — Representacdo esquematica da eritropoiese. Sado mostrados o0s
estagios de diferenciacéo eritrociticos, inclusive as principais citocinas envolvidas
nesse

0100121 o TP PP 18

FIGURA 2 — llustracdo de um eritrocito e sua molécula de hemoglobina, proteina
que pode transportar até guatro moléculas de
(010 T3 o1 TSR 19

FIGURA 3 — Representacao estrutural da membrana plasmatica eritrocitaria,
constituida por uma bicamada lipidica, proteinas integrais e periféricas e
(o= g oTo] o] =1 (01T 20

FIGURA 4 — Representacdo das formas que o eritrocito pode assumir: (A)
discécitos, (B) equindcitos, forma caracteristica devido a precipitacdo de espectrina

em hemécias envelhecidas e ©
LS ES] (=] 0 Lo (0 1R 23
FIGURA 5 — Representacdo esquematica da via das pentoses
110 1S] =10 PRSP 26

FIGURA 6 — Representacdo esquemaética da via glicolitica principal do metabolismo
energético eritrocitario (via de Embden-Meyerhof) e do desvio de Rapoport-
Luebering, redutor de 2,3-BP ... 27

FIGURA 7 — Representacdo esquematica da sequéncia de estagios da oxigenacgao
da hemoglobina. (A) Hb desoxigenada; (B) e (C) fixacdo de O por globinas alfa; (D)
e (E) fixacdo de O, por globinas e deslocamento de 2,3-BPG, representado pela
seta

FIGURA 9 — llustracdo do processo convencional de obtencdo de concentrados de
hemacias (CH) a partir do sangue total (ST). (A) O ST é coletado. (B) Apés uma
centrifugacdo, é possivel separar as fases de hemocomponentes. (C) Extracdo do
sobrenadante, o plasma rico em plagquetas e obtencdo de concentrado de
1T =T = T PSS 36

FIGURA 10 — Representacdo esquemética do aprisionamento através da pinca
optica, considerando apenas dois raios de luz, mostrando as forgcas que atuam
sobre a particula para Captura-la...............ooovveiiiiiiiiiie e, 45

FIGURA 11 - Diferengcas entre as deformagbes eritrocitarias resultantes das
velocidades aplicadas no 8° e no 36° dias de estocagem..........cccuvvveveeeeiiiiiiiieeeneennns 47



FIGURA 12 - Grafico representativo da elongacdo da hemacia em funcdo da
VeloCidade dE AITASIE. .......c.ciiiiiieeeeeeei e e e e e e e e e e e e e e aeeeereenraraaaa 48

CAPITULO

FIGURE 1 — (A) Collision between a photon and a particle. (B) Forces and
trajectories for two rays of a single, highly focused laser beam, for n, >

11 73
FIGURE 2 - Schematic representation of a single-beam optical tweezer
05 (S 10 P 74

FIGURE 3 — (A) Bead displacement after being dragged at a constant velocity for
optical tweezers calibration, in the horizontal plane. (B) Measuring erythrocyte
adhesion by using dual-beam optical tWeezers............ccooeiiiiiiiiii i, 75

FIGURE 4 — (A) Scheme demonstrating a pair rouleau being disaggregating by the
dual-beam optical tweezers, the greater the force, the higher the Ax. (B) Scheme
representing the dependence of the minimal RBC overlapping (dX) according to the
rouleau formation time t,. In this case the trapping force was fixed at ca. 29 pN.....75

FIGURE 5 — Elasticity evaluated for RBCs from subjects control, HbSS, HbAS, and
HbSS/HU. Image adapted with permission from John Wiley and Sons: [EUROPEAN
JOURNAL OF HAEMATOLOGY] [36], copyright (2003)........ceviiiiiiiiiiiieeene, 76

FIGURE 6 — RBC elongation according to dragging velocities of 200 pum/s and 260
pm/s, on day 8 (A) and day 36 (B) of storage in CPD-SAGM bags. Image adapted
with permission from PLOS ONE [19]. ..o 77

FIGURE 7 — Scheme of a methodology used to study the deformability of RBCs
affected by Plasmodium falciparum, the etiological agent of malaria, using optical
LTV 74 78

FIGURE 8 — In vivo optical tweezers: trapping a RBC within subdermal capillaries in
living mouse. Image adapted with permission from Macmillan Publishers Ltd:
[NATURE COMMUNICATIONS] [47], copyright (2013).....coeveieieiiiiiiiiieiiieeeaeene 79

ARTIGO PUBLICADO NA REVISTA “TRANSFUSION MEDICINE”

FIGURE 1 — (A) Absorption spectra of vitamin E in different media: reference
standard in methanol (solid line) and in nanoemulsion (dashed line). (B) HPLC
chromatogram of vitamin E reference and

FIGURE 2 — ROS production (%) per day of storage, control units in black and
vitamin E treated ones in gray. Inset: ROS relative reduction (%) with respect to
controls per day of storage (*p =



MANUSCRITO A SER SUBMETIDO A REVISTA “INTEGRATIVE BIOLOGY”

FIGURE 1 — Representative microscopy images from different fields showing: (a)
control RBCs after 24 h; (b) RBCs with NaPolyP (4X) after 24 h; (c) control RBCs
after two weeks and (d) RBCs with NaPolyP (4X) after two weeks. Scale bar = 10

FIGURE 2 — Evolution of (a) Prothrombin Time (p > 0.4) and (b) Activated Partial
Thromboplastin Time (p < 0.01) as a function of NaPolyP concentration (n =

FIGURE 3 — RBC elasticity of control and NaPolyP treated samples as a function of
storage time. The asterisk indicates that the result was statically significant on day
35 (p < 0.04), when treated and not-treated groups were
(o7 0 ] 7= =T [Pt 92



LISTA DE TABELAS

REVISAO BIBLIOGRAFICA
TABELA 1 — Especificacbes para a garantia da qualidade das unidades de

concentrados de eritrocitos do ministério da saude de acordo com a RDC n° 57 de

TABELA 2 — Alteracdes observadas em CHs antes e apds a estocagem prolongada
L0 T 5 o L= 1 SRR 39

ARTIGO PUBLICADO NA REVISTA “TRANSFUSION MEDICINE”

Table 1 — RBCs elasticity of control and vitamin E-treated samples in function of
5100 = (o [N 110 1= PP 85



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

1,3-DPG
2,3-BPG

(IL-3) e (IL-9)

3-PG
6PG
ATP-Mg
BPG
BFU-E
CFU-E
CHs
CO;
CPDA;

CPD-SAGM

DNA

EPO

fL

G6P
G6PD
Glicose 6P

GM-CSF

GPx
GSH
GSSG
H20-
Hb
HO’
HX
MDA
MeSH

1,3-difosfoglicerato

2,3-bifosfoglicerato

Interleucinas 3 e 9

3-fosfoglicerato

6-fosfogluconato

ATP ligado a um ion magnésio

Bifosfoglicerato

Unidades Formadoras de Células em Expanséo
Unidades Formadoras de Colbnias Eritrociticas
Concentrado de hemacias

Dioxido de carbono

Citrato Fosfato Dextrose Adenina

Citrato Fosfato Dextrose — Salina Adenina Guanina e
Manitol

Acido desoxirribonucleico

Eritropoietina

Fentolitros

Glicose-6-fosfato

Enzima glicose-6-fosfato desidrogenase
Glicose-6-fosfato

Fator estimulador de colbnias granulociticas e
monociticas

Glutationa peroxidase

Glutationa reduzida

Glutationa Oxidativa

Peréxido de hidrogénio

Hemoglobina

Radical hidroxila

Hexoquinase

Malonaldeido

Enzima meta-hemoglobina redutase



MetHb Meta-hemoglobina

NADPH Nicotinamida-adeninadinucleotideo-fosfato reduzido
NO Oxido nitrico

0O, Oxigénio Molecular

0, Anion radical superéxido

PFK Fosfofrutoquinase

PO,3 ions ortofosfatos

RDC Resolucao de diretoria colegiada
RO, Radicais peroxila

ROS Espécies reativas de oxigénio
SOD Superéxido dismutase

SPT Sobrevida po6s-transfusional

ST Sangue total

TRALI Injuria pulmonar aguda relacionada a transfuséo



SUMARIO

1 INTRODUCAO

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS ERITROCITOS HUMANOS

3.2 MEMBRANA E CITOESQUELETO DOS ERITROCITOS HUMANOS
3.3 A DEFORMABILIDADE DOS ERITROCITOS HUMANOS

3.4 A MORFOLOGIA DOS ERITROCITOS HUMANOS

35 O METABOLISMO ENERGETICO E OXIDATIVO NOS ERITROCITOS
HUMANOS

3.6 ESTRESSE OXIDATIVO NOS ERITROCITOS HUMANOS

3.7 SISTEMA ANTIOXIDANTE NATURAL DO SANGUE

3.8 VITAMINASEe C

3.9 POLIFOSFATO

3.10 O CONCENTRADO DE HEMACIAS

3.11 SOLUCOES PRESERVANTES

3.12 METABOLISMO ERITROCITARIO E LESOES DE ESTOQUE

3.13 NANOEMULSOES

3.14 PINCAS OPTICAS COMO FERRAMENTA DE MEDIDA DE MEDIDA DE
PROPRIEDADES BIOFISICAS DE CELULAS

REFERENCIAS

4. CAPITULO

5. ARTIGO

6. MANUSCRITO

7. CONCLUSOES

APENDICE

ANEXO

13
16
16
16
17
17
19
21
22
23

28
30
31
33
35
37
39
41
44

50
71
82
88
94
97
107



13

1 INTRODUCAO

Os eritrocitos sdo importantes para a manutencdo do organismo humano,
principalmente porque séo responsaveis por carrear oxigénio (O,) dos pulmdes para
os tecidos e diéxido de carbono (CO;) dos tecidos para os pulmdes. A eficacia
desse transporte depende ndao s6 da hemoglobina, proteina com a qual o O, se
associa, mas também do conteudo energético, da integridade dos componentes da
membrana plasmética, como ainda das propriedades biofisicas e biomecanicas
eritrocitarias (SHONAT & JOHNSON, 1997; SILVA et al., 2012).

O envelhecimento dos eritrécitos, conhecido como senescéncia eritrocitaria, é
caracterizado pelo acumulo de alteracdes estruturais, metabdlicas e funcionais.
Esse envelhecimento leva também a hemdlise, que pode ser provocada por Varios
fatores, incluindo choque osmatico, esgotamento de recursos energéticos, além de
estar relacionado ao estresse oxidativo (FOLLER et al., 2008; RIFKIND &
NAGABABU, 2013). Sob condicbes de armazenamento em concentrados de
hemacias (CHs), o envelhecimento fisiologico normal dos eritrocitos € acelerado
(BOSMAN et al., 2008). Como as hemacias séo ricas em oxigénio, elas sdo alvos da
acao de espécies reativas que se originam a partir desse gas. Quando estédo
presentes na circulagdo sanguinea normal, os eritrécitos dispéem de um sistema
antioxidante natural que minimiza ou elimina os radicais (TEDESCO et al., 2000).
Entretanto, para a obtencdo de CHs utilizados para fins transfusionais é necessario
remover aproximadamente 80% do plasma de uma unidade de sangue total e, com
isso, perde-se grande parte da capacidade antioxidante nativa associada a esse
fluido biolégico. As solucdes preservantes de CHs atuais, tais como CPDA; (Citrato-
Fosfato-Dextrose-Adenina) e CPD/SAG-M (Citrato-Fosfato-Dextrose-Adenina-
Glicose-Manitol) suprem em geral necessidades energéticas, mas ainda precisam
de aditivos antioxidantes mais eficazes. Assim, ao longo do periodo de
armazenamento os eritrocitos ficam susceptiveis aos danos oxidativos que levam as
chamadas “lesbes de estoque”. Dentre elas, podemos destacar: a perda da
deformabilidade eritrocitaria, uma propriedade mecéanica fundamental para o0s
eritrocitos que representa a sua capacidade de variar de forma sempre que uma
forca incide sobre eles. Os eritrécitos precisam conservar sua deformabilidade para
gue possam atravessar capilares e sinusoides esplénicos com diametros bem
menores que seu tamanho (WOLFE, 1985; FONTES et al. 2011; SILVA, et al.,
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2012). Essa injuria oxidativa pode levar a um menor rendimento transfusional
(BOSMAN et al., 2008).

Poucos trabalhos tém estudado os danos biomecéanicos eritrocitarios
relacionados ao armazenamento de CHs para fins transfusionais (SILVA et al.,
2012). Um conhecimento mais aprofundado nesta &area poderd ajudar no
desenvolvimento de novas solucdes aditivas para CHs que minimizem mais o
estresse oxidativo e atenuem as lesdes de estoque. Abordagens desse tipo poderao
proporcionar uma melhor manutencdo da viabilidade celular, isto €, a integridade
fisica e funcional eritrocitaria, e uma melhor sobrevida celular pds-transfusional,
além de ter a perspectiva de poder estocar CHs por mais tempo nos bancos de
sangue.

As vitaminas E e C tém se mostrado promissoras nas aplicacdes em
hematologia e hemoterapia. Estudos com: (1) suplementacéo de vitaminas E e C a
pacientes e doadores (KNIGHT et. al., 1993; RACKEL et al., 1997; PFEIFER et al.,
2008; SUN et al., 2012; EROGLU et al., 2013; MADHIKARMI & MURTHY, 2014), (2)
analises in vitro com eritrocitos tratados com essas vitaminas apds a acao de
agentes oxidantes (DURAK, et al.,2008; ABDALLAH, et al., 2009; EROGLU et al.,
2013) e, (3) a adicdo de solucéo de vitamina C a CHs de CPD/AS-5 com diminuicao
da hemdlise ao final do armazenamento (RAVAL, 2013), tém demonstrado
resultados promissores dessas vitaminas na reducdo do estresse oxidativo sendo
apontadas como alternativas a otimizacdo dos procedimentos na hemoterapia. A
vitamina E interage com as membranas e atua para minimizar a peroxidacao lipidica
em varios sistemas biologicos (ALDANA et al., 2001; GIRAY et al.,, 2001;
KALENDER et al., 2004, 2005a; ERASLAN et al.,, 2007). Sendo esta vitamina
lipofilica, € desafiador dispersa-la em meio aquoso, podendo ser possivel por meio
do desenvolvimento de nanoemulsbes. J& a vitamina C, hidrofilica, € um
antioxidante natural presente no plasma sanguineo (SIES et al., 1992). Ela também
pode atuar diretamente contra o estresse oxidativo nas membranas celulares, e
indiretamente, por regenerar a vitamina E (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989).

Por outro lado, os polifosfatos sdo polimeros inorganicos lineares de ions
ortofosfatos pertencentes ao grupo dos fosfatos condensados (RAO et al., 2009). Os
polifosfatos s&o encontrados em todas as células de mamiferos e em outros seres

vivos nos lisossomos, granulos densos, mitocondrias e nucleo (SMITH, et al, 2006).
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As funcbes dos polifosfatos no metabolismo celular estdo comecando a serem
compreendidas e incluem mecanismos de resposta ao estresse oxidativo, fonte de
fosforo e energia, propriedade tamponante e bactericida e acdo quelante sobre ions
bivalentes (HOURANT, 2004; KIM, 2004; GRAY & JACOB, 2015).

Nesse contexto, este trabalho teve o objetivo de formular, e avaliar acdes
bioquimicas e biofisicas, de solu¢des aditivas antioxidantes (baseadas na vitamina
E, vitamina C ou polifosfato de sodio) em hemacias armazenadas em CHs de
CPD/SAG-M. Além de avaliar a deformabilidade eritrocitaria por meio de medi¢des
da elasticidade celular por pincas 6pticas, uma importante ferramenta no estudo da
biologia dos eritrocitos assim como demonstra o review apresentado nesse trabalho.
Dessa forma, espera-se que este trabalho possa assim fomentar discussdes
relacionadas aos desafios que ainda persistem no armazenamento de CHs para fins

transfusionais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e avaliar solugbes aditivas antioxidantes para aplicacdo em

concentrados de hemacias armazenados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar e caracterizar nanoemulsdes de vitamina E e solug¢des de vitamina C;

e Avaliar a acdo das nanoemulsdes de vitamina E e soluc¢des de vitamina C, por

meio do controle de qualidade em CHs;

e Avaliar a acdo das nanoemulsdes de vitamina E e solucbes de vitamina C na

producédo de espécies reativas de oxigénio em CHs;

e Avaliar a fragilidade osmdética dos eritrocitos provenientes de CHs contendo ou

nao nanoemulséo de vitamina E ou solugéo de vitamina C;

e Avaliar a agdo das nanoemulsGes de vitamina E na deformabilidade dos
eritrécitos de CHs utilizando pincas 6pticas;

e Determinar a composicao lipidica dos eritrocitos provenientes de CHs contendo

ou ndo nanoemulsdo de vitamina E;

e Preparar e caracterizar solu¢cdes de polifosfato de sédio (n = 9);

e Avaliar a agéo do polifosfato de sédio por meio do controle de qualidade de CHs;

e Avaliar a acdo do polifosfato de sodio no tempo de coagulacdo sanguinea,

e Avaliar a agcéo do polifosfato de sédio na deformabilidade dos eritrocitos de CHs

utilizando pingas 6pticas;

e Elaborar um trabalho de revisdo da atuagdo das pingas oOpticas na determinacao

de propriedades biofisicas eritrocitarias.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS ERITROCITOS HUMANOS

O sangue € um tecido liquido vermelho contendo células em suspenséao. A
parte liquida do sangue é o plasma, constituido de agua, proteinas, lipideos,
glicidios e sais minerais. Dentre as células em suspensdo, destacam-se as da
linhagem eritrocitica, conhecidas como eritrocitos, hemacias ou glébulos vermelhos
(STEPHEN et al., 1989; FRIED, 2009).

Os eritrécitos sdo produzidos na medula éssea vermelha por meio de um
processo conhecido como eritropoiese. Resultantes de uma primeira diferenciacao
de células-tronco pluripotentes, as células progenitoras mistas (CFU-GEMM) dao
inicio a uma série de estagios, nos quais as “Unidades Formadoras de Células em
Expansdo (BFU-E)” sdo as primeiras a serem comprometidas com a linhagem
eritroide identificada in vivo. Estas, por sua vez, ddo origem as “Unidades
Formadoras de Colénias Eritrociticas (CFU-E)”. A partir dai, essas células passam
pelos estagios que caracterizam o Pronormoblasto ou Proeritroblasto, o Eritroblasto
Basofilico, o Eritroblasto Policromatofilo, o Eritroblasto Ortocromatico, o Reticuldcito
e, por fim, a forma madura, o Eritrocito (Figura 1). Os eritrécitos maduros sao
células anucleadas com forma de disco bicbncavo, didmetro entre 7 e 9 pm,
espessura entre 1,5 e 2,5 um e volume de aproximadamente 90 femtolitros (fL) (1fL
= 10" L) (SCHWABBAUER, 1998; DACIE & LEWIS, 1995; DIEZ-SILVA et al.,
2010). Toda a eritropoiese é regulada pela acdo de fatores biol6gicos e nutricionais.
Os fatores reguladores biologicos envolvidos sdo a eritropoietina (EPO), as
interleucinas 3 (IL-3) e a 9 (IL-9), o fator estimulador de colbnias granulociticas e
monociticas (GM-CSF), a testosterona, os horménios tireoidianos e hipofisarios. Ja
os fatores nutricionais sdo a vitamina B12 (cobalamina), a vitamina B6 (piridoxina), o
acido fdlico (folato) e o ferro (STEPHEN et al., 1989; FRIED, 2009).

Dos fatores bioldgicos, o principal estimulador e regulador é a eritropoietina,
gque ¢é produzida pelos rins (aproximadamente 90%) e pelo figado
(aproximadamente 10%). A vitamina B12 e o acido félico sao utilizados na sintese
da timidina, constituinte do acido desoxirribonucleico (DNA). O ferro & necessario
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para a sintese da hemoglobina, enquanto que a vitamina B6 € utilizada na sintese
do grupo heme hemoglobinico (STEPHEN et al., 1989; FRIED, 2009).

Figura 1. Representacdo esquematica da eritropoiese. Sao mostrados os estagios de diferenciagao
eritrociticos, inclusive as principais citocinas envolvidas nesse processo.
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Fonte: Adaptado de SINCLAIR, 2013.

Os eritrocitos sao as células mais abundantes do organismo humano. Sua
principal funcéo é transportar e manter a integridade de um pigmento respiratério de
cor vermelha, a hemoglobina (Hb), responsavel por carrear oxigénio (O;) dos
pulmdes para os tecidos e, dioxido de carbono (CO,) dos tecidos para os pulmdes
(Figura 2). A eficacia desse transporte depende ndo s6 da hemoglobina, mas
também da deformabilidade celular, bem como do seu conteddo energético
(SHONAT & JOHNSON, 1997). A hemoglobina corresponde a cerca de 95% do
conteudo citoplasmatico do eritrocito. Essa proteina mantém o ferro no seu estado
reduzido Fe®*, o que permite a ligacdo reversivel do O, ao grupo heme, além de
facilitar a troca do CO; produzido pelos tecidos com os pulmodes (CIMEN, 2008).

Naturalmente, por transportar oxigénio, os eritrécitos maduros estao

particularmente expostos ao estresse oxidativo, podendo acumular lesdes oxidativas
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(PAIVA-MARTINS et al., 2015). Inclusive, a propria senescéncia eritrocitaria esta
relacionada com as mudancas no equilibrio entre a producéo de radicais livres e sua
remocao por antioxidantes (RIFKIND & NAGABABU, 2013). Os eritrocitos maduros
possuem ainda outras peculiaridades como, por exemplo, a precariedade de
mecanismos biossintéticos, sendo incapazes de se dividir, sintetizar proteinas e
promover reacdes oxidativas mitocondriais pelo fato de serem desprovidos de
nucleo, ribossomos e mitocéndrias. A normalidade de sobrevida eritrocitaria € cerca
de 90 a 120 dias na circulacdo sanguinea humana, havendo a necessidade de que
essas células sejam constantemente renovadas no organismo (CIMEN, 2008).
Estima-se que num adulto normal sejam produzidos diariamente aproximadamente
2,5 bilhdes de eritrocitos (YOSHIHI, 2003).

Figura 2. llustracdo de um eritrécito e uma molécula de hemoglobina, proteina que pode transportar
até quatro moléculas de oxigénio.

Hemoglobina

Molécula de oxigénio |
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Fonte: Adaptado de http://what-when-how.com/.

3.2 MEMBRANA DOS ERITROCITOS HUMANOS

A membrana dos eritrécitos é composta por aproximadamente 19,5%
(peso/peso) de agua, 39,6% de proteinas, 35,1% de lipideos e 5,8% de carboidratos
(YOSHIHI, 2003). A bicamada lipidica € composta por aproximadamente 60% de
fosfolipideos, 30% de colesterol e 10% de glicolipidios (YOSHIHI, 2003). No que diz
respeito aos fosfolipideos, sabe-se que os eritrocitos maduros possuem na porgao
externa da membrana principalmente a fosfatidilcolina e a esfingomielina, enquanto
gue na porcao interna predominam a fosfatidilserina e a fosfatidiletanolamina. Essa

7

distribuicdo assimétrica de fosfolipideos na membrana eritrocitaria € importante



20

porque pode fornecer informacdes relevantes, como por exemplo, sobre a sobrevida
eritrocitaria, pois se sabe que a externalizacao da fosfatidilserina é um indicativo de
senescéncia celular e também esta associada com varias hemoglobinopatias
(YOSHIHI, 2003; LUTZ & BOGDANOVA, 2013).

Essa bicamada é toda atravessada por proteinas integrais inseridas atraves
dos dominios hidrofébicos de suas sequéncias de aminoacidos (Figura 3). Exemplos
tipicos desse grupo sdo as proteinas banda 3 e as glicoforinas, sendo a mais
abundante a glicoforina A, principal proteina que confere carga negativa a
membrana da hemacia por meio do &cido sialico. As proteinas de membrana dos
eritrocitos sdo também encontradas na sua periferia interna ajudando a formar o
citoesqueleto, dentre as quais estdo as espectrinas (cadeias a e B), as proteinas
banda 4.1 e a actina. Estas proteinas associam-se especificamente entre si para
formar um citoesqueleto localizado diretamente abaixo da bicamada lipidica, ou
seja, voltado para o citosol (GOV, 2007). As proteinas ancoradas se conectam com
as proteinas integrais e com o citoesqueleto, e sdo exemplos mais representativos
deste grupo a anquirina e a banda 4.2 (YOSHIHI, 2003; CIMEN, 2008). A interacdo
entre a bicamada lipidica e o citoesqueleto afeta o comportamento reoldgico do
eritrocito (BOSS et al., 2012), e dessa forma, a capacidade dos eritrocitos se
deformarem depende também dessa relacdo (RODRIGUEZ-GARCIA et al., 2015).

Figura 3. Representagcdo estrutural da membrana plasmética eritrocitaria, constituida por uma
bicamada lipidica, proteinas integrais e periféricas e carboidratos.
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3.3 A DEFORMABILIDADE DOS ERITROCITOS HUMANOS

As propriedades mecanicas dos eritrécitos dependem de suas caracteristicas
morfolégicas e sdo importantes para a compreensao dos processos que afetam a
sobrevida eritrocitaria. As fungfes eritrocitarias estdo associadas a capacidade
dessa célula se deformar (BOSS et al. 2012; PENG & ZHU, 2013). Isso porque ao
longo do sistema circulatério, os eritrocitos precisam atravessar vasos e capilares
estreitos, muitas vezes menores que seu préprio didmetro, mantendo sua
integridade estrutural (podendo se alongar até 230% da sua dimensédo original)
(CLUITMANS et al., 2014; RODRIGUEZ-GARCIA et al., 2015). E o que acontece na
passagem dessas células pelos capilares e orificios sinusoidais do baco (3 a 5 um
de didmetro), érgdo responsavel pela captacdo e posterior destruicdo de células
senescentes, danificadas e pouco deformaveis (SHOHET & MOHANDAS, 1988;
RODRIGUEZ-GARCIA et al., 2015).

Trés aspectos importantes estdo relacionados com a deformabilidade
intrinseca dos eritrocitos: a viscosidade do conteldo globular; a geometria
eritrocitaria e as propriedades reolégicas da membrana eritrocitaria (que incluem
bicamada lipidica e citoesqueleto). A viscosidade interna esta, por exemplo,
relacionada & concentracéo da proteina hemoglobina (Hb). E sabido, por exemplo,
gue a presenca de hemoglobinas anormais pode aumentar a viscosidade interna,
diminuindo a deformabilidade eritrocitaria (MCMILLAN & GION, 1981; BRANDAO et
al., 2009). Todavia, o aspecto geométrico estd associado a razdo area
superficial/volume celular. Quanto maior for esta razao, maior serd a capacidade da
célula se alongar e se deformar. Assim, hemacias maiores devem se deformar mais
para transpor vasos pequenos (MOKKEN et al., 1992; RODRIGUEZ-GARCIA et al.,
2015). E é claro, a composicao estrutural e o comportamento funcional da bicamada
lipidica e citoesqueleto dos eritrocitos estdo diretamente relacionados com a
capacidade de deformacdo. Assim, a distribuicdo regular dos lipideos, a
manutencdo da integridade de proteinas periféricas e dos componentes do
citoesqueleto influenciam  efetivamente na  deformabilidade eritrocitaria
(RODRIGUEZ-GARCIA et al., 2015). Mudancas na organizacdo do citoesqueleto

podem levar a alteracdes na forma dos eritrocitos, interferindo na deformabilidade.
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3.4 A MORFOLOGIA DOS ERITROCITOS HUMANOS

Os eritrocitos saudaveis durante seus ciclos de vida, 90 a 120 dias, passam
por uma série de modificagcbes morfologicas decorrentes do envelhecimento. As
formas mais comuns que os eritrocitos podem assumir dependendo da situacao
sdo: discocito (forma esperada e desejavel para essas células), equindcito e
esferdcito. O controle da forma eritrocitaria € dependente de energia, da integridade
da hemoglobina e das proteinas da membrana e de suas interacdes (ELGSAETER
& MIKKELSEN, 1991).

A forma de discocito é a ideal porque apresenta a melhor proporcao
superficie/volume. Isto possibilita um melhor rendimento nas trocas gasosas porque
garante uma boa deformabilidade, essencial para a passagem por pequenos
capilares (Figura 4 A).

No entanto, alteracbes bioquimicas podem afetar a forma eritrocitaria de
discocito. O equindécito (Figura 4 B), por exemplo, se forma a partir da diminui¢céo de
ATP no meio, num processo conhecido como deplecdo metabdlica, ou a partir do
excesso de fons célcio (Ca®"), ou ainda por agentes quimicos (EDGREEN et al.,
2010; LACROIX & TUCCI, 2011; RINALDUCCI et al., 2011; D’ALESSANDRO et al.,
2012; GRAZZINI & VAGLIO, 2012). Este tipo de morfologia também pode ser
resultado da expansdo da por¢cdo externa ou da por¢ao interna da bicamada e até
de mudancas na osmolaridade. Esta forma pode se reverter a forma de discdcito,
desde que ndo haja perda de fragmentos da membrana através da adicdo de
concentracbes adequadas de ATP ou da fosforilacdo dos fosfolipideos (CHAILLEY
et al.,, 1973; FERRELL & HUESTIS, 1982; EDGREEN et al., 2010; LACROIX &
TUCCI, 2011; RINALDUCCI et al., 2011; D’ALESSANDRO et al., 2012; GRAZZINI
& VAGLIO, 2012).

Quando ha perda de fragmentos de membrana pela continuidade das lesdes
causadas pela deplecdo metabdlica, excesso de Ca?' ou agentes quimicos,
aumenta-se a rigidez de membrana e da-se origem a outra forma eritrocitaria, o
esferdcito, (Figura 4 C). Esta forma é irreversivel e susceptivel a degradagédo por
hemolise.

A deplecdo metabdlica resulta em algumas consequéncias importantes como:

(i) a polimerizagdo do complexo espectrina na face interna da membrana celular
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(SHEETZ & SINGER, 1977; LACROIX & TUCCI, 2011; D’ALESSANDRO et al.,
2012) e (ii) a falta de manutencédo da fosforilagdo pelas quinases, devido a continua
acao das fosfatases (GRATZER, 1984; EDGREEN et al.,, 2010; GRAZZINI &
VAGLIO, 2012). A bomba de sédio/potassio (Na*/K*), uma ATPase, dependente de
ATP, perde sua eficiéncia na deplecdo metabdlica. Assim, a membrana celular ndo
consegue realizar trocas destes ions entre o eritrocito e o meio extracelular,
comprometendo também a expulsdo de moléculas de agua (H.0), que é realizada
em conjunto com sua propriedade osmotica (KLEIN et al., 2007).

Figura 4. Representacdo das formas que o eritrocito pode assumir: (A) discécitos, (B) equindécitos
(forma reversivel) e (C) esferécitos (forma irreversivel).

OB o

A B C

Fonte: Adaptado de: Hematology Outlines.com.

3.5 O METABOLISMO ENERGETICO E OXIDATIVO NOS ERITROCITOS
HUMANOS

Como mencionado anteriormente, as células vermelhas maduras precisam de
energia para desempenhar bem sua funcédo de transporte de gases e manter sua
integridade fisica. Além disso, a energia € necessaria na defesa contra a oxidacao
de suas biomoléculas. Isso porque, devido a pressdo osmotica dos eritrocitos ser
maior que a do plasma, a integridade da membrana € mantida por uma intensa troca
de ions sodio e potassio, num transporte ativo (dependente de ATP) realizado pela
bomba Na*/K* ATPase (NAKAO, 1960; EDGREEN et al., 2010; LACROIX & TUCCI,
2011; RINALDUCCI et al., 2011; D’ALESSANDRO et al., 2012; GRAZZINI &
VAGLIO, 2012).

Como a glicose pode atravessar com facilidade a membrana plasmatica é,
portanto, a principal fonte energética dos eritrocitos. O metabolismo energético dos
eritrocitos depende da glicolise conhecida no caso dessas células como via de
Embden-Meyerhof, do tipo ndo-oxidativa e que interliga trés vias menores: (1) a via

Fosfogluconato (ou via das pentoses) do tipo oxidativa, (2) a via de Meta-
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hemoglobina Redutase e (3) avia de Rapoport-Luebering (RAPOPORT, et al.,
1976; MULQUINEY, 1999; WIBACK, 2002). Em condi¢cées normais, 90% da glicose
gue entra na célula sdo metabolizados pela glicélise e o restante pela via das
pentoses. Entretanto, em situacdes de estresse oxidativo, a situacdo metabdlica é
invertida (LEE et al., 1999).

O catabolismo da glicose depende do funcionamento de um sistema
enzimatico para producdo de trés produtos importantes para o eritrocito: duas
moléculas de ATP, duas moléculas de nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido
(NADH) e o 2,3 bisfosfoglicerato (2,3-BPG), através do desvio de Rapoport-
Luebering (HAMASAKI & YAMAMOTO, 2000). O ATP ¢ utilizado na ativacdo da
bomba de cations que mantém a forma e a capacidade de deformacéo da célula por
fosforilacdo da espectrina, além de modular a quantidade gerada de 2,3-BPG
(STIENE-MARTIN et al.,1998; HAMASAKI & YAMAMOTO, 2000). O NADH atua
como cofator enzimatico em algumas etapas da glicélise, e na reacdo de conversao
da meta-hemoglobina (MetHb) a hemoglobina (Hb), sendo util na prevencédo da
oxidacdo do ferro dos grupamentos heme, num processo mediado pela enzima
meta-hemoglobina redutase (MeSH) (RAPOPORT et al., 1976; KLINKEN, 2002). A
MetHb é a forma na qual a hemoglobina se encontra oxidada, cujo Fe®" do
grupamento heme esta oxidado ao estado férrico (Fe®") e, por isso, ndo consegue
se ligar ao oxigénio (O,). Além disso, neste caso, o Fe* provoca uma mudanca
alostérica no grupamento heme da Hb parcialmente oxidada, aumentando sua
afinidade pelo O, ligado e, dessa forma, a MetHb, prejudica a liberacdo de O, para
os tecidos (KERN & LANGEVIN, 2000; BARAKA et al., 2001; HAYMOND et al.,
2005). De um modo geral, qualquer agente oxidante pode provocar a formagéo de
MetHb e os sistemas redutores naturais mantém os niveis de MetHb abaixo de 2%
(JOHNSON, 2005; CHUI et al., 2005).

O sistema enzimatico que regula a glicolise parece ser constituido por trés
enzimas principais: a hexoquinase (HX), a fosfofrutoquinase (PFK) e a piruvato
quinase (PK). A regulagcdo da HX é realizada por seu produto, a glicose-6-fosfato
(G6P), que inibe a acdo da enzima, e pelo substrato, o ATP ligado a um ion
magnésio (ATP-Mg), que estimula a reacao (KLINKEN, 2002). Esta etapa da via &
irreversivel, pois mantém a glicose aprisionada no interior da célula ja que ao

adicionar um grupo fosfato a glicose, transforma-a numa molécula carregada



25

negativamente, impedindo-a de atravessar passivamente a membrana celular
(SHONAT & JOHNSON, 1997). J4 a PFK pode ser afetada pelo pH, cujo pH 6timo é
8,0. A atividade desta enzima tende a aumentar com a elevagdo do pH e a diminuir
com a queda deste. E a regulacdo da PK é realizada também por seu produto, o
ATP (GRIMES, 1980).

Durante a via de Embden-Meyerhof sdo consumidos dois mols de ATP para
cada mol de glicose a ser catabolizado. Entretanto quatro mols de ATP s&o gerados.
Assim, h& o rendimento de dois mols de ATP por mol de glicose. Além da reserva
energética, metabolitos essenciais a hemacia sdo gerados por vias assessorias a
via principal (RAPOPORT et al., 1976).

Pela via do Fosfogluconato, ou via das pentoses fosfato (Figura 5), a
enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), converte glicose-6-fosfato (glicose
6P) a 6-fosfogluconato (6PG), com producéo de nicotinamida-adeninadinucleotideo-
fosfato reduzido (NADPH) e glutationa reduzida (GSH). A GSH é conhecida como
sendo um importante agente protetor de processos oxidativos. O NADPH é gerado
como processo final da transformagédo do glutationa peroxidase (GPx) em GSH
(Figura 5) (RAPOPORT et al.,1976). Dessa forma, a importancia de NADPH no
meio esta ha manutencao dos niveis de GSH no eritrgcito, que € uma das principais
fontes de defesa contra o ataque oxidativo (STIENE-MARTIN et al.,1998).
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Figura 5. Representacdo esquematica da via das pentoses fosfato.
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Fonte: Adaptado de MCMULLIN, 1999.

A via de Rapoport-Luebering € uma via alternativa entre o 1,3-
difosfoglicerato (1,3-DPG) e o 3-fosfoglicerato (3-PG), que apesar de diminuir o
rendimento de producdo de ATP, gera o 2,3-bifosfoglicerato (2,3-BPG), um
metabdlito essencial ao mecanismo de liberacdo de oxigénio que esta fixado a
hemoglobina. Pela acdo de uma fosfatase, o 2,3-BPG € modificado a 3-
Fosfoglicerato que pode, portanto, dar continuidade as etapas subsequentes da via
de Embden-Meyerhof (Figura 6). Estima-se que em condigbes de estresse
oxidativo até cerca de 90% da glicose consumida é metabolizado pela via de
oxidacdo das pentoses, em resposta ao estresse (RAPOPORT et al., 1976; LEE,
1999).
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Figura 6. Representacdo esquematica da via glicolitica principal do metabolismo energético
eritrocitario (via de Embden-Meyerhof) e do desvio de Rapoport-Luebering, redutor de 2,3-BPG.
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O 2,3-BPG, proveniente da via de Rapoport-Luebering, se liga
reversivelmente a hemoglobina entre as duas globinas betas. A remocao do 2,3-
BPG permite a fixacdo e transporte do oxigénio pela hemoglobina. Quando o
oxigénio € liberado no tecido a ser oxigenado o 2,3-BPG torna a se ligar a
hemoglobina, num equilibrio controlado pela pressdo de oxigénio na corrente
sanguinea (assim como mostra a Figura 7) (MULQUINEY, 1999; WIBACK, 2002).
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Figura 7. Representacdo esquematica da sequéncia de estagios da oxigenacédo da hemoglobina. (A)
Hb desoxigenada; (B) e (C) fixacdo de O, por globinas alfa; (D) e (E) fixacdo de O, por globinas e
deslocamento de 2,3-BPG, representado pela seta cinza.

Fonte: Adaptado de http://hemoglobinopatias.com.br/fisiologia-da-oxigenacao/.

3.6 ESTRESSE OXIDATIVO NOS ERITROCITOS HUMANOS

De um modo geral, o oxigénio pode dar origem a diversas espécies reativas,
seja por absorcao de energia ou por transferéncia de elétrons. Entre as principais
espécies reativas de oxigénio (ROS) estdo: o peréxido de hidrogénio (H20;), o anion
radical superéxido (O,"), o radical hidroxila (HO"), os radicais peroxila (RO, além
do O6xido nitrico (NO) e o oxigénio singleto (ASLAN; THORNLEY-BROWN;
FREEMAN, 2000).

As ROS séo formadas principalmente a partir da reducéo do oxigénio a agua
(Eq.1). Nesta via, ha a entrada de 4 elétrons na molécula de oxigénio promovendo o
aparecimento do O,", H,O, e HO’, intermediarios parcialmente reduzidos do
oxigénio molecular, conforme o esquema apresentado na equacao abaixo (HEBBEL
et al., 1982; LUTZ & BOGDANOVA, 2013):

0, - 0,'—> H,0, - HO" — H,0 Eq. 1

A dismutacdo do O, gera quantidades excessivas de H;0O,. O principal

problema é que, enquanto o O," precisa passar pelos canais idnicos, o H,O, pode

atravessar a membrana com a mesma facilidade da agua e ao receber mais um

elétron, normalmente proveniente do ferro da Hb, origina o0 HO", como descrito pela

reacdo de Fenton (Eq. 2) (HEBBEL et al., 1982; NAOUM, 1996; LIMA & ABDALLA,
2001):

Fe*" + H,0, — Fe* + OH + OH’ Eq. 2
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E o OH’, é considerado a ROS mais reativa em sistemas bioldgicos, pois
necessita apenas de mais um elétron para se estabilizar. Para que este tipo de ROS
possa se estabilizar, necessita doar ou receber elétrons de outra molécula
(exemplos: lipideos e proteinas) (NEPOMUCENO et al.,, 1997; TEDESCO et al.,
2000; LIMA & ABDALLA, 2001).

Normalmente, 0 estresse oxidativo acontece principalmente devido ao
desequilibrio entre a producdo desses radicais livres e sua remog¢do por agentes
antioxidantes. O sangue humano estd permanentemente exposto ao estresse
oxidativo e, este € um fator importante no envelhecimento eritrocitario (LEWIN &
POPOV, 1994; RIFKIND & NAGABABU, 2013). A susceptibilidade a formacéo de
ROS dos eritrécitos é grande, uma vez que, eles sdo células aerbbicas
transportadoras de oxigénio. A principal fonte de radicais livres nestas células esta
associada a proteina carreadora de O,, a hemoglobina, que ao se auto-oxidar, pode
produzir o radical superéxido (O,") (CLEMENS & WALER, 1987; CIMEN et al.,
2008). Esta reacdo € acompanhada da oxidacao da Hb para MetHb (CIMEN et al.,
2008). A acumulacdo gradual de hemoglobinas oxidadas ocorre com o
envelhecimento eritrocitario (RIFKIND & NAGABABU, 2013). De um modo geral, o
estresse oxidativo afeta a membrana plasmatica eritrocitaria com o desenvolvimento
da peroxidacéo lipidica, oxidacdo e inativacdo de proteinas [ao oxidar seus grupos
sulfidrilas (-SH) e/ou as pontes dissulfeto (-SS-)] (TEDESCO et al., 2000; CIMEN et
al., 2008).

Se sob as condi¢des normais os eritrcitos ja sao susceptiveis a formacéao de
ROS, sob as condicbes de armazenamento (estocagem na presenca de solucdes
preservantes, refrigerados a 1 — 6 °C de 35 a 42 dias), ocorre o0 aumento dos fatores
gue contribuem para o estresse oxidativo. Dentre outros aspectos, ao longo da
estocagem, os eritrécitos enfrentam uma rapida queda da taxa glicolitica e passam
por um acumulo de produtos finais da glicolise. Estudos demonstram que em
condi¢cdes normais ao longo do armazenamento, ha um acumulo de ROS e de
produtos da peroxidagdo, aumento dos niveis de malonaldeido (MDA), produtos
inflamatorios e carboxilacdo de proteinas (GEVI et al., 2012; D’ALESSANDRO et al.,
2012). Estes processos oxidativos aumentados estdo relacionados as lesdes de

estoque verificadas nos eritrocitos armazenados (NIKI et al., 1988; BOSMAN et al.,
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2008), havendo indicios de que eles aceleraram o0 envelhecimento celular
(BOSMAN et al., 2008).

3.7 SISTEMA ANTIOXIDANTE NATURAL DO SANGUE
A exposicdo permanente do sangue ao estresse oxidativo requer uma
capacidade antioxidante eficaz (MOHANTY et al., 2014). Em condi¢des de equilibrio
nos eritrocitos, quando o nivel de oxidacdo ultrapassa o limite aceitavel, lanca-se
mao de moléculas antioxidantes que limitam esse estresse oxidativo. Essas
moléculas antioxidantes atuando minimizam os danos causados a macromoléculas,
pois combatem os radicais livres presentes no microambiente, antes mesmo que
estes possam causar uma lesdo, ou até mesmo inibindo a produ¢do dos mesmos
(MOHANTY et al., 2014). E este mecanismo de defesa antioxidante, que permite ao
eritrocito resistir aos ataques oxidativos, impedindo a peroxidacao lipidica acelerada
e outros danos celulares, tais como a inativagcéo proteica (TEDESCO et al., 2000).
No sangue ha dois sistemas antioxidantes classificados em: enzimatico e ndo
enziméatico. O sistema antioxidante enzimético € representado, principalmente, pelas
enzimas antioxidantes: a superoxido dismutase (SOD) que catalisa a dismutacdo do

anion radical superoxido (O,") a peréxido de hidrogénio (H.0,) e oxigénio (O,):
202" + 2H* SO0, H02 + O Eq. 3
J& a catalase (CAT) atua na decomposicao de H,O, a O; e H,0:

H-O-> + H20-2 _CAT, H-O + H,O + O Eq. 4

Ainda ha a glutationa peroxidase (GPx) que junto com a glutationa (GSH)

atuam sobre os peréxidos em geral (CIMEN et al., 2008)

GSH + GSH + H0, —SP%, H0 + H,0 +GSSG,  Eq.5

sendo, a GSSG a glutationa oxidada (DURAK, et al., 2001).

O sistema antioxidante n&o enzimatico consiste dentre outros, na GSH,
principal antioxidante intracelular, na vitamina E, a qual atua bloqueando a etapa de
propagacdo da peroxidagdo lipidica principalmente dos &cidos graxos poli-
insaturados das membranas, e na vitamina C, a qual atua diretamente como

antioxidante sobre ROS no ambiente aquoso, impedindo a iniciacdo da peroxidacéao
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lipidica e oxidacdo proteica, ou indiretamente por regenerar a vitamina E
(VASCONCELOS et al., 2007).

Ha também outros antioxidantes do sistema n&o enzimatico que se pode
citar: o acido urico, o acido tanico, o p-caroteno, além de proteinas de transporte de
jons de metais de transicdo, como a transferrina (transporte do ferro) e a
ceruloplasmina (VASCONCELOS et al., 2007).

O sistema antioxidante enzimatico e a glutationa agem predominantemente
no meio intracelular, enquanto que o sistema ndo enzimético predomina no meio
extracelular, no plasma, evidenciando o importante papel desse meio na prevencgao
do estresse oxidativo dos eritrocitos (VASCONCELOS et al., 2007).

3.8 VITAMINAS Ee C

A atividade antioxidante da vitamina E € eficaz para inibir a formacdo de
radicais livres, minimizando a peroxidacdo lipidica em varios sistemas biolégicos
diferentes (ALDANA et al., 2001; GIRAY et al.,, 2001; KALENDER et al., 2005;
ERASLAN et al., 2007). Sendo esta vitamina lipofilica, normalmente interage com as
membranas biologicas, nas quais atuam bloqueando a etapa de propagacdo da
peroxidacao lipidica. Ela intercepta na formacdo do radical peroxila, resultando na
formacéao do radical tocoferila (BUETTNER, 1993; GAETKE & CHOW, 2003).

Por outro lado, a vitamina C, hidrofilica, cuja forma ativa é o ascorbato, € um
antioxidante natural presente no plasma sanguineo, que evita o aumento da
producdo de radicais livres, a fim de minimizar os danos oxidativos nos varios
componentes celulares e teciduais (SIES et al.,, 1992). Ela pode atuar nas
membranas celulares diretamente, impedindo o inicio da oxidacéo, e indiretamente
na peroxidacao lipidica, por regenerar a vitamina E (HALLIWELL, 2014).

As vitaminas E e C tém recebido atencdo na hematologia e na hemoterapia.
Estudos com suplementacédo de vitaminas C e E a pacientes e doadores, estudos in
vitro com eritrocitos submetidos a agentes oxidantes e tratados com essas
vitaminas, e a adi¢cdo de vitamina C a concentrados de hemacias tém demonstrado
potencial para a reducdo do estresse oxidativo e apontam essas vitaminas como
alternativas ao aprimoramento de procedimentos nessas areas (KNIGHT et. al.,
1993; RACKEL et al., 1997; PFEIFER et al., 2008; SUN et al., 2012; EROGLU et al.,
2013; MADHIKARMI & MURTHY, 2014).
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A literatura demonstra que, pacientes com f-talassemia intermediaria,
geralmente apresentam niveis plasmaticos de ROS e substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS) estatisticamente diferentes em comparacdo com pessoas
saudaveis, no entanto quando suplementados com vitamina E, apresentam uma
reducdo significativa desses niveis. Ja o0s niveis de GSH elevam-se
significativamente, ou seja, a vitamina E reduz o estresse oxidativo nesses
pacientes (PFEIFER et al., 2008). Também foi demonstrado que pessoas de meia
idade e idosos (ca. 40 — 65 anos), que naturalmente estdo mais sujeitos a niveis
elevados de estresse oxidativo, quando suplementados com vitamina E reduziram
0s niveis plasmaticos de ROS, hemdlise, bem como melhoraram a fluidez da
bicamada lipidica (SUN et al., 2012).

Quando a suplementacdo com vitamina E € associada a vitamina C é
possivel observar acdes antioxidantes. Paciente anémicos por deficiéncia de ferro,
submetidos a uma suplementacdo com vitamina E e C, apresentaram reducdo do
estresse oxidativo, além de um aumento nos niveis de vitaminas antioxidantes,
sugerindo que a suplementacdo com essas vitaminas poderiam prevenir os danos
oxidativos nesses pacientes (MADHIKARMI & MURTHY, 2014).

Na area da hemoterapia, a suplementacédo oral com as vitaminas E e C, para
doadores de sangue, diminui significativamente a peroxidacéo lipidica tanto em CHs
irradiados, quanto nos CHs ndo irradiados (KNIGHT et. al., 1993), supondo-se que
isso pode melhorar parametros eritrocitarios importantes relacionados aos danos
promovidos pelos radicais livres durante o armazenamento. Sugere-se, portanto,
gue a suplementacdo oral com essas vitaminas antioxidantes pode expandir a
longevidade e melhorar a viabilidade dos globulos vermelhos armazenados
(KNIGHT et. al., 1993).

Estudos com vitamina C sozinha, com o objetivo de encontrar alternativas
para aprimorar o armazenamento de CHs CPD/AS-5, demonstraram que a adi¢ao
desta pode melhorar a fragilidade mecanica da membrana e diminuir a hemolise no
final do periodo de armazenamento (RAVAL, 2013). Ademais, a adicdo desta
vitamina juntamente com a N-acetil cisteina (que atua indiretamente como
antioxidante, por promover a biossintese de glutationa no organismo) em CHs
estocados, caracterizados pelo acumulo de malonaldeido e pela hemdlise, foi eficaz

também na diminuicdo do estresse oxidativo (PALLOTA et al., 2014).
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3.9 POLIFOSFATO

Os polifosfatos s&o polimeros inorganicos lineares de fons ortofosfatos (PO4>)
pertencentes ao grupo dos fosfatos condensados (RAO et al., 2009). Possuem
férmula geral [PO37,, sendo n o grau de polimerizacéo (Figura 8). Em pH fisiologico,
cada unidade tem uma carga negativa monovalente e, assim, 0s polimeros séo
aniénicos (SMITH et al., 2006). Os polifosfatos sdo encontrados em todas as células
de mamiferos e em outros seres vivos nos lisossomos, granulos densos,
mitocéndrias e até no nucleo. O comprimento do polimero varia de célula para
célula e em diferentes organismos, podendo conter n na ordem de 10° Em
bactérias podem haver até milhares de unidades de fosfato (KOMBERG et al., 1999;
KULAEV et al., 2004; BROWN & KOMBERG 2008). Os polifosfatos também podem
ser obtidos sinteticamente com n variando de 2 a 300 mondémeros polimerizados
(KULAEV et al., 2004).

Figura 8. Estrutura molecular de uma cadeia de polifosfato [PO3],, com n = 9.
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Fonte: Jovino, 2011.

Os polifosfatos séo fontes de energia com reciprocidade de conversao com o
ATP, que ocorre por meio de enzimas transferases e hidrolases (KULAEV &
KULAKOVSKAYA, 2000). A hidrélise de ligacbes P-O-P em polifosfatos lineares
libera energia de aproximadamente 10 kcal/mol, semelhante a quantidade de
energia liberada pela hidrélise do grupo fosfoérico terminal do ATP (KULAEV et al.,
2004).

Em muitas espécies, os polifosfatos tém sido associados a resisténcia ao
estresse oxidativo. Os polifosfatos atuam protegendo proteinas da acao oxidativa
impedindo a sua agregacdo (GRAY & JACOB, 2015), como quelante de metal,
facilitando a desintoxicacdo do superdoxido (HOTHORN et al., 2009; REDDI et al.,
2009), e promovendo a exportacdo de metais téxicos ativos (REMONSELLEZ et al.,
2006; GRILLO-PUERTAS et al., 2014).
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Outros estudos ainda evidenciam que os polifosfatos protegem contra a
reacdo de Fenton, na qual o H,O, interage com fons metélicos como Fe?* e gera o
radical hidroxila (HO"), considerado a ROS mais reativa em sistemas biol6gicos. A
reacdo de Fenton é um dos principais processos oxidativos eritrocitarios devido ao
ferro da hemoglobina (RICHTER & FISCHER, 2006; RACHMILOVICH-CALIS, et al.,
2011).

Fazendo uma analogia dos ions fosfatos dos polifosfatos com os dos ATP e
ADP, pode-se também evidenciar mecanismos antioxidantes. Isto € demonstrado
nos estudos com sangue total sob condi¢cdes de estresse oxidativo, nos quais 0s
ions fosfatos dos nucleotideos, ATP e ADP, sdo os responsaveis por atividade
antioxidante, inibindo a formacdo do radical 5,5-dimethyl-1-pyrroline N-oxide
(DMPO-OH) (SWENNEN et al., 2006; RICHTER & FISCHER, 2003). Os polifosfatos
também possuem uma atividade tamponante, sendo capaz de neutralizar alcalis no
interior das células (KORNBERG et al., 1999), outra caracteristica que poderia
beneficiar os CHs que em geral sofrem reducdo do pH ao longo do periodo de seu
armazenamento.

Os granulos densos de plaquetas ativadas liberam polifosfato (RUIZ, et al.,
2004). Estudos demonstraram que o polifosfato liberado pelas plaquetas tem
atividade pro-trombotica e pro-inflamatoria (SMITH, et al, 2006). Contudo, o efeito
do polifosfato sobre a coagulacao é dependente da concentracdo e do tamanho da
cadeia, ocorrendo em cadeias a partir de 25 fosfatos monoméricos condensados, e
sendo mais significativo em cadeias maiores que 75 fosfatos. Os de tamanho entre
60 e 100 unidades aceleram a ativacdo mediada pela trombina e pelo Fator V,
enquanto que os de maior tamanho medeiam a coagulacdo por meio da ativagao de
contato com o Fator XII e aumenta a polimerizacdo da fibrina (SMITH et al, 2006).

Os polifosfatos sdo também utilizados como conservantes pela industria
farmacéutica e alimenticia, e atuam retardando a oxidagcéo de gorduras insaturadas,
inibindo o crescimento microbiano e promovendo a maturacdo de alimentos carneos
(DALMAS, 2004). Além disso, foram sugeridos como fonte alternativa de fésforo em
formulacdes para nutricdo parenteral (PEREIRA, 2004). Destacam-se, portanto, por
seu potencial antioxidante sobre proteinas, bactericida, propriedade tamponante,
fonte de fosforo, acdo quelante sobre ions bivalentes, e estabilizante de um modo
geral (HOURANT, 2004; KIM, 2004; GRAY & JACOB, 2015).
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Estudos sobre administracdo parenteral demonstram que o polifosfato sofre
hidrolise na circulacdo sanguinea e sua excrecao ocorre principalmente por via
urinéria. Obedecendo-se os limites de concentracao corporea indicados (70 mg/Kg),
0 uso de polifosfatos em alimentos e produtos farmacéuticos ndo oferece riscos
significativos a saude (OMS, 1974; WEINER et al., 2001).

3.10 O CONCENTRADO DE HEMACIAS

O concentrado de hemécias (CHs) € um hemocomponente amplamente
utilizado nas praticas clinicas. E uma suspens&o de eritrocitos obtida a partir de uma
unidade de sangue total (ST) da qual grande parte do plasma, aproximadamente
80%, € retirado. Como a maior parte desse plasma é retirada, perde-se nao
somente grande parte do fornecimento energético, como também das substancias
atuantes nos mecanismos antioxidativos presentes neste. O CPD-SAGM (Citrato
Fosfato Dextrose — Salina Adenina Guanina e Manitol) € a solu¢do preservante mais
utilizada nos bancos de sangue atualmente. Esta solu¢cado permite o armazenamento
de CH por até 42 dias (GRIMES, 1980; CERELLI et al., 2015).

Ha pelo menos duas formas de obtencdo de CHs: a forma convencional e a
forma denominada buffy-coat, ambas baseadas na técnica de centrifugacao
refrigerada do sangue total (como mostra a Figura 9 A) em funcdo da diferenca de
tamanho e densidade dos seus elementos. O concentrado de hemécias por ser a
porcdo mais densa, deposita-se no fundo da bolsa de sangue centrifugada (Figura 9
B). Na técnica convencional, a mais utilizada nos bancos de sangue, o plasma rico
em plaquetas é extraido e novamente centrifugado numa rotacdo mais elevada para
a obtencéo do concentrado de plaquetas e plasma pobre em plaguetas, ou plasma
fresco (Figura 9 C). Na outra técnica, uma camada leuco-plaquetéria (buffy-coat) se
forma sobre as hemacias e o plasma sobrenadante pobre em plaquetas € extraido
para uma bolsa satélite (CAIRUTAS, 1985; CERELLI et al., 2015). Obtidos os CHs,
estes sdo armazenados em camara fria a cerca de 4 °C por um tempo variavel (35 —
42 dias), de acordo com a solu¢cdo empregada (SHI & NESS, 1999; CERELLI, et al.,
2015).

A decisao de transfundir eritrocitos deve ser baseada em uma avaliagdo dos
riscos da anemia contra os riscos da transfuséo (POLK et al., 1995). A transfuséo de

CHs é indicada no tratamento de casos de hipovolemia e anemia. Como na maioria
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dos casos de anemia, os tratamentos medicamentosos controlam a situagao,
apenas nos casos com valores de hemoglobina muito baixos o CH devera ser
indicado (LEE et al., 1999).

A divisdo do sangue em hemocomponentes tem limitado o uso de sangue
total para poucas condi¢cdes clinicas. O uso de sangue total fresco ndo é mais
aceito, devendo ser evitado na hemoterapia atual. Ele apenas devera ser usado nos
casos em que tenha ocorrido perda superior a 30% da volemia. Todavia, essas
hemorragias também poderdo ser repostas com a transfusédo de glébulos vermelhos
e solucdes eletroliticas e/ou coloidais, que possam repor a volemia (MURPHY et al.,
2001; RAZOUK et al., 2004).

Entre as vantagens dos CHs frente ao sangue total tem-se a mesma
capacidade de oxigenacao tecidual com metade do volume transfundido e reducao
da concentracdo de isoaglutininas (Anti-A e Anti-B) (RAZOUK, 2004). Os CHs para
transfusdo deveriam, preferencialmente, estar livres de plaguetas ou leucdécitos
funcionais para minimizar a possibilidade de ocorréncia de reacbes poés
transfusionais. As reacgfes clinicas adversas do uso do CH sdao: reacdes febris,
urticaria e outras reacdes cutaneas, aloimunizacdo, reacfes hemoliticas, injuria
pulmonar aguda relacionada a transfusdo (TRALI), contaminacdo por agentes

biolégicos, entre outras (KLEIN et al., 2007).

Figura 9. llustragdo do processo convencional de obtengcdo de concentrados de hemacias (CH) a
partir do sangue total (ST). (A) O ST é coletado. (B) Apdés uma centrifugacao, € possivel separar as
fases de hemocomponentes. (C) Extracdo do sobrenadante, o plasma rico em plaquetas e obtencéo
de concentrado de hemécias.

A B C

Fonte: o autor.

As bolsas utilizadas na coleta e obtencdo dos hemocomponentes sao

confeccionadas em policloreto de vinil (PVC) e plastificantes que permitem troca
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gasosa entre o interior da bolsa e o meio externo (PIERRE, 1981; CERELLI, et al.,
2015).

3.11 SOLUCOES PRESERVANTES

Muitos foram os avancos nos estudos de preservagdo de eritrocitos para fins
transfusionais visando estabelecer uma melhor maneira de garantir um bom
rendimento com menores efeitos colaterais, isto é, garantir a integridade fisica e
funcional na circulagdo sanguinea do receptor. Um dos primeiros passos na
preservacdo do sangue foi o armazenamento em condi¢cdo hipotérmica, com
temperatura abaixo da fisiolégica e mais alta que a do ponto de congelamento
(GAMBERO et al., 2004). Nestas condi¢cdes, sao inibidos processos metabolicos
dependentes de temperatura, que esgotariam metabdlitos celulares criticos e
acumulariam danos as células (HOGMAN et al.,1991).

Com a descoberta do citrato de s6dio como um anticoagulante em 1914 por
Hustin, e glicose como um conservante em 1916 por Rous e Turner, as primeiras
solucbes conservantes utilizadas continham elevada concentracdo desses
elementos (MOLLISON et al., 2000; LOUTIT et al., 1943). A primeira solucdo
preservante padrdo continha acido citrico, citrato de sédio e dextrose e era
conhecida por ACD, permitindo a preservacdo dos eritrocitos até 21 dias
(GAMBERO et al., 2004).

Com a adicdo do ion fosfato, substrato para sintese de ATP e 2,3-BPG,
gerou-se um efeito tamponante, retardando a acidificacdo do meio. Assim, hemacias
estocadas em CPD (solucéo citrato de sodio-fosfato-dextrose) séo viaveis por até 28
dias (MOORE et al., 1987). Estas solu¢cdes eram utilizadas para a obtencdo e
preservacao do Sangue Total (ST), entretanto, mais tarde, com a separacdo do ST
em hemocomponentes, passou-se a armazenar 0s eritrocitos em CHs, com
hematocrito entre 50 e 80% e, dessa forma, outras exigéncias foram estabelecidas
(HOGMAN & MERYMAN, 2006).

Adicionou-se entdo a adenina a composi¢cdo da solu¢do, que se mostrou
benéfico & manutencéo dos niveis de ATP. Assim, as solugbes do tipo CPDA;
(solucao citrato de sodio-fosfato-dextrose-adenina) aumentaram em até 7 dias a

durabilidade celular, se comparadas com CPD. Dessa forma, foi possivel armazenar
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CH ao longo de 35 dias com essa solucao e, por isso, € muito utilizada nos servigos
de hemoterapia (GIBSON, 1957; GREENWALT, 1990; NAKAO, 1960).

A solucéo preservante mais utilizada, o CPD-SAGM, (HESS & GREENWALT,
2002), contém solucéo de cloreto de sodio, adenina, glicose, manitol. A adenina
aumenta a concentracdo de adenilatos e muda as condi¢cdes de equilibrio em
direcdo a producdo de ATP, sendo que a energia para a primeira metade da via
glicolitica e a integridade da membrana sdo mantidas. A glicose é fonte de nutriente,
enquanto que o manitol e o citrato de sédio sdo estabilizadores da membrana
(HOGMAN, 1987). O fosfato inorganico atua corrigindo o pH, continuamente
decrescente, e como substrato para a sintese de 2,3-BPG. Essa solucao trouxe a
vantagem de manter o CH por até 42 dias. Neste trabalho foram avaliados CHs até
o0 35° dia de estocagem, quando se constata maior evidéncia da perda de
propriedades eritrocitarias.

Para que a transfusdo sanguinea seja realizada com seguranca e eficacia, os
CHs devem estar enquadrados nos critérios avaliativos de controle de qualidade
(LACROIX & TUCCI, 2011). Este controle, no Brasil, deve-se seguir as
especificacdes contidas na resolucdo de diretoria colegiada (RDC) N° 57 de 2010.
Os fatores a serem avaliados e seus respectivos parametros aceitaveis, de acordo
com a RDC, estéo representados na Tabela 1 e inclui volume, hematdcrito, teor de
hemoglobina, grau de hemdlise e teste microbioldgico (RESOLUCAO RDC n° 57,
2010).

Tabela 1. Especificacfes para a garantia da qualidade das unidades de concentrados de eritrécitos
do ministério da salde de acordo com a RDC n° 57 de 2010.

Controle de Qualidade de Concentrados de Hemacias

Valores Padréao

Volume + 50 mL

Hemoglobina > 45 g/unidade

Hematdcrito 50 a 80%

Grau de hemolise < 0,8 da massa eritrocitaria (no ultimo dia

de armazenamento)

Esterilidade Estéril (microbiolégico negativo)




39

3.12 METABOLISMO ERITROCITARIO E LESOES DE ESTOQUE

Ao longo do armazenamento, os eritrocitos sofrem algumas alteracdes, que
podem eventualmente gerar danos irreversiveis e reduzir a sobrevida pos-
transfusional (SPT), mesmo a 4 °C (ALMIZRAQ et al., 2013). Essas células quando
estocadas se encontram em condi¢cfes bastante diferentes da circulacdo sanguinea
normal. Sendo assim, o metabolismo nessas condi¢cdes, esta relacionado a
temperatura e as solugdes anticoagulantes e aditivas (HOGMAN & MERYMAN,
2006, LIUMBRUNO; JAMES; AUBUCHON, 2010; KIM-SHAPIRO; LEE; GLADWIN,
2011; GRAZZINI & VAGLIO, 2012; ALMIZRAQ et al., 2013).

Ao longo desse periodo, o eritrocito estimula a glicélise para a producao de
ATP. Com o0 consumo e consequente decréscimo na quantidade de glicose na
solucdo preservante, ocorre uma crise de ATP, num processo conhecido como
deplecdo metabdlica (Tabela 2). Isso resulta no acumulo de lactato produzido pela
via glicolitica e consequentemente na reducédo gradativa do pH do meio (Tabela 2) e
dessa forma, muitas enzimas reduzem suas atuacfes nos processos metabolicos
(HESS & GREENWALT, 2002; LIUMBRUNO; JAMES; AUBUCHON, 2010; KIM-
SHAPIRO; LEE; GLADWIN, 2011; GRAZZINI &VAGLIO, 2012).

Tabela 2. Alteracdes observadas em CHs antes e apds a estocagem prolongada por 42 dias.

Constituintes Pré Pés
pH 6,8 6,4
ATP (mmol/g Hb) 4,1 2,9
2,3-BPG (mmol/g Hb) 9,0 0,3
K+ (mEg/L) 2,4 63,0
Hb livre (mg/dL) 9,0 372,0
Hemodlise (%) 0,0 0,61

Fonte: Adaptado de ZUBAIR, 2010.

Para manter a forma discoide e a integridade da membrana, o eritrécito
precisa de energia. E, por isso, a reducdo de ATP nas solucdes preservantes ao
final do periodo de estocagem contribui para a perda da morfologia desejavel dos
eritrocitos, 0s quais passam a apresentar diferentes formas, inclusive as de

esferocitos. O esferécito tende a romper a membrana liberando o seu conteddo no
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meio e elevando a concentracdo de hemoglobina extracelular, num processo
conhecido como hemolise (LEONART, 1994; D’ALESSANDRO et al., 2012;
GRAZZINI & VAGLIO, 2012). A reducdo nos niveis de ATP compromete a
deformabilidade celular (LACROIX & TUCCI, 2011; EDGREEN et al., 2010;
D’ALESSANDRO et al.,, 2012; GRAZZINI & VAGLIO, 2012). A deficiéncia das
ATPases e a queda exponencial de ATP promovem faléncia da bomba Na'/K",
provocando perda da resisténcia osmotica e a inversdo na concentracdo de potassio
intracelular e sédio extracelular, resultando na elevagéo do grau de hemdlise. Ainda,
por caréncia de ATP, a faléncia da bomba Ca?*/Mg®*-ATPase resulta no acimulo de
fons calcio (Ca®"), tendo como consequéncia a desestabilizacdo da estrutura
fosfolipidica da membrana celular (WOLFE,1985; GRAZZINI & VAGLIO, 2012).

Ocorre também, durante o periodo de armazenamento de CHs, uma rapida
reducdo nas concentracdes de 2,3-BPG por supressdao da via de Rapoport-
Luebering, para um aumento do rendimento da via principal de producdo de ATP,
na tentativa de manter as fungfes biolégicas dependentes de energia (Tabela 2)
(LIUMBRUNO et al., 2010; GRAZZINI & VAGLIO, 2012).

A prépria diminuicdo dos niveis de 2,3-BPG contribui para a deficiéncia de
ATP, ja que em pH acido este se fixa preferencialmente & hemoglobina néo ligada
do que ao 2,3-BPG. Com isso hd uma diminuigdo na quantidade de ATP disponivel
para as bombas de membrana e se mantém a via energética principal (VALTIS,
1954; DERN, 1967; D’ALESSANDRO et al., 2012; GRAZZINI & VAGLIO, 2012).
Essa reducdo dos niveis de 2,3-BPG aumenta a afinidade da hemoglobina pelo
oxigénio, de tal forma que dificulta sua liberacdo e oxigenacédo dos tecidos apds a
transfusdo (CAIRUTAS, 1985, LIUMBRUNO et al., 2010; GRAZZINI & VAGLIO,
2012).

Essas lesdes de estocagem causam a reducédo do rendimento transfusional.
E, por isso, a transfusdo de eritrocitos armazenados por um longo periodo de
estocagem esta associada a um aumento da morbidade e mortalidade de pacientes
transfundidos e em pos-operatorio (KOCH et al.,, 2008; AUBRON et al.,, 2012;
WANG et al., 2012; RELUBRE & VINCENT, 2013; SOLOMON et al., 2013).

Além da deplecédo metabdlica, essas alteracbes podem ser promovidas pelos
processos oxidativos. Um dos motivos provaveis para o desenvolvimento e

acumulacdes de lesdes oxidativas em CHs é a reducdo da atividade do sistema de
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defesa antioxidante, pois grande parte desse sistema é perdida com a extracdo do
plasma, deixando os eritrécitos mais vulneraveis aos ataques das ROS. Alguns
autores afirmam que o estresse oxidativo € acompanhado de desestabilizacdo da
membrana celular resultando numa reducdo da deformabilidade da hemacia,
aumento da fragilidade osmoética e predisposicdo para mudancas de forma e
fragmentacdo celular (EDGREEN et al., 2010; LACROIX & TUCCI, 2011;
RINALDUCCI et al.,, 2011; D’ALESSANDRO et al., 2012; GRAZZINI & VAGLIO,
2012).

Das lesGes de estoque, algumas chamam a atencdo: (i) a diminuicdo da
deformabilidade celular, (ii) o0 aumento do volume celular, (iii) a perda da morfologia
bicbncava, (iv) a hemdlise e até mesmo (v) a diminuicdo do potencial zeta (SILVA et
al., 2012). A reducao da capacidade das hemacias se deformarem e as tendéncias
a uma maior agregacao celular sdo consequéncias da perda dessas propriedades
eritrocitarias citadas anteriormente (SILVA et al., 2012, LACROIX & TUCCI, 2011,
EDGREEN et al., 2010; D’ALESSANDRO et al., 2012; GRAZZINI & VAGLIO, 2012).
A diminuicdo da deformabilidade ao longo do periodo de estocagem pode reduzir o
rendimento transfusional e estudos prévios demonstraram que essa propriedade
nos eritrocitos estocados independe do sexo do doador (DALY et al., 2014). Ja a
diminuicdo do potencial zeta estd relacionada a uma maior agregabilidade
intercelular (SILVA et al., 2012). Estudos desse tipo mantém ativa a discusséo sobre
o impacto clinico das lesGes de armazenamento nos procedimentos transfusionais
(ZUBAIR, 2010; LEE & GLADWIN, 2010; RINALDUCCI et al., 2011; KIM-SHAPIRO;
LEE; GRAZZINI &VAGLIO, 2012). Por isso, trabalhos que contribuam para a
diminuicdo das lesdes de estocagem sao importantes na hemoterapia, buscando
estabelecer alternativas para melhorar a conservacdo das propriedades

fundamentais eritrocitarias ao longo do armazenamento.

3.13 NANOEMULSOES

Devido a natureza lipossoluvel da vitamina E, a mistura deste composto em
CHs se daré através do processo de emulsificacdo, por causa da grande quantidade
de agua presente no meio. Para isso, faz-se necessario o emprego de tensoativos
biocompativeis como, por exemplo, fosfolipideos e polisorbatos em quantidades

adequadas para promover a emulsificacdo sem sua desestabilizacdo ap0s a mistura



42

no CH. Como consequéncia da adicao de tensoativos em quantidades significativas,
0 sistema podera formar emulsdes de dimensdes nanométricas (YILMAZ &
BORCHERT, 2006; MCCLEMENTS, 2012).

As nanoemulsBes, como sdo chamadas, sdo sistemas constituidos de
glébulos de tamanho reduzido, com raio que varia entre 50 e 200 nm,
aproximadamente 100 vezes menor do que o tamanho médio das goticulas das
emulsbes, que é em torno de 1 — 10 um (LANGEVIN, 1988; KAWAKAMI et al.,
2002; FORMARIZ et al.,, 2006; SILVA et al., 2010). Devido a capacidade de
incorporar grande quantidade de substancias lipofilicas, para nanoemulsdes do tipo
0leo em agua (O/A), tornam-se importantes veiculos de compostos apolares na sua
face interna quando aplicada a organismos vivos (HO et al., 1996; KAWAKAMI et
al., 2002; FORMARIZ et al., 2006; SILVA et al., 2010). Esses sistemas atuam na
solubilizacdo e modificam a biodisponibilidade das moléculas de interesse, por
permitir a liberacdo por tempo relativamente prolongado, além de viabilizar a
aplicacdo de compostos por vias de administracdo que seriam inviaveis caso nao
houvesse a nanoemulsificacdo, dentre essas, as vias parenterais (BAKER et al.,
1984; CONSTANTINIDES et al., 1995; TENJARLA et al, 1999; KAWAKAMI et al.,
2002; FORMARIZ et al., 2006; SILVA et al., 2010).

Descoberta por Hoar e Shulman, nanoemulsdo €é um sistema
termodinamicamente estavel composto por dois liquidos imisciveis, usualmente
agua e Oleo, estabilizados por um filme interfacial de tensoativos localizados na
interface oOleo/agua (ABOOFAZELI et al.,, 1993; CONSTANTINIDES et al., 2008).
Assim, a formulacdo de nanoemulsdes envolve a combinacédo de pelo menos trés
componentes: 6leo, agua e tensoativo, que diminui a tensdo superficial
(ABOOFAZELI et al., 1993; CONSTANTINIDES et al., 2008). As nanoemulsdes
podem ser estabilizadas tanto por um uUnico tensoativo, como por uma mistura de
tensoativos, além de coadjuvantes. Mas, apesar dos tensoativos serem Uuteis na
formulacdo de nanoemulsdes, deve-se sempre levar em consideragcao alguns riscos
gue eles podem causar as células. Por isso, alguns experimentos tém utilizado
hemacias como modelo celular para mensurar a toxicidade de alguns tensoativos
empregados nas formulacdes. Estes estudos apontam os polisorbatos (também

chamados de Tweens) por serem tensoativos de baixa toxicidade, ndo provocarem
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hemolise e, por estes motivos, tornam-se ideais para aplicacbes em eritrOcitos
(APARICIO, et al., 2005).

Diferentes métodos de preparo sdo empregados no desenvolvimento de
nanoemulsfes. Para administracdo parenteral, apenas um numero restrito de
adjuvantes € aceito. Isso é importante devido aos rigorosos requisitos desta via, em
especial, relacionados a biocompatibilidade e a baixa toxicidade (VANDAMME &
ANTON, 2010). Uma formulacdo adequada deve sempre considerar a integridade
dos componentes, além de incorporar bem o0s componentes da mistura e
permanecer estavel em funcéo do tempo (CONSTANTINIDES et al., 2008).

A formacdo de sistemas nanoemulsionados baseia-se em trés teorias: (1)
teoria da solubilizacéo, (2) teoria da tensao interfacial e (3) teoria termodinamica.
Entdo a estrutura formada € determinada pelas propriedades fisico-quimicas dos
componentes utilizados e da razéo entre os componentes (BAGWE et al., 2001).

A caracterizacdo das nanoemulsdes pode ser realizada por diversas técnicas.
Dentre as técnicas mais difundidas destaca-se o espalhamento dindmico de luz
(DLS — Dynamic Light Scattering) que € uma técnica para a medicdo do diametro
hidrodindmico das particulas, com tamanho menor que 1 um. Apds essas goticulas
serem iluminadas por um feixe de laser, ocorre o espalhamento deste, que, pode
ser detectado em um angulo determinado, o qual varia em uma taxa dependente da
velocidade de difusdo da particula, a qual é baseada no seu tamanho (ROSSETI,
2006). Assim, obtém-se informacdes diretas sobre o movimento translacional das
goticulas, permitindo o calculo do tamanho destas através de relacdes empiricas
adequadas.

Para aplicacdes intravenosas sédo necessarias hanoemulsdes do tipo 6leo em
agua, pois as goticulas podem ser facilmente diluidas e difundidas pelos fluidos
fisiol6gicos, tais como o sangue. Além disso, esses sistemas devem ser estéreis e
apirogénicos, ou seja, livres de pirogénios (substancias que causam febre, oriundas
de bactérias, fungos e virus), sejam isotbnicos e atoxicos que correspondem a
cuidados imprescindiveis quando se deseja a aplicacdo de qualquer sistema
terapéutico através dessa via de administracdo (MCCLEMENTS, 2012; YILMAZ E
BORCHERT, 2006).
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3.14 PINCAS OPTICAS COMO FERRAMENTA DE MEDIDA DE PROPRIEDADES
BIOFISICAS DE CELULAS

A manipulacdo de células individuais € muito importante para estudos que
investigam propriedades biofisicas de eritrécitos humanos, podendo revelar relacdes
entre processos biologicos e aspectos mecanicos e elétricos das células. A pinca
Optica € capaz de manipular particulas com dimensdes entre 50 nm a 50 pum
aproximadamente e, tem sido amplamente utilizada para estudos com células
individuais e biomoléculas. Ela consiste em um laser no infravermelho préximo,
fortemente focado através de uma objetiva de imersdo com magnificacdo de 100 x
(NA = 1.25) de um microscopio equipado com uma camera e uma platina
motorizada, controlada por um computador (ASHKIN et al., 1986; FONTES, 2011).
Por ser no infravermelho proximo, essa ferramenta consegue capturar uma célula
sem causar danos (SYLVIE, 1999; FONTES, 2011) e essa captura acontece devido
a transferéncia de momento de féton para a célula.

Para explicar a dindmica de captura da célula, € necessario conceber que o
féton € como uma particula, que ao ter sua trajetéria desviada obriga o objeto que a
desviou a sofrer um recuo na direcdo de F como ilustra a Figura 10 A. Os raiosae b
(Figura 10 B) se encontrariam no foco f se ndo houvesse o objeto. O desvio desses
raios produz os recuos na direcao F, e Fp, € a combinacédo de ambos leva ao recuo
na direcdo F, como mostra a Figura 10 B. Desta forma, o que se observa é que o
recuo F tende a obrigar o centro do objeto a coincidir com o foco do laser F, o que
faz com que o centro do objeto se mantenha nédo sé no foco do laser, como também
acompanhando o laser. Dessa forma, quando se movimenta o laser, o objeto
acompanha o seu movimento tridimensionalmente (FONTES, 1999; BRANDAO et
al., 2003; FONTES, 2005).
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Figura 10. Representacao esquematica do aprisionamento através da pinga Optica, considerando
apenas dois raios de luz, mostrando as for¢as que atuam sobre a particula para captura-la.

7R

Fonte: FONTES,1999.

A deformabilidade € uma propriedade mecéanica fundamental para as
hemacias cumprirem bem sua funcdo ao atravessar capilares e sinusodides
esplénicos com diametros menores que até 50% de seu tamanho (o tamanho médio
das hemécias € de 6 a 8 um). A deformabilidade eritrocitaria é resultado da
combinacdo da razdo da area e volume celular, viscosidade interna, propriedades
reolégicas da membrana (bicamada lipidica e citoesqueleto), tais como suas
propriedades elasticas e viscosas (FONTES, 2011). O potencial zeta € outra
caracteristica que merece destaque, porqgue mantém as heméacias afastadas ndo sé
uma das outras, impedindo assim a agregacao celular, como também evita a
adesdo dessas células as superficies endoteliais. Esse potencial repulsivo é
causado por cargas elétricas na membrana das hemacias devido a presenca do
acido sialico das glicoproteinas, principalmente a glicoforina A (SILVA et al., 2012).

A pinca o6ptica € uma ferramenta de medida capaz de determinar
propriedades biofisicas das hemacias apresentando algumas vantagens, como, por
exemplo: (1) analisa a célula como um todo, considerando a contribuicdo de todos
0s constituintes celulares; (2) possibilita uma analise individual, ndo fornecendo
somente valores médios, isso permite, por exemplo, que a assinatura de uma
doenca seja observada; e, (3) por exercer forcas bem pequenas (da ordem de
Piconewtons) ndo danifica as células e permite uma maior sensibilidade na
deteccdo de pequenas alteracOes sofridas pelas células (ASHKIN & DZIEDZIC,
1987; ASHKIN, 1989; BRANDAO et al., 2003; DIMITRAKOPOULOS, 2012).

A avaliacdo das propriedades mecanicas e elétricas eritrocitarias utilizando
pincas oOpticas tem sido alvo de estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa e
por outros (FONTES et al.,, 2008; SILVA et al.,, 2012; SILVA et al.,, 2017). As
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metodologias de avaliacdo dessas propriedades com essa ferramenta ja foram
estabelecidas pelo nosso grupo (BARJAS-CASTRO et al., 2002; BRANDAO et al.,
2003; SILVA et al., 2012). Em alguns destes estudos, por exemplo, observou-se que
hemécias de pacientes com anemia falciforme sdo mais rigidas que hemécias de
individuos normais. Além disso, foi identificado que ha uma melhora da
deformabilidade nas heméacias desses pacientes a medida que sdo medicados com
a hidroxiuréia (BRANDAO et al., 2003). Em outro estudo, foram realizadas
mensuracdes da elasticidade de eritrocitos provenientes de CHs coletados em
CPDA,, irradiados com uma dose de 25 Gray e de CHs néo irradiados (controle).
Neste estudo, verificou-se que os CHs irradiados apresentaram valores médios de
elasticidade (dina/cm) maiores a partir do 21° dia de estocagem (14°, 21°, 28° dias,
43 x 10* 35,4 x 10" ; 140,0 x 10™ respectivamente) quando comparados aos
valores de CHs ndo irradiados (controle) (14°, 21°, 28° dias, 3,4 x 10™*;: 3,7 x 10™;
5,0 x 103, respectivamente), sugerindo que os eritrécitos de CHs irradiados
diminuem significativamente a sua deformabilidade em relagdo aos controles
(BARJAS-CASTRO et al., 2002). Notar que a grandeza mensurada € a constante
elastica denominada por nés por “elasticidade”. A constante elastica reflete a
capacidade da célula resistir a deformacgéo. Assim, a determinacdo de valores para
a elasticidade é uma forma de se inferir sobre a deformabilidade das hemacias.
Quanto maior o valor da constante elastica mais dificil € deformar a célula para uma
dada forca aplicada e menos deformavel ela é portanto.

Pode-se também citar um trabalho do nosso grupo como um exemplo de
aplicacdo da pinca 6ptica na mensuragdo do potencial zeta e da elasticidade para
hemécias armazenadas (SILVA et al.,, 2012). Neste estudo, essas propriedades
foram avaliadas em eritrocitos de CHs leucorreduzidos e n&o leucorreduzidos
coletados em CPD-SAGM. O trabalho mostrou que o potencial zeta dos eritrécitos
diminuiu cerca de 42% até cerca de 35 dias de armazenamento, ndo havendo
diferencas significativas entre os eritrocitos provindos de CHs néo leucorreduzidos e
os de CHs leucorreduzidos. Ja os resultados para a elasticidade mostraram que 0s
eritrocitos eram cerca de 134% menos deformaveis ao final do periodo de
armazenamento de CHs né&o leucorreduzidos (Figura 11). A associacdao das
medidas de potencial zeta e elasticidade indicaram que ha uma inter-relacao entre

esses processos e esta relagdo fica mais evidente quando se confronta estes
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resultados com os estudos realizados por Godin e Caprani, 0s quais demonstraram
gue eritrocitos tratados com uma enzima que remove 0 acido sialico da membrana,
a neuraminidase, reduz a elasticidade eritrocitaria (GODIM & CAPRANI, 1997).
Estes estudos sugerem que isso ocorre por conta de uma conexao fisica entre as
proteinas: banda 3, que esta associada ao comportamento elastico, e a glicoforina
A, que comporta a grande maioria do acido sialico, o qual € responsavel pelo
potencial zeta. Além da elasticidade e do potencial zeta, nesse mesmo trabalho foi
guantificada a producdo de ROS ao longo do armazenamento desses CHs através
do DCFH-DA (2’,7’-diclorofluoresceina diacetato), um marcador capaz de verificar a
liberacdo de ROS em células (SILVA et al., 2012). A marcagdo com o DCFH-DA
baseia-se na capacidade deste composto atravessar a membrana celular, e quando
ja presente no citoplasma sofrer hidrélise por esterases celulares formando o
composto DCFH, o qual é oxidado na presenca de ROS, gerando o composto
fluorescente, diclorofluoresceina (DCF) (WANG e JOSEPH, 1999; GRASSO et al.
2003). Com isso, foi possivel observar uma conexdo entre o decaimento do
potencial zeta e a producdo de ROS, sendo o decaimento do potencial zeta mais
significativo durante a primeira semana de estocagem (30%), com um respectivo
aumento de cerca de 60% na producéo de ROS.

Figura 11. Diferengas entre as deformagdes eritrocitérias resultantes das velocidades aplicadas no 8°
e no 36° dias de estocagem.
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Fonte: Silva et al. 2012.
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Na técnica utilizando a pinca Optica para mensuracdo da elasticidade, os
eritrocitos do CH séo diluidos em soro sanguineo em uma camara de Neubauer. Os
eritrécitos sdo entdo capturados pelo laser e arrastados contra o liquido com
velocidades progressivas constantes, assim como pode se observar na Figura 11.
Quando os eritrocitos sdo arrastados no plasma, eles se deformam e duas forcas
atuam sobre as células: forca hidrodinamica e forca elastica. No equilibrio, essas
forcas devem ser iguais e dessa andalise obtém-se entdo o valor da constante
elastica, ou simplesmente elasticidade (BRANDAO et al., 2003). Como essas for¢as
estdo em equilibrio, tém-se:

LG
HZe

L=Ly+ A
Eqg. 6
Assim, é possivel medir o comprimento L do eritrécito em funcdo da
velocidade. E como a deformacéo (L) € proporcional a velocidade, o € o coeficiente

angular da reta:

ﬂLzo
HZ

o=
Eq. 7

Determinando-se o coeficiente angular e conhecendo L, (tamanho de
repouso), Zeq (distéancia do eritrécito até o fundo da lamina e laminula), e n
(viscosidade do fluido), determina-se a elasticidade |, um exemplo pode ser

visualizado na Figura 12.

Figura 12. Gréfico representativo da elongacédo da hemacia em fungéo da velocidade de arraste.
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Fonte: o autor.
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Dessa forma, sendo a deformabilidade, e de certa forma também o potencial
zeta, propriedades importantes para o desempenho eficaz da funcéo dos eritrécitos,
jd que a sua perda ou diminuicdo pode interferir no rendimento transfusional, a
avaliacdo da elasticidade e/ou da carga da membrana eritrocitaria sdo formas de se
monitorar as lesdes nas hemacias, sendo entdo a pinca Optica € uma ferramenta util

para esse fim.
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Advances in biophotonics have encouraged the development of novel tools applied to help understand a variety of
biological events. Among these tools is the optical tweezer, a valuable microscopy technique, based on light momentum
transfer. which allows not only capturing and manipulating cells and biomolecules, but also evaluating their mechanical
properties. The optical tweezer is a highly sensitive tool with the following capabilities: (i) measuring cellular and
molecular biophysical parameters without mechanical contact: (ii) detecting slight variations in biological properties and
(iii) analyzing. one by one, biological systems, providing individual measurements, rather than only average values, which
can help identify the signatures of several biological conditions. In particular. optical tweezers have allowed for the study
of the aggregation and deformability of red blood cells (RBCs). Changes in these biophysical characteristics can lead to
decreased. or even lost. RBC functionality and. consequently. reduced survival of erythrocytes in the blood circulation. In
this context, this mini-review presents the fundamentals of the optical tweezer as a tool for biological manipulation,
focusing mainly on the evaluation of the elastic constant, membrane viscosity. zeta potential and adhesion of RBCs.
Applications of optical tweezers in the biomedical field will also be highlighted. including elucidative studies related to
normal RBCs, as well as those affected by some intrinsic or extrinsic conditions such as diseases or storage for transfusion
purposes.

Keywords: Optical trapping: hemotherapy: hematology: erythrocytes.

1. Introduction

In recent decades. with advances in the area of biophotonics. several techniques have been developed for the
manipulation and characterization of individual cells, which have allowed for the study and comprehension of a variety
of biological events. One of these tools is the optical tweezer, which is a versatile and valuable microscopy technique.
well suitable for measuring forces and movement of microparticles. This technique is based on light momentum
transfer, which allows for the capture and manipulation of cells, as well as biomolecules, and the evaluation of their
mechanical properties [1-3]. This tool has been used for the study, at the cellular and molecular levels, of a variety of
biochemical and biophysical processes without mechanical contact. Moreover. the optical tweezer is a highly sensitive
tool capable not only of distinguishing small variations in biological properties, allowing for comparisons between
different systems, but also of analyzing each biological system individually. providing single measurements rather than
only average values. which can help identify the fingerprint of many biological conditions [3-6].

At the molecular level, optical tweezers have been used for studying the mechanics of DNA and RNA [7. 8], the
forces associated with the folding/unfolding of proteins [9, 10], interactions between proteins and DNA [11, 12], among
others. At the cellular level, we can highlight for instance the use of optical tweezers in studies of cell motility [13, 14],
mitosis [15] and mechanical characteristics of red blood cells (RBCs) [4. 5].

The biophysical propertics of RBCs are essential for the maintenance of homeostasis. Under normal conditions,
mature RBCs have a biconcave shape and maintain unchanged their area/volume ratio, ionic composition, pH, as well
as the structure and integrity of their membrane (lipid bilayer and cytoskeleton) [16, 17]. However, certain conditions
can induce changes in the biophysical, biochemical and/or structural propertics of erythrocytes. Patients with
hematological diseases can present alterations in their erythrocyte rheological properties, which could result from
modifications in the composition and organization of components of the lipid bilayer, cytoskeleton and/or hemoglobin
[18]. Another condition that can change the biophysical and biochemical properties of erythrocytes is its storage in
blood banks [19]. The modifications that occur as a result are known as the RBC storage lesion and include increased
hemolysis, changes in shape [20], membrane blistering [21]. tendency to cell aggregation [22]. decrease in
deformability [23, 24], and others.

Among the important biophysical properties of RBCs we can highlight: (1) their deformability, or high flexibility,
which allows RBCs to pass through microcapillaries much smaller than the size of the RBC (ca. 8 um), thereby
guaranteeing oxygen and carbon dioxide transport throughout the entire body [25] and (2) their ability to aggregate,
which is closely related to the Zeta potential ({) of erythrocytes, a repulsive potential that arises as a consequence of the
negatively charged surface of RBCs (conferred by the presence of sialylated glycoproteins). The { promotes repulsive
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forces among RBCs, preventing their aggregation [26, 27]. Alterations in cellular biophysical properties may lead to the
loss or decrease of the cells’ functionality and, consequently, lower survival of erythrocytes in circulation.

Technical advances have been revolutionizing studies in erythrocyte biology, helping to elucidate the mechanisms
related not only to the individual functions of RBCs, but also to those associated with cell-cell interactions. In this
context, this mini-review presents the fundamentals of the optical tweezer as a microscopy tool for biological
manipulation, focusing on studies related to RBCs in the biomedical area. Here, the potential of applying optical
tweezers to investigating the biophysical properties of RBCs will be demonstrated through reports involving normal
erythrocytes, as well as those affected by different conditions, such as storage or diseases.

2. Principles of Optical Tweezers

In 1609, Johannes Kepler observed that the tails of comets always point to the side opposite the sun, suggesting that the
sun was producing a type of radiation pressure on comet tails. In 1873, James Clerk Maxwell formalized the idea that
light could exert radiation pressure on matter and determined that the light reflected. refracted or absorbed by objects
could generate optical forces. In 1901, Ernest Fox Nichols and Gordon Ferrie Hull, and independently Pyotr Lebedev.
proved the existence of radiation pressure, confirming these predictions. Almost one hundred years after the Maxwell
theory, in the early 1970s. Arthur Ashkin conducted experiments manipulating and trapping dielectric particles by using
the radiation pressure of light [28]. The first works by Ashkin began with the use of counter-propagating laser beams,
but by the mid-1980s, he proposed that only a highly focused laser beam would be sufficient to capture dielectric
particles in three-dimension, thereby introducing the technique known as optical tweezers [29].

The optical tweezer technique has been consolidated as an optical tool capable not only of capturing and moving
dielectric particles, but also of studying their mechanical properties [30]. The simplest way to understand how an optical
tweezer works is by using the geometrical optical model, applied when » > A, where r is the particle radius and / is the
light wavelength. The trajectory of a light ray can be associated with a photon that carries a momentum p. When an
object, with a refractive index larger than the surrounding medium index (7, > n;), changes the direction of the photon
trajectory. it receives an impulse toward the bisectrix of the angle between the incident and the refracted photon. as a
collision between particles, as shown in Figure 1A. It is like a pair of action and reaction forces. The object changes the
light direction and the light pushes the object to the opposite side of the deviation. This is an intuitive way to understand
the principles behind the operation of an optical tweezer.

Force p incident o = raya ray b
\ p inciden l !
<7p refracted
Ap
N ray b = ray a
p refracted

Figure 1 - (A) Collision between a photon and a particle. (B) Forces and trajectories for two rays of a single, highly focused laser
beam, forn, > n;.

Subsequently, if we consider two light rays of a highly focused laser beam. one on each side, as shown in Figure 1B,
the rays a and b would meet at the focus (f), if there is no object. The refraction of these rays causes the forces F, and
F;, and their sum leads to a resulting force F that tends to move the center of the particle towards the laser focus f. In
this way, a highly focused laser beam creates a trap that keeps the center of dielectric particles in the laser focus. It is
like a spring (F is a restoring force) connecting the center of the particle to the laser focus, when it moves, the particle
follows this movement in three dimensions. Actually. the rays are not only refracted, but they are also reflected and then
two resulting forces will act on the object. one named “the gradient force™ that pulls the particle toward the laser focus,
and the other called “the scattering force™ that pushes the object away from the laser. When “the gradient force™ is
higher than “the scattering force™, we have an optical tweezer. Typically. since the optical tweezer works only in
liquids. reflection is usually much smaller than refraction. but as the difference between the refractive indexes of the
surrounding medium and the particle increases, the role of reflection becomes more significant, and may even prevent
the capture of particles by the optical tweezer.

It is not only reflection which can make the capture of particles by an optical tweezer difficult. but also absorption.
From the point of view of optical force efficiency. thermal effects need to be avoided, even if they are small, since one
of the main features of an optical tweezer is capturing and studying living biological systems. Most of the organic
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substances that compose biological systems, such as the pigments melanin and hemoglobin, tend to present high
absorption in the visible region. On the other hand. water (the most abundant component of living systems). absorbs
mostly above 1300 — 1500 nm, leaving a window in the near-infrared region (NIR) with smaller absorptions, around
700 to 1300 nm. In the first demonstrations of the optical tweezer. when Arthur Ashkin used a visible laser to capture
inorganic particles in water, he observed that bacteria were also captured and damaged by this system. Therefore, the
visible-light laser was changed to one operating in the near-infrared region (1064 nm) and, then it was possible to trap
and manipulate living cells, without considerable thermal injury [1]. The applications of optical tweezers in the
biomedical sciences grew exponentially after the demonstration that it was possible to keep cells alive, for an extended
time. if thermal effects were avoided with near-infrared lasers [30].

An upper estimate of the force magnitude of an optical tweezer can be made by assuming that a laser beam. with a
power (P) of ca. 100 mW, can cause a maximum force in an object of ca. 400 pN, as described by Eq. 1 (where n; is
considered the water refractive index):

F=28 =133~ 400pN (Eq. 1)

Although very small. these forces are considerable on the microscopic level. Assuming that the captured object is a
cubic particle of 1-pm sides with density equal to water, the acceleration caused by an optical force of 400 pN would be
ca. 10" x g, where g is gravitational acceleration. Considering a particle 10-fold larger, the acceleration decreases by a
factor 10°, however. the acceleration caused by the optical force would still be in the range of 10 x g. However, for
particles of 100-pum sides. the acceleration would be of ca. 107 x g. already negligible compared to other microscopic
interactions. Thus, the optical tweezer can only capture and effectively manipulate particles smaller than approximately
50 pm.

A typical optical tweezer system basically comprises one or two near-infrared laser beams, which pass by sets of
lenses, and is/are tightly focused on a particle (presenting a refractive index larger than the surrounding medium)
through of a microscope objective of high numerical aperture (V.A. > ), as shown in Figure 2. The main set of lenses,
indicated as telescope, has the function of capturing the particles in the microscope plane of view. Additional sets of
lenses can also be used to bend the laser beams in order to approach and bring away captured particles in a dual-beam
optical tweezer system. In a single-beam optical tweezer system, optical manipulation is usually performed by a
motorized stage coupled to the microscope.

camera

NIR laser D
computer
p

dlchroic mirror

high N.A.
objective

telescope

microscope

Figure 2 — Schematic representation of a single-beam optical tweezer system.

If the aim of the study is using the optical tweezer to perform force measurements of non-spherical biological
systems, first of all it is necessary to calibrate the tool by using a silica or polystyrene bead. in order to find the trap
stiffness. This calibration can be done, for example, by analyzing the viscous force when dragging beads at constant
velocities using the optical tweezer system. In this case. Fiicous = k d. where k is the stiffness and d is the bead
displacement from the equilibrium position (it is the distance between the bead center to the laser focus), as shown in
Figure 3A. The bead will then be used as a calibrator: by coupling the microsphere to the biological system, it will be
possible to evaluate the biological force of interest (in the horizontal plane) by using & and by measuring the
displacement d caused by the target force, as shown in Figure 3B [30].
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Figure 3 — (A) Bead displacement after being dragged at a constant velocity for optical tweezers calibration, in the horizontal plane.
(B) Measuring erythrocyte adhesion by using dual-beam optical tweezers.

The optical tweezer has proven to be a versatile tool in biomedical sciences, allowing not only for the capture and
manipulation of cells and biomolecules, but also for the evaluation of biophysical properties related to biological
systems [30]. In this context, this chapter will demonstrate the potential of applying optical tweezers to investigate the
biophysical properties of red blood cells.

3. Biomedical Optical Tweezer Applications in Red Blood Cells

3.1. Agglutination/aggregation studies

Agglutination reactions are consequences of the mutual attraction of cell membranes that can occur among RBCs and
between RBCs and other cells. In the blood stream, RBCs can aggregate and disaggregate spontancously, and this
phenomenon can affect transfusion procedures and the development of some diseases [31. 32]. These reactions depend
on several factors, such as interactive forces and the environment. The interactive forces can be the intermolecular
attractive (Van der Walls, hydrogen and electrostatic interactions) or repulsive (electrostatic interactions) forces. The
electrostatic forces are a consequence of the Zeta potential ({), which can be used as a measure of the RBC surface
charge. The presence of sialylated glycoproteins in the RBC membrane is responsible for the negative charges of the
erythrocyte surface [32, 33].

Optical tweezers have been used in studies aiming to clucidate the mechanisms of RBC aggregation and coagulation.
Khokhlova et al. [32] studied the aggregation speed and behavior of normal and pathological (systemic lupus
erythematosus) RBCs. Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune disease that enhances RBC agglutination
forces. The authors observed that the aggregation force and speed of normal RBCs was lower than for SLE cells. The
aggregation force ratio measured for SLE cells and normal RBCs, F/F,oma. Was equal to 2.1, which indicates that
this force is higher for SLE cells than for normal ones. Meanwhile, the aggregation speed value determined for normal
RBCs was 0.30 + 0.08 pm/sec and for SLE cells 0.53 + 0.06 wm/sec, which was almost twice the speed of normal
RBCs. These evaluations were performed using a dual-beam optical tweezer. The traps were turned on and the
aggregation was studied by moving individual RBCs. in a pair rouleau. at a constant velocity of 0.3 um/s with
calibrated forces and measuring the maximum distance between the RBCs centers (Ax), as represented in Figure 4. The
aggregation speed was evaluated by correlating the minimal RBC overlapping (dX. Figure 4) with the aggregate
formation time. In this case, the trapping force value was ca. 29 pN.

A B
Force (pN) Time, t, (s)
AX AX dX g dX
8PN © 29pN &2, < F=20pN <

Figure 4 - (A) Scheme demonstrating a pair rouleau being disaggregating by the dual-beam optical tweezers, the greater the force,
the higher the Ax. (B) Scheme representing the dependence of the minimal RBC overlapping (dX) according to the rouleau formation
time t,. In this case the trapping force was fixed at ca. 29 pN.

48

75



Microscopy and imaging science: practical approaches to applied research and education (A. Méndez-Vilas. Ed.

Fernandes ef al. [33] compared the forces involved in RBC aggregation in normal serum, serum with anti-D
antibodies and samples with potentiator solutions [Dextran, Bromelain, Papain and low ionic strength solution (LISS)].
Using a dual-beam optical tweezer, these authors measured a parameter called apparent membrane viscosity that is
related to the type and the number of proteins involved in RBC aggregation. The measurement of apparent membrane
viscosity was obtained using an RBC pair rouleau, by evaluating the optical force measured through the displacement of
a silica bead attached to one RBC, while a second RBC was dragged as a function of constant velocities (0.2, 0.5, 0.7,
1.2. 1.8, 3.2 um/s) [34]. They found values of 1x10* and 2x10™ poise.cm. for normal serum and serum with anti-D
antibodies, respectively. And, when using the agglutination potentiator solutions (Dextran, LISS and Bromelain). no
agglutination was observed. Only Papain promotes high. non-specific agglutination, which was not possible to evaluate
using optical tweezers. These results agree with immunohematological routine.

Another research group [35] used optical tweezers to study the RBC coagulation process, and by observing the
intensity of the interactions among the cells over time. they established three distinct phases in coagulation. At the
beginning, RBC distribution is random and the erythrocytes begin to vibrate around their equilibrium positions. Then,
with the formation of the coagulation region, RBCs are attracted and start to move slowly towards the coagulated group.
In the third phase. RBC migration increases rapidly and proceeds until completing the process. These authors also
demonstrated that the incorporation of additives in the RBC samples can alter the time of the coagulation process. The
use of heparin extended the first phase of the coagulation, by attenuating intercellular interactions, and increased the
overall coagulation time. On the other hand, the use of tranexamic acid reduced the coagulation time, making the RBCs
enter directly into the third phase of the process.

3.2. Applications in hemoglobinopathies

Several studies have demonstrated that many biophysical changes can be evaluated in order to characterize hematologic
diseases. such as sickle cell anemia. thalassemia, iron deficiency. and others. As many of these changes occur at the
micrometric scale. or even at the nanoscale, optical tweezers have also been used for these analyses.

Brandao et al. [36] used sickle cell disease as a clinical model to present and validate a new method for evaluating
RBC deformability. using an optical tweezer operating at 1064 nm. These authors analyzed the deformability of
erythrocytes obtained from patients with sickle cell disease (HbSS) or sickle cell trait (HbAS) and compared the results
to normal controls. The optical tweezer system was capable of quantifying the global erythrocyte elastic constant, by
capturing the RBCs and analyzing their clongations after being arrested using six different velocities (from 150 to 250
um/s). The data showed that RBCs from HbSS patients are less deformable than the control group, but no significant
difference was found between HbSS and HbAS patients. However., HbSS patients in treatment with hydroxyurca
(HbSS/HU). for at least six months, presented RBC deformability similar to the control group (Figure 5).
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Figure 5 - Elasticity evaluated for RBCs from subjects control, HbSS. HbAS. and HbSS/HU. Image adapted with permission from
John Wiley and Sons: [EUROPEAN JOURNAL OF HAEMATOLOGY] [36], copyright (2003).

In another work. Branddo ef al. [37] studied stored RBCs from patients with sickle cell trait in order to analyze its
elastic constant compared to a control group using the method previously described [33]. It is known that individuals
with sickle cell trait, which are asymptomatic, are cligible for blood donation. Thus, an optical tweezer system was used
to quantify the elastic constant of RBCs stored for 1, 14, 21. 28 and 35 days. These authors observed that HbAS RBCs
stored up to 21 days showed elastic constant values significantly greater than control RBCs stored for the same period.
The HbAS RBCs stored for 28 and 35 days exhibited higher rigidity, escaping from the optical trap, which made the
measurements difficult. Therefore, the authors suggest that the transfusion of HbAS RBCs after a shorter storage period
(below 21 days) may be desirable.

In 2008, De Luca ef al. |38] studied erythrocyte deformability in thalassemic and normal RBCs using a dual-beam
optical tweezer to directly stretch the cells, and by evaluating clongation as a function of the trapping power, they

76



Microscopy and imaging science: practical approaches to applied research and education (A. Méndez-Vilas. Ed.

determined the erythrocyte stiffness. It was observed that the RBC membrane rigidity increased more than 40% for
thalassemic patients. when compared to normal ones. The results showed that the RBC mechanical properties are
greatly affected by the genetic defect in the hemoglobin structure associated with thalassemia disease.

In 2009, Branddo and collaborators [39], using the same procedure described before, evaluated the deformability of
RBCs from iron-deficient subjects and compared them to healthy donors. They observed that RBCs from iron-deficient
patients were more rigid than the controls. The authors concluded that the results obtained for deformability were not
related to cell geometry or volume, being more dependent on the hemoglobin content.

Pellizzaro et al. [40] used an optical tweezer to evaluate the blood transfusion efficacy in sickle cell anemia patients.
The properties of RBCs were studied analyzing the cell maximum and minimum diameters, when the RBC was trapped
using different laser powers (8 to 80 mW). The time that the cells take to relax and recover their original size and shape
after being released from the trap was also analyzed. The results showed that RBCs from the transfused sickle cell
patient presented lower deformation capacity and relaxation rates, when compared to control donors. These authors
concluded that the deformability and relaxation rates of the RBCs could be correlated to the transfusion efficiency in
sickle cell patients.

3.3. Applications in hemotherapy

RBC:s stored for transfusion purposes undergo progressive deterioration. As previously mentioned, glycoproteins, rich
in sialic acids, are responsible for the negatively charged erythrocyte membrane surface, which creates a repulsive
electrical Zeta potential preventing RBC aggregation in the blood stream. In this context. Silva et al. [19] evaluated
changes in the sialic acid profile of membranes by measuring the RBC Zeta potential using an optical tweezer system.
The experiments were done with RBCs, collected in CPD-SAGM as a function of storage time. In this same work, the
authors also evaluated the clastic properties of erythrocytes during the same storage period. In Zeta potential
experiments, the optical tweezer was used only for recapturing the cell after being submitted to a set of different
constant voltages (30, 40, 50, 60, 70 and 80 V). Then, by using the Smoluchowski equation, the Zeta potential was
obtained. In deformability experiments, optical tweezers were used for dragging RBCs using a set of different constant
velocities (from 140 to 290 pm/s) and by correlating the cell elongation with each velocity. the erythrocyte elastic
constant was determined, according to the method previously established by Brandao et al. [33]. Results showed that
RBCs were ca. 134% less deformable at the end of storage (on the 36" day). Figure 6 illustrates differences of RBCs
elongations at 200 and 260 pum/s on the day 8 and day 36. Moreover, the Zeta potential decreased by ca. 42% during
that same period. The study pointed out that not only the elastic constant, but also the Zeta potential could provide new
insights about RBC storage lesions.

A Day 8 B Day 36
200 um/s 260 um/s 200 pum/s 260 um/s
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Figure 6 — RBC elongation according to dragging velocities of 200 pm/s and 260 pum/s, on day 8 (A) and day 36 (B) of storage in
CPD-SAGM bags. Image adapted with permission from PLoS ONE [19].

Transfusion-associated graft-versus-host disease (TA-GVHD) is a fatal complication of blood transfusion in
immunosuppressed patients. in which blood donor leucocytes can cause an immune response against the blood cells of
the receptor. The gamma irradiation of blood components is usually used as an effective way to prevent TA-GVHD.
However, the question is this: can gamma irradiation change RBC biomechanical properties? It is known that irradiation
can induce the production of reactive oxygen species and accelerate the leakage of potassium ions from cells, which can
compromise the integrity of biological membranes. Moreover, blood banks, without immediate access to irradiators, can
store pre-irradiated CPDA, RBC units for 28 days. as a routine procedure. In this context, the aim of the study of
Barjas-Castro and colleagues [41] was to evaluate the elastic constant of RBCs collected in CPDA, units and irradiated
with a dose of 25 Gy, using non-irradiated samples as controls. The RBC eclastic propertics were analyzed on days 1, 14,
21 and 28 by using an optical tweezer system applying the same experimental procedure described by Silva et al. [19].
Results showed that, for up to 14 days, the RBC elastic constant of irradiated units did not differ from the control.
However, by the 21%' day of storage, irradiated RBCs were 10-fold more rigid than the control, and on the 28" day, 30-
fold more.

Li et al. [42] used an optical tweezer to study the elastic properties of RBCs stored in Alsever’s Solution on days 2.
5.7 and 14. For this, the optical tweezer was first calibrated by using the viscous force acting on a polystyrene bead of 5
pum. Then, a bead with a polylysine coating was trapped by the optical tweezer and bound to an RBC already attached to
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the microscope chamber. In this configuration, stored cells were stretched at a maximum force of 315 pN and force—
extension relation curves were acquired. Results showed that RBC deformability decreases with the storage time in this
preservative solution. indicating that erythrocytes on day 14 were ca. 48% more rigid than on day 2.

3.4. Malaria studies

RBCs affected by Plasmodium falciparum the etiological agent of malaria undergo structural changes that can
profoundly affect their biomechanical properties. In this context, Suresh ef al. [5] used an optical tweezer for acquiring
stretching force vs. cell diameter curves to extract the elastic properties of RBCs at different stages [ring (P/~R-pRBC),
trophozoite (P/~T-pRBC), and schizont (P/-S-pRBC)]| of P. falciparum intracellular development. Results were then
compared with the measurements obtained for normal erythrocytes (H-RBC) and with erythrocytes exposed to the
parasite, but not infected (P/~-U-RBC). For the experiment (represented in Figure 7), two silica beads were attached to
RBCs and moved diametrically opposite of each other by using one or both trapped beads, by applying two different
stretching forces (68 and 151 pN) over the optical tweezer. The data indicated that P~U-RBC, Pf-R-pRBC, P/~T-pRBC
and Pf~-S-pRBC were respectively 1.5-, 3.0-, 4.0- and 10-fold more rigid than H-RBC. The study showed that there was
a progressive loss of deformability according to parasite maturation and the optical tweezer can be considered an
important tool to detect and evaluate these changes.

laser beam
bead RBC
ead
slip
movement

Figure 7 — Scheme of a methodology used to study the deformability of RBCs affected by Plasmodium falciparum. the etiological
agent of malaria, using optical tweezers.

Mills et al. [43] also applied a similar procedure using optical tweezers to study the role of the parasite protein
Pf155/ring-infected erythrocyte surface antigen (RESA) on RBC deformability. Proteins like this one can interact with
the cell membrane and change the clastic properties of RBCs in the malaria erythrocytic cycle. These propertics were
first studied in RBCs in the late ring stage after invasion with wild-type resal+, resal-KO, and resal-rev parasites. The
authors also evaluated RBCs in the trophozoite stage under the same conditions. The last experiment performed by the
researchers, in this same study, consisted of analyzing ring-stage RBCs harboring the three stages of parasites at two
different temperatures, 37 °C and 41 °C, since malaria produces febrile episodes during the disease. Results showed that
there was no difference in the elastic constant among parasite lines for the trophozoite phase. On the other hand. in the
ring phase, only RBCs incubated with wild-type-resal+ and resal-rev parasites were considerably more rigid (around 3-
fold) than normal RBCs. Moreover, they observed that RESA has a greater effect on the deformability of RBCs under
the febrile condition (41 °C), wild-type-resal+ erythrocytes were 3.5-fold less deformable than normal cells.

Using biochemical and biophysical techniques. Chandramohanadas et al. [44] studied the process of rupture of the
parasitophorous vacuole (PV) within RBCs infected with P. falciparum. This event is also associated with the
disruption of the RBC during parasite egress. One of the biophysical techniques applied in this study was the optical
tweezer, which was used to evaluate RBC deformability under different conditions. By using a methodology similar to
those described previously, they evaluated the clastic propertics of RBCs treated or untreated with cysteine/serine
protease inhibitors (E64d. EGTA-AM or chymostatin), which could prevent parasitophorous vacuole rupture. RBCs
were treated at 44 hpi (44 hours post-invasion, in the schizont stage) and deformability was evaluated at 46 hours (early
stage, before rupture-time point). and at 50-52 hours (late stage. after rupture-time point). The results showed that after
inhibitor treatment, all RBCs were more rigid at 50-52 hours when compared to 46 hours. E64d, EGTA-AM and, after
chymostatin, were respectively 2.5, 1.6, and 1.25 less deformable at 50-52 hours than at 46 hours. There was no PV
breakdown with chymostatin, which could explain the smaller difference in deformability found for this inhibitor.
Alterations of biophysical properties like these can play important roles in the parasite egress event.

3.5. Other biomedical applications

Optical tweezer systems have also been used in other applications, namely in the correlation of RBC biophysical
deformability with tissue oxygenation [45] and for the study of RBCs from patients with diabetic retinopathy [46]. This
optical tool has also been used in living animal studies, showing its great potential as a non-invasive technique [47].

Wu et al. [45] measured the elastic constant of RBCs obtained after the arterial occlusion test (AOT) using a jumping
optical tweezer [48]. The AOT was used to characterize local muscle metabolism and tissue oxygenation. After the
AOT. blood samples were collected from the subjects, and RBCs were analyzed using an optical tweezer system. The
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results showed that there is a relationship between RBC elastic properties and their ability to supply oxygen to tissues.
RBCs with greater deformability can deliver more oxygen to muscle tissue due to their greater ability to pass through
clogged vessels. This phenomenon was observed by the slower increase/decrease of oxygenation tracings during AOT.
The change of hemoglobin concentration dominates the correlation between the erythrocyte elastic constant and the
dynamic tissue oxygenation induced by AOT. The acquired data highlighted the importance of correlating the
contribution of the RBC elastic properties with the supply of oxygen to tissues.

Agrawal et al. [46] used a dual-beam optical tweezer system comprises by the division and recombination of a single
NIR laser to stretching RBCs from patients with diabetic retinopathy (DR), as well as type 2 diabetes mellitus (DM),
and investigating erythrocyte deformability by comparison with normal, healthy controls. Diabetic retinopathy is an eye
disease that results from a complication of diabetes and is caused by damage to blood vessels, which can also lead to
blindness. They demonstrated that the deformability index [DI = (I — Iy)/1o, where I,y is the final stretched length and
I, the initial length] of DR RBCs (0.0635 + 0.028) was smaller than in DM (0.0645 + 0.038) and in control (0.0698 =+
0.0224) RBCs, indicating that the DR erythrocytes are less deformable and more swollen when compared to DM RBCs.
Furthermore, they associated a higher initial cell size (I,) with reduced deformability. observing that the I, of RBCs
from patients with diabetes was higher (DM 8.68 pm + 0.49; DR 8.82 um + 0.32) than the control (8.45 pm £ 0.25).
This study pointed out that the erythrocyte size in diabetic patients could be caused by metabolic disturbances, which
could alter RBC deformability.

Zhong et al. [47] presented the first in vivo cell manipulation using an optical tweezer system (Figure 8), showing
that this tool could be used as non-invasive method. They used an NIR optical trap to manipulate RBCs present in blood
capillaries of the surface of mouse ears. With this tool, they were able to induce the formation of artificial RBC clots in
capillary vessels, and then recover blood flow by removing the blockage with the same tool. Moreover, they determined
the optical trap stiffness in vivo of ~10 pN.um™, using the viscous drag force method. This work demonstrates the great
potential of optical tweezers to be extended to in vivo studies, such as the ones related to hemodynamic parameters.

Blood flow direction

Py

Trapped RBC

Figure 8 — [n vivo optical tweezers: trapping a RBC within subdermal capillaries in a living mouse. Image adapted with permission
from Macmillan Publishers Ltd: [NATURE COMMUNICATIONS] [47]. copyright (2013).

4. Conclusions

About thirty years have now passed since Ashkin’s first experimental capture and manipulation of biological systems
using NIR optical tweezers. Over the years, as described in this review, the optical tweezer technique has proved to be a
valuable microscopy tool. capable not only of manipulating, but also of evaluating important biophysical properties
associated with the aggregation and the deformability of RBCs, including in in vivo studies. Since aggregation and
deformability are important parameters for RBCs in performing their biological functions in the blood stream, optical
tweezers have opened up new possibilities in the biomedical field, allowing for quantitative understanding of the roles
of intrinsic and extrinsic conditions, such as diseases and storage in blood banks, on RBC biomechanics. Certainly, the
optical tweezer microscopy technique will set the pace of many biomedical studies for years to come.
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SUMMARY

Background: Stored red blood cells (RBCs) undergo numerous
changes that have been termed RBC storage lesion, which can be
related to oxidative damage. Vitamin E is an important antiox-
idant, acting on cell lipids. Thus, this study aimed to investigate
vitamin E activity on stored RBCs.

Methods: We prepared a vitamin E nanoemulsion that was
added to RBC units and stored at 4 °C. Controls, without vitamin
E, were kept under the same conditions. Reactive oxygen species
(ROS) production was monitored for up to 35 days of storage.
RBC elasticity was also evaluated using an optical tweezer sys-
tem.

Results: Vitamin E-treated samples presented a significant
decrease in ROS production. Additionally, the elastic constant
for vitamin E-treated RBCs did not differ from the control.
Conclusion: Vitamin E decreased the amount of ROS in stored
RBCs. Because vitamin E acts on lipid oxidation, results suggest
that protein oxidation should also be considered a key factor for
erythrocyte elastic properties. Thus, further studies combining
vitamin E with protein antioxidants deserve attention, aiming to
better preserve overall stored RBC properties.

Key words: emulsion, elasticity, erythrocyte, reactive oxygen
species, vitamin E.

INTRODUCTION

Red blood cells (RBCs) stored for transfusion purposes undergo
avariety of changes, collectively termed RBC storage lesion. Ery-
throcytes change from discocytic to spherocytic shapes, shed
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lipids and exhibit decay in ATP content and a decrease in mem-
brane zeta potential due to the loss of glycoprotein sialic acids,
which can progressively reduce the ability of the RBCs to resist
in circulation (Silva et al., 2012; Bosman, 2013). The loss of RBC
deformability is also one of the most commonly observed storage
injuries (Fontes et al., 2011; Daly et al., 2014). Deformability is
a fundamental erythrocyte mechanical property, allowing RBCs
to pass through capillaries with diameters of 2—3 pm, which are
smaller than RBC dimensions (6-8 pm). Thus, evaluating and
ensuring the overall quality of stored RBCs has become a con-
tentious and relevant issue (Bosman, 2013).

The storage injuries already mentioned, and others, may
be directly related to the gradual oxidation of membrane
lipids and/or proteins. Deeper knowledge in this area would
help to develop new preservative preparations for RBC units,
supplemented by antioxidants, which could be capable of
improving the biophysical and functional integrity of these cells
in circulation after longer storage periods, leading to better
post-transfusion yield (Racek et al., 1997; Chung and Benzie,
2000; Sparrow, 2015).

Over the years, vitamin E has attracted attention as a
lipid-soluble antioxidant, and several studies have demon-
strated its activity on lipids by minimising the peroxidation of
fatty acids in biological membranes (Racek et al., 1997; Chung
and Benzie, 2000; Pfeifer et al., 2008). Vitamin E intercepts
hydroxyl and peroxyl radicals, resulting in the formation of
tocopheryl radicals, which can even be regenerated by vitamin
C (Rucker et al., 2007). Chan et al. (1999) showed that vitamin
E supplementation improved clinical symptoms in individuals
with haemoglobinopathies, who have increased oxidative stress.
Pfeifer et al. (2008) also showed that vitamin E can reduce oxida-
tive stress in RBCs of f-thalassemia intermedia patients. The
role of vitamin C was also investigated to improve the condition
of RBC:s for transfusion purposes, showing that this antioxidant
was able to reduce membrane mechanical fragility and did
not alter biochemical parameters in AS-5 RBC units (Raval
etal., 2013). In addition, vitamin C was also able to increase
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post-transfusion recovery and decrease alloimmunisation in
mice (Stowell et al., 2013).

Therefore, considering that the RBC storage lesion may also
be related to lipid oxidation of erythrocyte membranes, this
study aimed to evaluate the effect of vitamin E as a possible
antioxidant of RBC units stored for transfusion purposes. We
believe that this research can provide support for a deeper com-
prehension of the mechanisms and consequences of vitamin E
activity on stored RBCs.

METHODS

Vitamin E nanoemulsion - preparation
and characterisation

As vitamin E is lipophilic, it was dispersed in aqueous media to
improve its interaction with erythrocytes. Thus, vitamin E was
formulated as an oil/water nanoemulsion by mixing 160 mg of
vitamin E (T3376 - Sigma-Aldrich), 265 mg of Polysorbate 20
(V001280, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, United States),
265 mg of Polysorbate 80 (V000749, Sigma-Aldrich) and 50 mL
(at approximately 50 °C) of SAG-M preservative solution (Fre-
senius Kabi, Bad Homburg, Germany), followed by sonication
(5 min, frequency of 25 kHz - ultrasound bath).

Average droplet size was evaluated by dynamic light scattering
(DLS - Zetasizer Nano ZS 90, Malvern Instruments, Worcester-
shire, UK) over 1 month to confirm the nanometric regime and
evaluate its stability.

Vitamin E nanoemulsion was also characterised using
high-performance liquid chromatography (HPLC, Shimadzu -
Prominence, Kyoto, Japan). The elution of samples was carried
out in a reverse phase C18 150 X 4-6 mm, 5-0 pm column (Kine-
tex — Phenomenex), and analysis was performed in the spectral
range of 4=190-400 nm, allowing for observation of the vita-
min E absorption band at 286 nm. The mobile phase applied was
methanol (HPLC grade), and analysis was performed in iso-
cratic mode, with a flow rate of 1 mL min~" at 35 °C, with a total
run time of 7 min. For vitamin E nanoemulsion preparation, an
extraction solution was used consisting of hexane-ethyl acetate
80:20 v/v. A standard control was also prepared by dissolving
vitamin E in methanol.

RBC samples

RBC units were obtained from healthy blood donors (male, age:
22-31 years) at the Foundation of Hematology and Hemother-
apy of Pernambuco (HEMOPE - Ethics Committee Report
003/09). Units were collected in CPD/SAG-M, citrate phosphate
dextrose/ Saline Adenine Glucose Mannitol (Fresenius Kabi),
and on the same day, each unit was split into two portions of
150 mL. Immediately after, one of the portions received 10 mL
of freshly prepared vitamin E nanoemulsion. The other portion
received the same amount of the respective solvent and was con-
sidered the control. All manipulations were performed via sterile
connecting devices, and subsequently, units were stored at 4°C.

Transfusion Medicine, 2017

The amount of 10 mL was chosen to achieve a concentration of
approximately 0-2 mg mL~" of vitamin E in each bag, which was
based on the concentration used in parenteral pharmaceutical
lipid complexes (Xu et al., 2015). Five RBC split units were eval-
uated.

RBC analyses

Quality control. All the samples (with or without vita-
min E nanoemulsion) were analysed by the quality control
service routine on the 35th day of storage at HEMOPE.
Haemoglobin and haematocrit were evaluated in an XS=1000i-
Hematology-Analyzer (Sysmex, Kobe, Japan). The percentage
of haemolysis was determined using a similar procedure to that
previously reported (Sowemimo-Coker, 2002). Microbiologi-
cal tests were performed using BacT/ALERT® culture media
(BioMérieux, Marcy—l’Etoile, France).

Reactive oxygen species (ROS) evaluation. Reactive oxygen
species (ROS) production in the RBC units was monitored on
the 7th, 21st and 35th days of storage using the DCFH-DA
fluorescent  label  (2)7’-dichlorofluorescein-diacetylated —
D6883 - Sigma-Aldrich). For this, 500 pL of each unit sample
(with or without vitamin E nanoemulsion) was washed three
times by centrifugation (1027 g for 5min) and resuspended in
0:9% saline solution to obtain approximately 10° cellsmL~".
Subsequently, cells were incubated with 0-5puL (at 10mm) of
DCFH-DA for 30 min. Finally, samples were again washed
twice by centrifugation (1027 g for 5 min) and were evaluated
using flow cytometry (FACSCalibur System, Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA). A total of 20000 events was anal-
ysed for each test. The green fluorescence of DCFH-DA was
measured by the FL1 channel and was excited with a 488 nm
laser.

Positive control evaluation was also performed using 1pL
of hydrogen peroxide (30%, Sigma-Aldrich) diluted in 50 pL
of 0:9% saline solution. For this, 10 uL of the prepared H,O,
solution was added to RBC samples (also at 10° cells mL~"), and
ROS species were analysed by the same protocol.

Elasticity measurements

In order to measure the erythrocyte elastic constant, cells
obtained from RBC units with and without vitamin E nanoemul-
sion were analysed by optical tweezers using a previously
proposed method (Fontes et al., 2011). The erythrocyte elastic
constant (named here as ‘elasticity’) reflects the ability of cells to
resist deformation. The higher the value of the elastic constant,
the more difficult it is to deform the RBC for a given applied
force. Thus, measurement of elasticity is a way to infer RBC
deformability.

Erythrocyte deformability can be studied by different comple-
mentary techniques (Tomaiuolo, 2014), such as ektacytometry
and optical tweezers. Nevertheless, while ektacytometry evalu-
ates the RBC elongation index related to a bulk cell population,
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optical tweezers provide the elastic constant of single cells. Opti-
cal tweezers have been proven to be a versatile and sensitive
tool to study RBC biology (Fontes et al., 2011; Silva et al., 2012;
Tomaiuolo, 2014).

The optical tweezers system used in this work consisted of a
laser beam in the near infrared (4= 1064 nm - IPG Photonics,
Oxford, MA, USA) focused on the microscope (Axiolab, Carl
Zeiss, Jena, Germany) through an objective of 100X (NA = 1-25).
For measurements, RBCs (diluted in blood serum - 1:1000 pL)
were placed in a Neubauer chamber, captured by the optical
tweezer and dragged against the blood serum with six con-
stant velocities ranging from 140 to 315 pms~'. When RBCs are
dragged, they are deformed, and the analysis of the cell elonga-
tions L as a function of drag velocities v can be used to extract
the value for the elasticity p by using Eqn 1:

Ly
L=Lo+( )v ()
W

adopting L, as the initial cell length; » is the blood serum
viscosity (7=1-65cP, measured by an Ostwald viscometer);
and Z,, =25pm, a parameter related to the distance from the
trapped cell to the chamber and the coverslip surfaces (Fontes
etal., 2011).

As with the ROS evaluation, elasticity measurements were
carried out on the 7th, 21st and 35th days of storage. For each
day, at least 20 cells were measured by each unit.

Statistical analyses

To examine statistical differences or similarities presented
between the groups (with or without vitamin E nanoemulsion),
the Wilcoxon test was used as the data do not follow a normal
distribution (Zar, 1999). Groups were considered signiﬁcantly
different at P values lower than 0-05 (for a two-tail hypothesis).

RESULTS
Vitamin E emulsions - characterisation

The formulation droplets maintained their average size over the
evaluated time period, indicating that the formulation was stable
during the study and presented particles on the nanometer scale
of 21 + 5nm. Also, vitamin E nanoemulsion was translucent and
did not present visible phase separation over at least 2 months.

Figure 1a presents the absorption spectra of the vitamin E
standard reference (solid line) and of the nanoemulsion (dashed
line), respectively, with a similarity index above 99-9%, obtained
by LC Solution software. The absorption band of vitamin E (at
A =286 nm) was observed in both samples, confirming that the
vitamin remained structurally intact after being incorporated
in the nanoemulsion. Figure 1b shows the chromatogram of
the standard solution and of the nanoemulsion, which showed
that vitamin E was separated from the other components of the
formulation.
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Table 1. RBC elasticity in control and vitamin E-treated samples as a
function of storage time

Control RBCs Vitamin E-treated

Storage elasticity RBC:s elasticity
day (x107* dyn. cm™) (x107* dyn. cm™)
7 47+04 46+04

212 49405 45405
35° 6:0+0-4 6:1+0-4
'P=04.

2p=02.

*P=03.

Quality control

Results of quality control, determined on the 35th day of
storage, showed no significant differences between the units
with or without vitamin E nanoemulsion. All samples showed
mean values for haemoglobin, haematocrit and haemolysis of
47-5 4 0-2 g/unit, 55-5 + 0-6% and 0-60 + 0-01%, respectively, as
recommended by the quality control service. Microbiological
tests were also negative for all units.

ROS evaluation

DCFH-DA fluoresces only after cell oxidation, and the number
of labelled cells is proportional to the amount of ROS produced.
The positive control assessed with hydrogen peroxide showed
that 96% of cells were labelled, demonstrating the effectiveness
of this fluorescent ROS probe.

Subsequently, results were compared between samples
with and without vitamin E for each day, and the relative
increase/decrease of ROS production was calculated (where
negative values represent an ROS decrease for samples contain-
ing vitamin E with respect to the control, and positive values
represent the opposite). These results are presented in Fig. 2,
which shows that there was an effective ROS reduction for all
evaluated storage days (P < 0-03).

Elasticity measurements

Results of the temporal changes in elasticity, and standard
errors, for the control and for samples incubated in vitamin E
nanoemulsion are shown in Table 1. The cells were shown to be
less deformable according to storage time (P < 0-01 for both days
7 and 21 compared to day 35). In addition, there were no signif-
icant differences in the elasticity values between the control and
those units where the vitamin E nanoemulsion was added for all
days of measurement (P> 0-2).

DISCUSSION

Our results showed an efficient ROS reduction of at least 35% for
all days analysed. Chung & Benzie (2000) showed that vitamin

Transfusion Medicine, 2017

85



4 CA L Sivaetal

0.20 i -
(a) ©)
Reference 690 | .
- - Nanoemulsion Nanoemulsion
0.16 4 |
460
2 012 4 | - |
= 5
: g &
5 E o o
©
2 0.08 4 g
2 = = Reference
2 < 780
< £
- S . T . Q. SOSCION S ——— g
2 50
0.04 1 | 2 ;
260
0.00 < J
v T 0
200 250 300 400 0 2 4 6
Wavelength (nm) Time (min)
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Fig. 2. ROS production (%) per day of storage; control units in black
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(%) with respect to controls per day of storage (*P=0-01, ®P=0.03,
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E was an effective antioxidant for decreasing RBC membrane
peroxidation after in vitro treatment with cumene hydroper-
oxide. Racek et al. (1997) showed that vitamin E supplemen-
tation of blood donors can decrease malondialdehyde levels, a
marker of lipoperoxidation. Thus, our result with CPD/SAG-M
RBC units is corroborated by these and other reported exper-
imental data, performed in vivo or in vitro with heparinised
blood, which have shown the antioxidant activity of vitamin E
on RBCs under different conditions (Racek et al., 1997; Chung
& Benzie, 2000; Pfeifer et al., 2008; Abdallah et al., 2011; Eroglu
etal., 2013).

RBC deformability decreases with storage, which is corrob-
orated by studies reported in the literature (Bennett-Guerrero

Transfusion Medicine, 2017

et al., 2007; Daly et al., 2014). In addition, the cell constant
elastic value presented a smaller variation as a function of stor-
age time when compared to previous work (Silva et al. 2012),
probably because an extra amount of SAG-M was added to all
units for both conditions, providing an additional quantity of
supplements.

Our results indicate that although vitamin E nanoemulsion
was able to decrease ROS production, it did not modify the
deformability properties of stored RBCs. The work of Kriebardis
et al. (2007), for instance, showed evidence of the occurrence
of oxidative damage in proteins of RBCs stored in CPDA with
emphasis on components of the cytoskeleton. Moreover, Snyder
et al. (1985) studied RBCs after treatment with H,0,, carbon
monoxide (known to inhibit haeme-protein degradation) and
butylated hydroxytoluene (BHT) antioxidant, showing that BHT
was able to decrease lipid peroxidation, but it was not able to pre-
vent the loss of deformability, suggesting that RBC biomechanics
is highly related to membrane protein oxidation. More recently,
other reports supported this conclusion about the role of pro-
teins (Srour et al., 2000, Hale et al., 2011). Dikmenoglu et al.
(2008) also demonstrated that another antioxidant, melatonin,
was able to prevent lipid peroxidation but did not change the
overall elastic properties of erythrocytes. The antioxidant capac-
ity of vitamin E is focussed on membrane phospholipids. Thus,
supported by these studies, our findings suggest that, although
ROS production decay associated with lipids is an important
issue, it is not sufficient to improve cell biomechanics. There-
fore, more studies focusing on the combination of vitamin E with
protein antioxidants could be relevant in order to maintain the
characteristics of erythrocytes as a whole during storage.

This study also presents some limitations. Evaluations of
mechanical fragility were not performed. To better understand
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RBC biophysical properties, it would be relevant to correlate
elastic properties with mechanical fragility and ROS production.
Wealso did not perform studies related to gender or leukoreduc-
tion, which may influence some parameters investigated.

CONCLUSION

In conclusion, our results showed thata vitamin E nanoemulsion
prepared in SAG-M decreased ROS production in RBC units
by at least 35% without changing RBC elasticity. Supported
by other reports, we also suggest that as vitamin E acts on
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EVALUATION OF SHORT-CHAIN POLYPHOSPHATES AS
AN ADDITIVE TO PACKED RED BLOOD CELLS

C. N. Jovinot?, C. A. L. Silvat®, D. C. N. Silva®, S. C. A. Lucena’, G. A. L. Pereira®, B. S. Santos®,
A. Fontes®

Red blood cells (RBCs) stored for transfusion purposes undergo oxidized lesions that can affect their deformability.
Polyphosphates are inorganic polymers with antioxidant, buffering, chelating action and bactericidal properties, besides they
are still sources of phosphorus and energy. This work evaluated the action of sodium polyphosphate (NaPolyP, n = 9) on
RBCs. Initially, erythrocytes collected in EDTA were analyzed morphologically, after 24 h and two weeks of incubation
with NaPolyP (from 0.05 to 0.4 mg/mL), in order to determine the amount that best preserved their biconcave shape. The
highest concentration used (0.4 mg/mL) was responsible for the best preservation of the erythrocyte morphology. In parallel,
the influence of NaPolyP concentrations on the coagulation was evaluated applying Prothrombin Time (PT) and Activated
Partial Thromboplastin Time (APTT) tests in blood collected in sodium citrate. Clotting time increased with NaPolyP
concentration only for the intrinsic pathway, which excluded the hypothesis that it could stimulate coagulation processes.
From then on, CPD/SAG-M RBC units were treated with NaPolyP and analyzed for their quality control, including
hemoglobin content, hematocrit determination, hemolysis, and microbiological testing. The elasticity of RBCs was also
measured using an optical tweezer. NaPolyP exposure of RBC units did not significantly alter quality control parameters.

NaPolyP treated erythrocytes showed to be about 25% more deformable than the untreated ones at day 35 of storage.

Introduction

The main biological function of human red blood cells
(RBCs) is the supply of molecular oxygen to tissues. The
transfusion of RBCs is a procedure commonly used to treat
established anemia and cases of blood loss due to events such
as trauma, surgical procedures, and severe gastrointestinal
bleeding, in order to prevent inadequate O, release in the body?.
When erythrocytes are stored under blood bank conditions, they
undergo biochemical and biophysical changes, known as the
RBC storage lesion, which affect cell function, metabolism and
morphology?. The use of preservative/additive solutions aims to
decrease the RBC storage lesion upholding their cellular
integrity and deformability, fundamental characteristics to their
24 h post-transfusion survival and to the maintenance of the
tissue perfusi0n3. However, even so, it has been observed that
stored erythrocytes can: (i) undergo a drop in the glycolytic
rate, as well as an increased hemolysis; (ii) accumulate
glycolysis products and oxidative stress; and also (iii) present a
gradual loss on deformability and zeta potential>*®. Many
reports have studied stored erythrocytes, and some of them also
aimed to improve RBC properties under this condition*57,

Polyphosphates (PolyPs) constitute a set of phosphate
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groups, necessary for cell growth and metabolism. They are
inorganic polymers presenting a general formula [PO37],, where
n is the degree of polymerization. Physicochemical analyses
showed that the hydrolysis of P-O-P bonds, in linear
polyphosphates, releases energy equivalent to approximately 10
kcal/mol, the same amount of energy released by the hydrolysis
of the terminal phosphoric group of ATP®. The buffering
activity of PolyPs also has biological importance due to the
neutralizing action of alkalis inside the cells'®. Reports on
literature have proven the presence of inorganic polyphosphates
in a variety of human cells (including the platelets) and
tissues’®!. Others useful features of PolyPs are the antioxidant
and bactericidal properties, as well as chelating action on
bivalent ions™>*3,

Thus, these polyphosphate characteristics of retarding
the acidification of the medium, preventing oxidative damage,
being a source of inorganic phosphate and its potential for
energy reserve may be useful to improve the quality of stored
RBCs and lead to a better post-transfusion yield. However, the
polymer size-dependence procoagulant effect reported to
PolyPs can be a concern to blood transfusion*'. Thereby, the
aim of this work was to evaluate the action of sodium
polyphosphate (NaPolyP) with a chain of nine groups (n = 9)
on the quality parameters adopted by hemotherapy services,
clotting time and mechanical properties of erythrocytes stored
in CPD/SAG-M units.

Methodology

NaPolyP Solution Preparation

The sodium polyphosphate salt [(NaPO3)g — Sigma-Aldrich]
applied in this work presents 96% of purity and polymeric
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chain containing 9 phosphate units, as determined by the
equation described by Greenfield and Clift®, which was
applied to the 3P NMR spectrum data obtained with a Varian
spectrometer (7 T, operating at 121 MHz, data not shown).

The starting sodium polyphosphate concentration (0.1
mg/mL) used in this study was estimated from the equivalence
with the phosphorus amount remained in a CPDA; RBC unit
(ca. 6.6 mg that corresponds to ca. 29.2 mg of NaPolyP in a
final volume of 250 mL), after the removal of the platelet-rich
plasma during the whole blood fractionation. The amount of
NaPolyP solutions applied in the entire study always represents
less than 2% of the total blood constituent’ volume used, which
is not capable to alter considerably the sample isotonicity. Here
was to apply the NaPolyP to supplement CPD/SAG-M RBC
units, which have almost all the total phosphorus withdrawn
during the blood processing, and investigate biochemical and
biophysical parameters modifications compared with samples
without the NaPolyP. The SAG-M units can be preserved for a
longer period than CPDA; ones'’. Thus, the hypothesis is that
the supplementation with phosphorus, besides the others
promising characteristics of PolyPs, could improve the stored
conditions of SAG-M RBCs.

Evaluation of the NaPolyP on the Erythrocyte Morphology

Before applying the NaPolyP in RBC units, we evaluated its
effect on the erythrocyte morphology. This procedure also aids
to adjust the NaPolyP amount to be added to the units. Ethics
Committee approved this study (Report 003/09 and CAEE
41109115.6.3001.5195). For this, RBCs collected in EDTA
were resuspended in 0.9% saline solution and submitted to
increasing NaPolyP concentrations (1X, 2X and 4X,
respectively 0.1, 0.2 and 0.4 mg/mL), taking as control
erythrocytes in absence of NaPolyP. All systems were analyzed
by optical microscopy (Axiolab — Carl Zeiss) after 24 h and two
weeks of incubation.

Evaluation of the NaPolyP on the Coagulation

The direct action of the NaPolyP (n = 9) on clotting was
also evaluated through Prothrombin Time (PT) and Activated
Partial Thromboplastin Time (APTT), in order to verify
possible variations in the both extrinsic and intrinsic pathways,
respectively. These coagulation monitoring tests involve the
clotting cascade activation artificially induced, and measure the
time elapsed until clot formation. For this, coagulation times
were obtained for plasma samples, collected in sodium citrate,
from four different healthy donors, incubated with NaPolyP
solutions of increasing concentrations (1X, 2X, 4X, and 10X,
respectively 0.1, 0.2, 0.4 and 1 mg/mL) and compared to the
control. Clotting time analyses were performed in an
Automated Coagulometer ACL 7000® (Instrumentation
Laboratory), with reference values 10.8 and 29.1 seconds for
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PT and APTT, respectively. Biotécnica® kits specific for PT
and APTT determination were used.

RBC Units

RBC units were obtained from healthy donors at the
Foundation of Hematology and Hemotherapy of Pernambuco
(HEMOPE). RBCs were collected in CPD/SAG-M (Fresenius
Kabi) and, at the same day, each unit was split into two
portions. Right after, one of them received a NaPolyP solution
(0.4 mg/mL) freshly prepared. The other portion was
considered as control. All manipulations were performed via
sterile connecting devices, and units were stored at 4 °C. Three
RBC split units were evaluated for each type of analysis.

Quality Control Tests in RBC units

All samples, with or without the NaPolyP (4X) were
analyzed by the quality control service, on the 35" day of
storage, at HEMOPE, by evaluating hemoglobin, hematocrit,
and hemolysis by the XS—1000i—Hematology-Analyzer®
(Sysmex) and absorption spectroscopy’®. References values are
hemoglobin > 45 g/unit, hematocrit 50 — 70% and hemolysis <
0.8%. Microbiological tests were also performed using
BacT/ALERT® culture media (BioMérieux).

Evaluation of Stored RBC Elasticity

In order to evaluate the RBC elastic constant (named here as
“elasticity”), cells obtained from units, with or without the
NaPolyP, were evaluated by an optical tweezers system. The
erythrocyte elasticity provides information about its
deformability. The optical tweezers system used in this work
consisted of a laser beam operating in the near infrared spectral
region (A = 1064 nm — IPG Photonics) focused on a microscope
(Axiolab — Carl Zeiss) through an objective of 100X (NA =
1.25). For the measurements, RBCs (diluted in blood serum —
1:1000 pL) were analyzed in a Neubauer chamber. They were
captured by the optical tweezers and dragged against the fluid
with six different constant velocities ranging from 140 to 315
pm/s by using a motorized stage (ProScan — Prior Scientific)
coupled to the microscope®. When an RBC is dragged through
the blood serum, they are deformed and a hydrodynamic force
and an elastic force act upon the cell. Equilibrium occurs when
elastic force cancels the drag force. At equilibrium,

L=1L +(”Lg)v
0 HZeq

where w is the overall apparent elasticity, AL = L—L, is the cell
length deformation (adopting L, as the cell length in the
absence of any force), 7 is the blood serum viscosity (1.65 cP,
measured by an Ostwald viscosimeter) and v is the drag
velocity applied. The cell is located at a distance Z; from the
bottom of a Neubauer chamber and Z, from the coverslip, 1/Z,
= 1/Z, + 1/Z,. Therefore, since the blood serum viscosity 7, L,
and Z., are known, the measurement of the cell length as

(Equation 1),
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Figure 1. Representative microscopy images from different fields showing: (a) control RBCs after 24 h; (b) RBCs with NaPolyP
(0.4 mg/mL) after 24 h; (c) control RBCs after two weeks and (d) RBCs with NaPolyP (0.4 mg/mL after two weeks. Scale bar =

10 um.

function of the drag velocity can be used to extract a value for
p.The cell movement at different velocities was registered with
a real-time image capture system integrated with a computer.
The L value was measured from video snapshots with Image
Pro-Plus software (Media Cybernetics). The snapshots were
obtained by using the softwares Virtual Dub (by Avery Lee)
and Paint Shop Pro (Corel Corporation). The depth Z; was set
by focusing the bottom of the Neubauer and then lowering the
chamber by the desired amount (in this case 50 pm) while
keeping the cell fixed with the optical tweezers. Elasticity
measurements were carried out on the 7", 21% and 35" days of
storage. For analysis, at least 20 cells were measured by each
unit in each day.

Statistical Analyses

To examine statistical differences or similarities presented
between the groups, we used the Wilcoxon test to the elasticity
evaluation and Kruskall-Wallis to the coagulation experiments.
Groups were considered significantly different at p values
lower than 0.05 (for a two-tail hypothesis).

Results and Discussion

Evaluation of the NaPolyP on the Erythrocyte Morphology

No morphological changes were observed after 24 h, either in
control erythrocytes or in those treated with 0.4 mg/mL
NaPolyP, as depicted in representative images of Figure 1a and
1b, where RBCs are showing the usual discoid shape. After two
weeks, the biconcave phenotype was rare to be observed in
control samples (Figure 1c). In contrast, RBCs treated with 0.4
mg/mL NaPolyP presented a lower amount of echinocytes per
field, as showed in Figure 1d. Other NaPolyP concentrations
tested did not induce significant changes in RBC morphology
when compared to control at the same time interval considered
previously (data not shown).

The echinocyte morphology may be a response to cellular
energy depletion (ATP) and/or increased intracellular calcium
concentration. Thus, we believe that NaPolyP treated
erythrocytes had their morphology better conserved due to the
energy supplied, as well as the antioxidant and chelating Ca?*

properties, provided by this inorganic polymer. A particular
feature of the storage lesion is the presence of spherecytes and
echinocytes™. The biconcave form of erythrocyte is essential
for the development of its biological function and is also
associated with its deformabilityzo. Therefore, these observed
images suggest that NaPolyP at 0.4 mg/mL presents potential to
be applied for RBCs units' preservation.

Evaluation of the NaPolyP on the Coagulation

The Prothrombin Time (PT) test results showed that the
presence of NaPolyP (n = 9) did not interfere in the extrinsic
coagulation pathway (p > 0.4, Figure 2a). On the other hand,
the time observed for APTT (Activated Partial Thromboplastin
Time) showed a progressive delay in the onset of coagulation (p
< 0.01) with the increase of NaPolyP amounts, being more
pronounced to the concentration of 1 mg/mL, indicating an
influence of NaPolyP on the intrinsic pathway (Figure 2b).
Results for control samples were in according to reference
values.

Reports have shown that PolyP (from 25 mers) can be a
hemostatic regulator and modulates the blood coagulation at
various steps, even for concentrations 10-fold smaller than the
one applied here'**®. Therefore, this study was carried out to
evaluate which role NaPolyP (n = 9) could perform on blood
clotting, in order to verify its applicability in RBC units for
transfusion purposes. It was verified that there was no
procoagulant activity, but the opposite. Differently from the
previous reported works, NaPolyP (n = 9) delayed the
coagulation related to the intrinsic pathway, not accelerated.
These early studies revealed that PolyPs can exert differential
speed-ups on blood clotting depending on the concentration and
the polymer length. Those with sizes from 60 to 100 mers
(similar to PolyP polymer lengths released by platelets)
accelerate effectively the activation mediated by Factor V,
whereas those with larger size mediate directly the coagulation
through the contact (intrinsic) pathway and increase the
polymerization of fibrin***®. Thus, the opposite result found by
us can be due to the difference on the length chain applied in
this study. In addition, the coagulation time increase in the
presence of NaPolyP (n = 9), showed by the APTT data, can be
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probably ascribed by the direct action on the sequestration of
Ca®" ions, a cofactor agent of coagulation activation to the
intrinsic pathway.
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Figure 2. Evolution of (a) Prothrombin Time (p > 0.4) and (b) Activated Partial Thromboplastin Time (p < 0.01) as

a function of NaPolyP concentration (n = 9).

Regarding the 2-fold time-delay observed to
coagulation (4X concentration), we believe that it
does not represent a critical concern, since licensed
RBC  preservative  solutions contain  even
anticoagulants3. Thus, as it was not detected
procoagulant activity, NaPolyP (n = 9) may be a
promisor additive to RBCs units.

Quality Control Tests in RBC units

The quality control tests showed acceptable
results considering the parameters established by
blood banks?'. The presence of NaPolyP, determined
on day 35 of storage, did not significantly modify the
total amount of free hemoglobin levels, the
hematocrit, and the hemolysis. Mean values for
hemoglobin, hematocrit, and hemolysis were (51.8 +
0.3) g/unit, (59.2 + 0.6)% and (0.6 + 0.02)%,
respectively. Microbiological tests were also
negative for all units.

Evaluation of Stored RBC Elasticity

The results of the temporal changes in the
elasticity for the control and NaPolyP added samples
are shown in Figure 3. The RBC deformability
decreases according to storage time (p < 0.01, both
for day 7 and for 21 when compared to day 35),
which is corroborated by previous studies reported in
the literature®®.

On days 7 and 21, there were no significant
differences in the elasticity values between NaPolyP
treated and control samples (p > 0.2). Nevertheless,
on day 35, RBCs treated with 0.4 mg/mL of
NaPolyP presented a lower elastic constant value
when compared to the control (p < 0.04), showing to
be ca. 25% more deformable.

Studies have pointed out to the protein oxidation
as the major responsible to the loss of the RBC
deformability'®?>?*2* |n addition, Snyder and co-
authors also showed that the treatment of RBCs with
carbon monoxide prevent the echinocyte formation
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and the increase of membrane rigidity after exposure
to H,0,. Carbon monoxide is known to inhibit the
methemoglobin and spectrin-hemoglobin cross-
linking formation.
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Figure 3. RBC elasticity of control and NaPolyP
treated samples as a function of storage time. The
asterisk indicates that the result was statically
significant on day 35 (p < 0.04), when treated and
not-treated groups were compared.

Recently, it has also been reported that PolyPs
can protect proteins against oxidative stress.
Moreover, PolyPs can defend biological systems
against the Fenton reaction, in which H,0, interacts
with metal ions, such as Fe®*, and generates the
hydroxyl radical (OH"), considered the most reactive
ROS. The Fenton reaction is one of the major
oxidative routes in erythrocytes due to the
hemoglobin iron and leads not only to the production
of OH" but also of the methemoglobin®>%2%, Thus,
our findings, supported by previously studies,
suggest that these directly and indirectly protections
of PolyPs from oxidative stress were responsible for
the improvement of the deformability observed on
day 35. Moreover, we also believe that other PolyPs
properties, such as being a source of energy also
helped in this process. The defence against the
Fenton reaction and methemoglobin formation can
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also reinforce the lower amount of echinocytes
observed in PolyP treated samples of Figure 1.

Conclusions

By concluding, our results showed that the
NaPolyP (n= 9, 0.4 mg/mL) does not promote
procoagulant activity, guarantees the preservation of
the erythrocyte biconcave morphology, as well as
improves the RBC deformability without interfering
with the quality control parameters. Thus, this short-
chain polyphosphate showed to be a potential
additive to RBCs units. However, further studies
deserve attention in order to better understand the
role of this small polymer on blood biophysical and
biochemical properties.
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7 CONCLUSOES

e A vitamina E foi eficazmente dispersada em CPD/SAG-M com o auxilio de
tensoativos (Tweens 20 e 80). A nanoemulsdo permaneceu estavel ao longo
do periodo de estudo e suas goticulas apresentaram tamanho médio de 21 +
5 nm. A vitamina E se manteve estruturalmente integra apdos ser incorporada
nas formulacoes.

e A incubacdo com a vitamina E nanoemulsionada nao alterou os parametros
de controle de qualidade de CHs. Tanto as amostras controles quanto as com
vitamina E emulsionada n&o apresentaram diferencas significativas.

e A vitamina E nanoemulsionada reduziu a producdo de ROS nos CHs de
CPD/SAG-M em pelo menos 35% ao longo do periodo de estocagem.

e Embora tenha reduzido a producdo de ROS, a vitamina E nanoemulsionada
nao modificou a deformabilidade eritrocitaria ao longo do periodo de
estocagem, corroborando estudos que indicam que a deformabilidade esta
mais relacionada a oxidacao das proteinas da membrana.

e Os eritrécitos coletados em EDTA, ressuspendidos em NaCl 0,9% e tratados
com polifosfato de sédio (n = 9; 0,4 mg/mL) tiveram sua morfologia bicdbncava
melhor preservada em comparacao aos nao tratados, apés duas semanas.

e O polifosfato de sédio (n = 9) ndo modificou os tempos de coagulagcéo
relacionados a via extrinseca. JA o tempo de coagulacao relacionado a via
intrinseca aumentou com a concentracao de polifosfato de sédio, o que exclui
a hipotese de que esse polimero poderia estimular o processo de
coagulacéao.

e Aincubacdo dos CHs em CPD/SAG-M com o polifosfato de sédio nédo alterou
0s parametros de controle de qualidade ao longo da estocagem.

e Os resultados indicam que eritrocitos provenientes de bolsas de CPD/SAG-M
tratados com o polifosfato de sédio (n = 9) apresentam cerca de 25% mais
deformabilidade que os ndo tratados no 35° de estocagem. Sugere-se que
esses resultados sédo devido a protecdo proteica ao estresse oxidativo, a
defesa contra a recdo de Fenton e o suprimento de energia proporcionado

por esse polimero.
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Como perspectivas de curto prazo objetiva-se: aumentar o nimero de CHs
avaliados com o aditivo polifosfato de sodio. Além disso, pretende-se avaliar
a acao do polifosfato de sédio na producdo de ROS, estudando sua acao
separada em lipideos e proteinas e na fragilidade osmaética. Em médio prazo
pretende-se investigar a acdo de outros aditivos tais como um derivado de
porfirina que mimetiza a SOD.
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APENDICE

Outras Avaliagcbes com Vitaminas Ee C

1. Introducéo:

Esta secédo reune estudos adicionais que avaliaram a acdo da nanoemulsao
de vitamina E e da vitamina C como possiveis agentes antioxidantes de CHs. Para
fins de uma continua constru¢do do conhecimento sobre as a¢des da vitamina E em
eritrécitos estocados, estudos bioquimicos foram também realizados, incluindo
fragilidade osmotica, composicao de fosfolipideos totais de membrana de eritrocitos
e dosagem de colesterol de membrana de eritrocitos. Nesta secdo, relata-se
também as andlises da acdo da vitamina C sobre 0s eritrocitos estocados, incluindo
também fragilidade osmoética, avaliagdo da producdo de espécies reativas de
oxigénio e controle de qualidade.

2. Breve Descri¢cao da Metodologia

2.1 Preparacao das Formulacdes

Devido a sua natureza hidrofébica, a vitamina E foi solubilizada em meio
aquoso, em SAG-M. Em forma de emulsdo a interacdo da vitamina E com os
eritrécitos dos CHs se torna possivel. A preparacao dessas emulsées envolveu a
combinacdo de 3 componentes: SAG-M (50 mL), 6leo (160 mg de vitamina E) e
tensoativos (265 mg de Tween 20 e 265 mg de Tween 80). A formulagao foi
preparada de forma a atingir uma concentragdo de 0,2 mg/mL no CH
(CONSTANTINIDES et al., 2008).

Ja como a vitamina C é hidrossollvel, para esta foi preparada uma solucao
levando em consideracdo o estudo de Raval e co-autores (RAVAL et al., 2013).
Essa formulagao foi também preparada em SAG-M (0,24 g de &cido ascorbico e 10
mL de SAG-M) para atingir uma concentracao final de 8,78 mmol L™ nos CHs.

2.2 Amostra dos Eritrocitos
As hemacias foram obtidas a partir de segmentos de CHs de CPD/SAG-M
estocadas no HEMOPE (Parecer 003/09, CAEE 41109115.6.3001.5195 ). Cada
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bolsa foi dividida em 2 unidades de 150 mL. Uma das unidades recebeu 10 mL da
formulacdo da vitamina C ou da vitamina E, conforme concentracdes finais descritas
na secao 2.1. A outra unidade recebeu a mesma quantidade do solvente (sem
vitaminas) e foi considerada como controle. As formulagdes foram adicionadas as
bolsas de sangue de forma asséptica e, em seguida, os CHs foram armazenados a
4 °C. Foram avaliados cinco CHs para a vitamina E e dois para a vitamina C. As
diferencas e similaridades estatisticas apresentadas entre grupos controle e teste
foram avaliadas por Wilcoxon.

2.3 Controle de Qualidade

Os testes do controle de qualidade foram realizados para amostras contendo
ou nao as vitaminas no 35° dia de armazenamento, no HEMOPE. Para garantir a
gualidade dos CHs, o controle de qualidade € realizado por dois parametros: a
inspecao visual (alteracdo de cor, lipemia do sobrenadante, presenca de coagulos e
vazamentos) e testes estabelecidos na portaria 1352 de 13 de junho de 2011, tais
como controle microbioldgico, determinacdo do hematécrito, da hemoglobina e da
hemolise (EUROPEAN DIRECTORATE FOR THE QUALITY OF MEDICINES et al.
2015).

2.4 Avaliacdo das Espécies Reativas de Oxigénio

Para avaliar a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), foi realizada
a marcacgdo das hemacias com o diacetato de 2',7'-diclorofluoresceina (DCFH-DA)
nos dias: 7, 21 e 35 de armazenamento. Para isso, 500 uL de cada amostra (CHs
com e sem vitaminas) foram diluidos em 5 mL de solugéo salina (0,9%) e lavados 3
vezes por centrifugacdo. Posteriormente, 10 uL desta solugdo foram diluidos em
990 uL de solugéo salina e incubados com 0,5 pyL de DCFH-DA por 30 minutos.
Depois disso, as amostras foram lavadas novamente 1 vez por centrifugacdo para
remover o excesso do marcador e ressuspendidas em 990 pL de solugéo salina.

As amostras foram avaliadas por citometria de fluxo através de histogramas
com excitacdo em 488 nm e deteccdo no canal FL1 (BD Accuri C6). Também foi
realizada a avaliagdo de um controle positivo usando 1 pL de peréxido de
hidrogénio diluido em 50 pL de salina. A quantidade de 10 pL destas solugdes foi
adicionada as amostras e as espécies reativas de oxigénio foram analisadas pelo

mesmo protocolo descrito acima.
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A citometria de fluxo identifica a conversao do DCFH-DA em 2,7°-
diclorofluoresceina (DCF). Essa conversao ocorre em varios passos. Primeiro o
DCFH-DA é transportado através da membrana da célula, € desacetilado por
esterases e forma um composto ndo fluorescente, o DCFH. Esse composto, ja no
interior das células, é entdo convertido em DCF pela presenga de ROS. Assim
quanto maior for a fluorescéncia detectada, maior é a quantidade de ROS produzida

pela célula (AMER et al., 2003). Foram assim avaliadas todas as bolsas de CHs.

2.5 Fragilidade Osmoética

A fragilidade osmotica dos eritrécitos, estocados a curto e longo prazo, das
amostras tratadas ou ndo com vitaminas foi avaliada tal como descrito por Moore e
co-autores (MOORE, 1968), apds algumas modificagdes. Diluiu-se as células a
serem testadas de 1:100 com solugédo salina. A seguir, adicionou-se 0,3 mL da
solugédo acima em 4,5 mL de solugdes salinas (nas concentragdes de 0,9 a 0,3%,
com intervalos de 0,1) misturando rapidamente e leu-se a D.O. a 675 nm apds 60
segundos, para cada tubo. A partir da densidade 6ptica, encontrou-se o percentual

de hemdlise para as diversas concentracoes.

2.6 Composicao de Lipideos Totais da Membrana de Eritrocitos

Os lipideos foram extraidos a partir da membrana de eritrécitos, estocados a
curto e longo prazo, como descrito por Folch (1957) (FOLCH & LESS, 1957), com
cloroféormio: metanol (2:1, v/v). A extracdo lipidica foi realizada adicionando-se
vagarosamente 0,5 mL de eritrocitos lavados no centro de um tubo contendo 7 mL
de metanol sob agitacdo constante. Posteriormente, foram acrescentados 14 mL de
cloroférmio. Filtrou-se a solucdo final e completou-se com uma solucdo de
cloroférmio/metanol proporcional (2:1 v/v). Em seguida, foram adicionados 10 mL
de KCL e as amostras ficaram sob extracdo por no minimo 12 horas.

A partir desses extratos, a dosagem de fosfolipideos totais (FLT) das
amostras foi realizada pelo método de Bartlett (1959) e a determinagéo do teor de
colesterol das membranas de eritrécitos das amostras foi realizada por
espectrofotometria utilizando o0 método colorimétrico (Labtest Sistemas
Diagnosticos Ltda). A absorbancia foi medida num espectrofotbmetro a A = 735 nm
(BARTLET, 1959).



100

3. Resultados

O objetivo principal do estudo bioquimico com a vitamina E foi verificar se a
reducdo de ROS (apresentada no artigo) teria correlacdo com a composicao lipidica
e colesterol de membrana eritrocitaria, bem como sobre sua resisténcia a variagées
osmoticas. Para estes estudos bioquimicos, escolheu-se realizar analises nos
extremos do periodo de armazenamento a fim de detectar variacbes mais
significativas. Com relagdo aos testes com vitamina C, tratam-se de estudos
preliminares que tiveram o objetivo de avaliar o potencial da acdo dessa vitamina
através da avaliacdo do controle de qualidade, fragilidade osmatica e producédo de

ROS e assim realizar uma triagem.

3.1 Vitamina E

- Fragilidade Osmoética

Os resultados da fragilidade osmatica para CHs contendo ou ndo a vitamina
E, estdo apresentados na Figura 1. Os resultados demonstram que a percentagem
de hemolise de todas as amostras no final da estocagem foi significativamente maior
guando comparada ao inicio (p < 0,03). Foi constatado, ainda, que quando 0s
eritrécitos estocados foram incubados com as nanoemulsées com vitamina E, ndo

houve diferenca em relacdo ao grupo controle (p > 0,5).

Figura 1. Fragilidade osmética em func¢@o de concentragBes de NaCl, com e sem a emulséo de
vitamina E.
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Estes resultados sao corroborados pela literatura que constata que as hemacias,
durante o periodo de estocagem, perdem a resisténcia a hemdlise em meios
hipoténicos (RAVAL et al.,, 2013; ALMIZRAQ et al., 2013). Vérios estudos vém
sendo realizados para estabelecer uma correlagcdo entre o aumento da fragilidade
osmotica e o estresse oxidativo (SROUR, et al., 2000) e a hemolise (JOHNSON et
al.,, 1994, EDGREEN et al., 2010; LACROIX; TUCCI, 2011; RINALDUCCI et al.,
2011; D’ALESSANDRO et al., 2012; GRAZZINI; VAGLIO, 2012). No entanto, o
estresse oxidativo relacionado as proteinas, e ndo aos lipideos, tem sido apontado
como o fator mais critico para o comportamento reoldgico eritrocitario, incluindo a
fragilidade osmdtica e a elasticidade (SROUR, et al., 2000; KRIEBARDIS et al.,2007;
HALE et al., 2011). Dessa forma, sugere-se que a vitamina E ndo modificou a
resisténcia a hemalise, pois atua principalmente prevenindo a lipoperoxidagao.

- Composicéo de Lipideos Totais de Membrana de Eritrécitos

Os teores de colesterol e fosfolipideos obtidos para as membranas dos
eritrécitos dos CHs estdo apresentados nas Figuras 2 e 3. Os nossos resultados
indicaram que a dosagem de fosfolipideos totais reduziu (cerca de 15%) no ultimo
dia em relagédo ao primeiro em ambas as amostras (p < 0,04) com ou sem vitamina
E. No entanto, ndo houve diferenca entre as amostras controles e testes (p > 0,2).

Figura 2. Médias das concentracdes de fosfolipideos totais de membranas de eritrdcitos estocados a
curto e longo prazo, com e sem vitamina E.
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A dosagem de colesterol (Figura 3) constatou uma reducdo em torno de 8%
do primeiro dia para o ultimo dia de estocagem das amostras (p < 0,04). Nao houve
diferencas significativas entre a concentragdo de colesterol de membranas de
eritrocitos provindos de CHs com e sem nanoemulsdo de vitamina E para curto e
longo prazo (p > 0,2).

Figura 3. Médias das dosagens de colesterol de membranas de eritrocitos estocados a curto e longo
prazo, com e sem vitamina E.
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Os valores dos teores de fosfolipideos e colesterol encontrados nesse
estudo, bem como a sua reducédo em funcdo do armazenamento, estdo de acordo
com dados relatados na literatura, embora tenham sido realizados com bolsas
estocadas em outras solu¢des aditivas e/ou lecoreduzidas (WAGNER et al., 1987;
GREENWALT et al., 1990; DRAPER et al., 2002; ALMIZRAQ, et al., 2013).

Ademais, alteracbes de composicdo podem levar a alteracdes na
permeabilidade da membrana, de modo a afetar sua resisténcia a tensdes
osmoticas podendo se correlacionar entdo aos resultados encontrados para a
fragilidade osmotica e quantificacéo lipidica em funcdo da estocagem (STOLL et al.,
2011).

A perda lipidica ao longo do armazenamento esta relacionada a formagéo de
microvesiculas que se desprendem da membrana eritrocitaria (WILLEKENS et al.,
2008). Adicionalmente, Wagner e co-autores relataram que a oxidacao da proteina

espectrina esta correlacionada com a vesiculagdo (WAGNER et al., 1987). Assim,
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mais uma vez reforca-se a hipotese de que a utilizacdo de antioxidantes proteicos

podem ser mais efetivos nas lesdes de estoque que 0s que atuam nos lipideos.

3.2 Vitamina C

- Controle de Qualidade

Os valores médios para os testes de controle de qualidade realizados no 35° dia
de armazenamento para a vitaminas C foram: hematocrito (57 £ 0,6)%, hemoglobina
(48 £ 0,2) g/unidade e hemdlise (0,6 + 0,02)%. N&o houve diferencas entre as
amostras controle e teste. As analises microbiol6gicas demonstraram que nédo houve
contaminacdes por bactérias Gram positivas ou negativas neste periodo. Todas as
amostras tiveram valores que estdo de acordo com os de referéncia (50 a 70% de
hematécrito; hemoglobina > 45 g/unidade; grau de hemdlise < 0,8%) (EUROPEAN
DIRECTORATE FOR THE QUALITY OF MEDICINES et al. 2015).

- Fragilidade Osmotica

Os resultados da fragilidade osmotica para CHs contendo ou ndo a vitaminas C
estdo apresentados na Figura 4. Assim como para as analises com vitamina E, para
todas as amostras houve uma reducao na resisténcia a perturbacdo causada pela
variagdo da osmolaridade do meio dos eritrocitos ao final da estocagem (p < 0,03).

N&o houve diferenca significativa entre CHs contendo ou néo vitamina C (p > 0,4).

Figura 4. Fragilidade osmaotica em fungéo de concentragdes de NaCl, com e sem a vitamina C.
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- Avaliacdo de ROS

O controle positivo de H,O, mostrou que 96,4% das células foram marcadas,
demonstrando a eficiéncia desta sonda fluorescente. As porcentagens indicaram um
aumento relativo da producdo de ROS em funcdo do periodo de estocagem para
amostras contendo vitamina C em relacdo ao controle foram: +14+3%, +15+4% e
+13+3% para os dias 7, 21 e 35 respectivamente, embora néo significativo (p >
0,3).

Uma vez que os resultados ndo foram promissores nessas avaliacdes, e tendo
em vista as experiéncias desenvolvidas com a pesquisa com a vitamina E, optou-se
por ndo dar prosseguimento a este estudo no momento. Mais andlises séo

necessarias para confirmar esses resultados preliminares.

4. Considerag¢des Finais

As analises bioquimicas indicaram que os eritrocitos de CHs perdem a
resisténcia a perturbacdes osmaticas, tendem a hemolisar e perdem lipideos e
colesterol de membrana durante a estocagem em bolsas de CPD/SAG-M. A
nanoemulsédo de vitamina E ndo interferiu nessas alteracdes, sugere-se que pelo
fato de ser um antioxidante lipidico, uma vez que tais caracteristicas estdo
relacionadas com o citoesqueleto. Apesar de ser um estudo preliminar, a vitamina C
nao modificou os parametros de controle de qualidade dos CHs, bem como nao
alterou a resisténcia a perturbacédo causada pela variacdo da osmolaridade do meio
e indicou uma tendéncia de aumento da marcacdo por DCFH-DA, embora nédo
significativa, ao longo do periodo de estocagem. Mais estudos sdo necessarios para
melhor elucidar esses pontos, tais como: prevenir e avaliar uma possivel
fotodegradacao da vitamina C, verificar a sensibilidade da metodologia de avaliacédo
da fragilidade osmotica, verificar a influéncia do pH e aumentar o nimero de bolsas

avaliadas para pelo menos cinco.
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decimal point instead of a comma. For symbols and units, avoid writing alpha, Ohm, deg; use Greek and special
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appropriate position and required space. Figures and tables will appear left-aligned (with a 0,5cm left indent) or
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sure to use only standard fonts (Arial, Times New Roman, Symbol) or include the fonts in the figure file. When
composing a figure, avoid using separate drawing elements in Word such as arrows, symbols or letters, since
these are often lost if a figure must be extracted from the Word file during typesetting. All elements of a figure
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reproduction could have extra costs)
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Fig. 2 Two parts of a figure side-by-side. They should be labelled a) and b) either in the figure or adjacent to it. Two
figures of similar size with consecutive numbers may be arranged in the same way, with separate captions underneath each
figure.
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Fig. 3 Figure with side caption. This option is particularly appropriate
for a single illustration with a maximum width of about 8§ cm which
cannot be grouped together with another figure. The figure is placed
left-aligned with no indentation. The caption text must not exceed the
available space beside the figure. Depending on the position of the
figure at the top or the bottom of the page, the caption is also aligned
top or bottom, respectively.

In the text, equations may be referred to by writing “... in Eq. (1)”. At the beginning of a sentence, use the full
form “Equation (1) shows ...”.

3.4 Formatting of references

References should be numbered consecutively in the order in which they are first mentioned in the text. Identify
references in text, tables, and legends by Arabic numerals in square brackets.

References should follow the standards summarized in the NLM’s webpage International Committee of
Medical Journal Editors (ICMJE) Recommendations for the Conduct, Reporting, Editing and Publication of
Scholarly Work in Medical Journals: Sample References.

Some examples about citation of journal articles, books and websites are shown below.
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headings: Objectives; Background; Methods/Materials; Results; Conclusion.

- They should be no longer than 5000 words and contain not more than 60 references and no more than six
figures/tables.

Short Communication



111

Should contain a structured abstract of no more than 200 words rather than a summary with the following
headings: Objectives; Background; Methods/Materials; Results; Conclusion.

- They should be no longer than 3000 words and contain no more than 25 references and no more than three
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