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Resumo: A pincga optica (PO) € uma ferramenta que utiliza luz para capturar e mover particulas.
Por exercer forcas da ordem de Piconewtons sob as particulas capturadas, sua principal aplicacédo é
de interesse microscopico, especialmente no estudo de células e biomoléculas que podem ser
manipuladas individualmente sem danos térmicos. Devido a essas caracteristicas, a PO pode ser
utilizada para medir importantes propriedades eritrocitarias, tais como elasticidade e cargas elétricas
da membrana. O concentrado de hemacias (CH) é o hemocomponente mais utilizado na pratica
transfusional. As hemécias quando estocadas sofrem progressiva deteriorizacdo metabolica e celular
com diminuicdo gradual da elasticidade () e da morfologia biconcava. Por outro lado, a membrana
da hemacia é carregada negativamente. Estas cargas influenciam a distribuigcdo de ions ao redor da
celula, criando um potencial elétrico repulsivo denominado potencial Zeta (L), que atua impedindo
a agregacao das hemécias na corrente sangiinea. Alteracdes de cargas nos eritrocitos podem refletir
lesbes de membrana ocorridas durante o armazenamento. Neste trabalho, realizamos a montagem
do sistema de PO e estabelecemos metodologias para quantificar o £ e p. Aplicamos essa
metodologia para medidas do  em hemacias recém coletadas com EDTA e, visando avaliar
alteragdes relacionadas a lesbes oxidativas do armazenamento, também realizamos um estudo
temporal do ¢ e da p em células do CH coletadas com CPD/SAG-M. O ( é obtido através da
velocidade terminal das células apds serem liberadas da armadilha dptica, sob diferentes voltagens.
Ja a u € medida movimentando as células aprisionadas com velocidades progressivas e a maxima
deformacdo é registrada. A p é obtida analisando-se a deformacdo da hemécia em funcdo da
velocidade. Quanto maior for o valor obtido, menos elastica a hemacia. Para todos os estudos
realizados, pelo menos 20 células foram analisadas. As medidas do C e da p foram realizadas no
primeiro dia de cada semana durante o periodo de 35 dias. O  em EDTA foi -8,0 mV. Para
hemécias estocadas em CPD/SAG-M os valores do ¢ foram decrescentes a partir do 1° dia de
armazenamento. Os valores médios foram de -14,8 mV (12 semana), da 22 semana até a 4% semana
de £ =-10,0 mV, decaindo para valores mais baixos a partir da 5% semana, estabelecendo assim em -
8,0 mV. Ja para a p, apés a primeira 1* semana, o valor médio foi 4,1x10™ dina/cm, permanecendo
constante até o final da 2* semana. Ao final da 3* semana observou-se o valor de 4,6x10™ dina/cm,
ao término da 4° semana de 6,4x10™ dina/cm, atingindo 9,6x10™ dina/cm na 5* semana. A reducéo
mais acentuada do ¢ na 12 semana pode ser devido a enzimas liberadas de leucdcitos lisados que
podem alterar as glicoproteinas da membrana eritrocitaria levando a uma reducdo das cargas
negativas. Assim, avaliamos o efeito da leucorreducdo sobre as cargas elétricas das heméacias
estocadas e observamos que as mesmas apresentaram o mesmo perfil de decaimento de cargas que
as nao deleucocitadas, mostrando que a presenca de leucécitos ndo é a responsavel por este
decaimento. Visto que a maioria dos testes imunohematoldgicos de reacdo antigeno-anticorpo,
realizados em bancos de sangue, sdo baseados no principio de aglutinacdo e necessitam da
diminuigdo do C para que a reagdo ocorra, substancias potencializadoras como a papaina, que atuam
diminuindo este { sdo empregadas rotineiramente nestes centros. Como esses testes podem ser
realizados em hemécias coletadas em EDTA ou em bolsas de doacdo e sabendo que hemacias
coletadas em EDTA apresentaram valores menores do £ em relagdo as em CPD/SAG-M, avaliamos
0 ¢ de hem@cias papainizadas coletadas nestes dois meios. Os ¢ foram em mddulo 3,2 (EDTA) e 4,0
mV (CDP/SAG-M). Esses resultados mostram que mesmo que o  seja diferente inicialmente em
EDTA e CPD/SAG-M, em ambos 0s casos ocorre a reducdo necessaria para a que haja a
aglutinacdo. Além disso, observamos que ap0s o tratamento com papaina, algumas hemacias se
tornam carregadas positivamente, mas o ¢ continua reduzido em modulo. Em concluséo, através da
PO foram estabelecidas metodologias sensiveis e capazes de quantificar importantes propriedades
eritrocitarias, que poderdo contribuir tanto para a compreensdo dos efeitos do armazenamento nas
cargas de membrana e na elasticidade das hemacias em diferentes e variadas situagdes, como para a
padronizacdo de técnicas de hemaglutinacdo na rotina transfusional, melhorando a sensibilidade da
reacao sem perda significativa da especificidade.

Palavras-chave: Pinca Optica, potencial Zeta, Elasticidade



Abstract: Optical tweezers is a very sensitive tool capable of capturing and moving particles with
light. As the forces involved in optical tweezers are in the Piconewtons range, its main application
is in the microscopic world, especially for studying cells and biomolecules which can be manipulate
without any damage. Because of these characteristics, optical tweezers can be used to measure
important properties of red blood cells (RBC), such as elasticity and membrane electrical charges.
Erythrocytes are the component most used for transfusion purposes. RBCs have a progressive
metabolic and cellular deterioration with gradual loss of elasticity (i) and biconcave morphology.
On the other hand, RBC membrane is negatively charged. These charges can change the ions
around the cell causing a repulsive electrical potential called Zeta Potential (). The ¢ acts
preventing the RBC agglutination in the blood stream. Changes in the RBC ( can reflect membrane
damages caused by storage. In this work, we set up an optical tweezers system and propose
methodologies to quantify the  and p. After that, we applied these methodologies to measure the C
of RBCs freshly collected in EDTA, and with the objective of analyzing oxidative damages caused
by blood storage, we also did a temporal study of the £ and p in RBCs collected in CPD/SAG-M.
The ¢ was obtained by the measurement of the terminal velocity of the RBC after released from the
optical trap for different applied voltages. The u was measured by moving the trapped RBCs with
constant progressive velocities. The u is obtained by analyzing the cell deformations in function of
the velocities. How bigger is the elasticity value, less elastic is the cell. At least 20 cells were
analyzed in all the experiments. The measurements of £ and p were performed in the first day of
each week during 35 days. The £ in EDTA was -8.0 mV. The £ for RBCs in CPD/SAG-M
decreased from the 1° day of storage. The ¢ values were -14.5 mV (1% week), from 22 week to 42
week of £ =-10.0 mV, declining to lower values as of the 5% week, thereby establishing at -8.0 mV.
For p, after the 1* week, the value was 4.1x10™ dyne/cm, at the end of the 3* week it was observed
the value of 4.6x10™ dyne/cm, at the end of 4* week of 6.4x10™ dyne/cm. In the last week of
measurement the RBCs were 134% less elastic than the first and p was 9.6x10™ dyne/cm. The
marked reduction of z could be due enzymes released from lysate leucocytes which could change
glycoproteins of RBC membrane taking to a reduction in the electrical charges. Therefore, we
evaluate the leukoreduction effect in electrical charges of storage RBC membrane and observed that
the measurements had the same profile showing that the presence of leucocytes is not responsible
for the ¢ decreasing. Although the { decrease intravascular agglutination, the majority of the
immunohematological tests in transfusions centers are based on cell agglutination caused by
antigen-antibody interactions. Frequently, it is necessary to decrease the zeta potential, through the
introduction of artificial potential substances such as papain, to allow the agglutination to happen.
As these tests are performed in EDTA and in CPD/SAG-M and knowing that the ¢ in EDTA was
smaller compared to £ in CPD/SAG-M, we measured the  from RBCs treated with papain after be
collected in both EDTA and CPD/SAG-M. The values were in modulus 3.2 (EDTA) and 4.0 mV
(CDP/SAG-M). These results show that even though the C is smaller in EDTA before the treatment,
after papain treatment the £ decrease enough for allowing the agglutination. Moreover, we observed
that after papain treatment, some cells become positively charged, but the £ remains reduced in
modulus. In conclusion, we could propose methodologies sensitive enough to quantify important
parameters of RBCs that can help not only to the comprehension of the effects in electrical
membrane charges and elasticity caused by blood storage in different conditions, but also in the
standardization of automatized routines in hemotherapy improving the immunohematological tests
usually performed in blood banks.

Keywords: Optical Tweezers, Zeta Potential, Elasticity
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1. INTRODUCAO:

O forte desenvolvimento da biotecnologia, assim como da nanotecnologia, que ocorreu a
partir da década de 1980 propiciou o desenvolvimento de novas ferramentas e técnicas capazes de
manipular e extrair informacdes em escalas micrométricas e nanométricas de sistemas bioldgicos.
Dentre essas ferramentas podemos destacar a pinga Optica que ¢ uma ferramenta fotonica, ou seja,
que usa luz, capaz de manipular e extrair informagdes celulares nas escalas micro e nanométrica,
que seriam impossiveis de serem obtidas por outros métodos. Para os estudos dos processos no
nivel da célula, ou at¢ mesmo sub-celular, pode-se dizer que a utilizacao de ferramentas fotonicas €
quase obrigatéria. A natureza ondulatéria e corpuscular da luz permite extrair informagdes
morfoldgicas, bioquimicas e biomecanicas remotamente e ndo destrutivamente de estruturas

inerentes as células.

A pinga Optica ¢ entdo uma ferramenta sensivel para manipulagdo ¢ medida individual,
célula por célula, que pode ser usada para obter importantes propriedades de hemacias, tais como
elasticidade e cargas elétricas da membrana. Propriedades mecanicas e elétricas de hemadcias sdo
parametros criticos para células estocadas em bancos de sangue, para testes imunohematoldgicos

realizados na rotina transfusional e para doengas sanguineas.

A deformabilidade, por exemplo, ¢ um fator crucial para o desempenho das fungdes das
hemacias na corrente sanguinea. Para levar oxigénio para todas as partes do corpo, as hemaécias
devem ser deformaveis, caso contrario nao serdo capazes de transpor vasos que sao muito menores
que o didmetro das mesmas. Por outro lado, a membrana da heméacia ¢ carregada negativamente,
onde estas cargas influenciam a distribui¢do de ions ao redor da célula, criando um potencial
elétrico repulsivo denominado potencial Zeta, que atua impedindo a agregacdo das hemadcias na
corrente sangiliinea. Quanto maior for o potencial Zeta, mais dificil sera a agregagao intercelular.
Alteracdes de cargas nos eritrocitos também podem refletir lesdes de membrana ocorridas durante o
armazenamento. Dessa forma, ¢ relevante responder questdes relacionadas a influéncia das
condi¢des de estocagem nos bancos de sangue através do estudo dessas propriedades elétricas e

mecanicas.

Além disso, os testes imunohematoldgicos realizados em centros de transfusao sdo baseados
em aglutinagdo causada por interacdes entre antigenos e anticorpos. Freqiientemente € necessario se
reduzir o potencial Zeta através de substincias potencializadoras artificiais para permitir a
aglutinacdo. Assim, uma analise das propriedades elétricas pode ajudar ndo s6 na investigagdo sobre

danos oxidativos, como também numa melhor compreensao sobre as reagdes de hemaglutinagao. A



identificacdo de anticorpos contra antigenos eritrocitarios ¢ de importancia fundamental para a

rotina transfusional, pois um erro pode levar a sérias reagdes hemoliticas.

Por essas razdes, o presente projeto utilizou um sistema de pingas Opticas para medir a
elasticidade e potencial Zeta de hemacias. Nos acreditamos que este estudo pode ajudar tanto no
entendimento da biologia celular eritrocitdria como na investigagdo de interagdes celulares que sdo

relevantes para Hemoterapia.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA:
2.1 PINCAS OPTICAS:

A incorporacdo de lasers na microscopia Optica tem colaborado consideravelmente para as
mais modernas pesquisas nas areas biomédicas com propésitos de manipulacdo, medida,
diagnostico e microanalise. Dentre as varias utilizagdes de lasers nessas areas, destaca-se o trabalho
pioneiro de Ashkin e colaboradores. Em 1986, eles demonstraram o uso de uma técnica,
denominada pinga Optica, baseada na transferéncia de momento de fotons para capturar particulas
dielétricas [ASHKIN et al., 1986]. Posteriormente, a partir de 1987, eles aplicaram essa técnica na
captura e manipulagdo de particulas bioldgicas variando de décimos a centenas de micra [ASHKIN
& DZIEDZIC, 1987].

A principio, Ashkin utilizou um laser de argénio (A =514 nm). Porém, devido ao alto
coeficiente de absor¢dao da radiagdo no comprimento de onda visivel pelos tecidos e pigmentos
bioldgicos, esse causava danos aos sistemas vivos levando-os a morte [ASHKIN & DZIEDZIC,
1987]. Passaram, entdo, a utilizar um laser de Nd:YAG (Neodimio Yttrium Alluminum Garnet) em
1064 nm. Como a maioria das substdncias que compdem o0s seres Vvivos siao transparentes ao
infravermelho proximo, a absor¢ao nessa regido € pequena e nao ha danos nesses organismos, como
exemplificado na figura 1 para o comportamento de absorcdo dos pigmentos de hemoglobina
oxigenada (HbO,) e da melanina em fun¢do dos comprimentos de onda. Para evitar danos térmicos
as particulas capturadas utiliza-se entdo num sistema de pinga Optica um laser no infravermelho
proximo, entre 750 a 1200 nm, longe das linhas de absor¢ao oOptica tanto do visivel quanto do
infravermelho. Os sistemas bioldgicos sdo constituidos basicamente de agua e a absor¢do da agua
comeca a ser significativa a partir de 1500 nm, por isso a faixa de 750 a 1200 nm ¢ chamada de

janela biologica.
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Figura 1. Absor¢do dos pigmentos melanina e hemoglobina em fun¢ao do comprimento de onda

(Adaptado do site http://csernigm.hu/).




Ao longo dos anos foram criados varios tipos de armadilhas dpticas, como ilustrado na
figura 2, mas s6 ¢ chamada pinga Optica a que usa o feixe convergente, figura 2 (¢). No inicio as
armadilhas Opticas eram utilizadas para se capturar 4&tomos, posteriormente foi entdo demonstrada

que a mesma poderia também ser aplicada para sistemas bioldgicos.

o L 7
oA @ B LENS
Y Levitac&o

Dois Feixes Pincas Opticas

(@) (b) (©)

Figura 2. Armadilhas Opticas: (a) armadilha de feixes contra-propagantes, onde s6 pode-se prender
em uma dimensao, (b) levitacdo, onde se podem prender particulas no ar utilizando a gravidade
como forca de equilibrio, (c) as pingas Opticas, onde através de uma lente convergente, pode-se

capturar nas trés dimensdes (Adaptado de ASHKIN, 1997).

Hoje, a pinga optica ¢ considerada uma ferramenta extremamente util em pesquisas em
biofotonica, bioengenharia e nanociéncia [DHOLAKIA et al., 2002; SONI et al., 2002;
BUSTAMANTE et al., 2003]. Artigos de revisao, tais como o de Bustamante [BUSTAMANTE et
al., 2003], Block [NEUMAN & BLOCK, 2004] e de Grier [GRIER, 2003], demonstram as varias
aplicagdes das pingas Opticas nos diversos campos de pesquisa, que vao da fisica até ciéncias da
vida. A partir de entdo, a pinga Optica tem sido basicamente utilizada em duas vertentes:
manipulagdo direta de células, pequenas organelas e biomoléculas (DNA, RNA e proteinas) e
medidas de propriedades mecanicas (tais como: forca, adesdo, viscosidade, elasticidade e fluidez)
desses sistemas bioldgicos. Como microferramenta de medida e manipulacdo, a pinga Optica ja foi
utilizada para manipulacdo de material genético em diferentes tipos celulares [PERKINS, 2009],
mensuragao do comprimento de moléculas de DNA [SAKATA et al., 1998], detec¢ao de
concentragdes fentomolares e atomolares de antigenos [LALIBERTE et al., 2009], manipulacao de
microtibulos para montagem dirigida de biomoléculas [DINU et al., 2009], medicdo de
mecanismos de adesdo leucocitaria [WANG et al., 2004], anélise da motilidade de espermatozoides
[NASCIMENTO et al., 2008] e tripanossomatideos [POZZO et al., 2009] e medidas de
propriedades mecanicas e elétricas eritrocitarias [BRANDAO et al., 2009; FONTES et al., 2008].

Uma importante fun¢do da pinga Optica € extrair a correlacdo existente entre o mundo
mecanico e quimico dos diversos sistemas bioldgicos, assim como de outros tipos de materiais que

se apresentam na escala micrométrica ¢ nanométrica. Sem a pinga Optica, a correlagdo entre esses
6



mundos permaneceria indefinida. A pinga Optica pode entdo ndo sé disparar um evento quimico
através de um evento mecanico (como a producdo de calcio nas células dsseas através de sua
deformacdo mecanica pelas pingas Opticas), como também quantificar o reflexo de uma alteracao
quimica através da medida de propriedades mecanicas. Isso exemplifica a importancia fundamental
que hoje se da a essa ferramenta e também justifica a sua ampla utilizagdo. Os recentes trabalhos de
Suresh [SURESH et al., 2005] ¢ Huang [HUANG & KAMM, 2004] também demonstram a
importincia de se estudar a biomecanica para o entendimento dos processos celulares.

Uma pinga Optica consiste de um tnico feixe de laser infravermelho fortemente focalizado.
Para comprimentos de ondas menores do que os objetos aprisionados, a captura pode ser entendida
a partir da Optica geométrica. Uma forma intuitiva de compreender o principio de operagao da
“armadilha Optica” ¢ examinar dois raios, um de cada lado, de um feixe de laser conico que se
encontrariam no foco. A "armadilha Optica" acontece devido a transferéncia de momento do foton
para a particula capturada, que carrega momento p = hv/C (no véacuo). Pode-se imaginar o foéton
como uma particula que ao ter sua trajetéria desviada obriga o objeto que a desviou a sofrer um
recuo na direcdo de F, como mostra a figura 3 (a). Os raios a e b da figura 3 (b) se encontrariam no
foco f se ndo houvesse a esfera. O desvio desses raios produz os recuos na direcdo F, e Fp, e a
combinagdo dos dois leva ao recuo na dire¢do F em (b). Veja que o recuo F tende a obrigar o centro
da esfera a coincidir com o foco do laser f. Desta forma um feixe de laser focalizado cria uma
“armadilha” que mantém o centro das particulas no foco do laser. E como tivéssemos sempre uma
mola (F ¢ uma forca restauradora, assim como a de uma mola) conectando o centro da particula ao
foco do laser e quando movemos o laser, a particula acompanha seu movimento
tridimensionalmente. E ainda importante que o indice de refragio da particula seja maior que o
indice de refragdo do meio externo, pois do contrario a direcdo da forca resultante F tenderia a
afastar o centro da particula do foco do laser, expulsando-a ao invés de aprisiond-la. O objeto

também nao pode ser refletor e nao pode absorver a luz do laser, pois essas situacdes tendem a

expulsar e ndo capturar a particula.
a b

(@) (b)

Figura 3. Esquema simplificado da aprisionamento através da pinga Optica, considerando apenas

dois feixes de luz, mostrando as for¢as que atuam sobre a particula para captura-la (FONTES,1999).



Como o momento do féton ¢ muito pequeno, as for¢cas maximas exercidas pela pinga optica
sdao da ordem de uma centena de piconewtons. As forcas envolvidas na captura sdo consideraveis se
a particula tiver uma dimensdo da ordem de dezenas micrometros ou menor, pois o foton apresenta
um momento muito pequeno. De fato, considerando um laser de poténcia de 500 mW como
exemplo, temos:

_ dp _ n® fotons _ poténcia

foton — = F = 0’5

i x [12,0x107°N
dt tempo c 3x10
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onde p ¢ o momento do foton e ¢ ¢ a velocidade da luz.

Supondo agora uma particula ctibica de 1 um de aresta com densidade igual a da dgua e
massa de 107" kg, a aceleracdo da particula feita pelo laser ¢ de:

F_2x10”

m 107

=2x10°m/s* =200000x g

onde g ¢ a aceleracdo da gravidade. Supondo agora uma particula cubica de 100 pm de aresta, e
massa 10” kg, temos:
F_ 2x10”

a=—="——=2m/s’=0,2x
m 107 J

ja se a particula tiver 1000 um = 1 mm e portanto massa de 10 kg, a aceleragdo entdo sera de
0,0002xg.

A forca necessaria para ruptura de uma ligagdo antigeno-anticorpo ¢ aproximadamente de
240 pN, ja as forcas de moléculas motoras tais como kinesina e miosina variam entre 7 a 9 pN.
Forcas acima da forca de escape da pinca Optica, da ordem de 200 pN, ndo podem portanto ser
medidas com essa técnica. A aceleragdo s6 sera significativa para particulas com massas menores
do que 10" kg, ou seja, para particulas com dimensdes da ordem de microns. Nas condi¢des
experimentais tipicas em liquidos a temperatura ideal a pingca Optica pode também aprisionar
particulas com dimensdes da ordem de 50 nm, abaixo do limiar de resolugdo tipica de 200 nm dos
microscopios Opticos. Embora particulas dessa dimensdo ndo sejam visiveis, seu aprisionamento
pode ser detectado com técnicas espectroscopicas. Dessa forma a pinga Optica € capaz de manipular
particulas com dimensdes aproximadamente entre 50 nm a 50 um, tornando-a ideal para estudos de
células, microorganismos e¢ biomoléculas. A figura 4 exemplifica manipulacdes de hemacias

utilizando as pingas Opticas (FONTES, 2005).



(@) (b) (©)

Figura 4. Pinga Optica Dupla (dois pontos de captura) (a) “rouleaux” de hemécias, (b) heméacias

deslizando entre si ao terem uma das extremidades presa e a outra arrastada, ambas pela pinga
optica, (c) maximo deslizamento entre as hemacias, mostrando uma forte adesdo nas bordas

(Adaptado de FONTES, 1999).

2.2 POTENCIAL ZETA:

Quando uma particula carregada estd imersa em um meio eletrolitico, ela atrai uma nuvem
de ions de cargas opostas (contra-ions) formando uma dupla camada de cargas, assim como mostra
a figura 5. Essa nuvem de ions se entende ao redor da particula com uma densidade de cargas cada
vez menor, tendendo a equilibrar as cargas da particula. Se um campo elétrico for aplicado a esse
sistema, a particula serd atraida para o eletrodo de polaridade oposta e quando se movimentar levara
com ela os ions mais proximos e mais fortemente ligados a ela. A essa parte da nuvem de ions que
pode se mover junto com a particula denominamos camada compacta. Os ions que ndo pertencem a
camada compacta estdo na chamada camada difusa. O potencial Zeta é entdo definido como o
potencial elétrico neste plano de deslizamento, ou seja, o potencial na fronteira que delimita a
nuvem de ions que se move e que ndo se move com a particula, ou ainda o potencial na fronteira
entre a camada compacta e a camada difusa. Quando um campo elétrico for entdo aplicado sobre
esse meio eletrolitico, uma forca agird sobre a particula e ela se movera com uma velocidade
terminal constante. O potencial Zeta pode entdo ser determinado experimentalmente utilizando a
velocidade terminal através da equagdo de Smoluchowski [HUNTER et al., 1981; NI et al., 2003;
SZE et al., 2003]:

Vb =(8E/n)§

onde v, ¢ a velocidade da particula, E ¢ o campo elétrico, € € a permissividade elétrica, n ¢ a

viscosidade e { € o potencial Zeta.
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Figura 5. Representagdo esquematica do potencial Zeta (Modificada de POLLACK et al., 1977).

O potencial Zeta ¢ caracteristico de suspensdes coloidais e também esta presente nos
coldides bioldgicos e células, como nas hemdacias. Em decorréncia do acido sidlico (acido acetil
neuraminico), presente em algumas glicoproteinas de membrana, que em contato com o meio
aquoso polar torna-se negativamente carregada por apresentar em sua estrutura o grupo carboxil,

conforme ilustra a figura 6, a superficie eritrocitaria ¢ carregada negativamente.

0 ACIDO SIALICD

Y, -

Figura 6. Estrutura de uma molécula de acido sialico. Em destaque grupo carboxil que em meio
aquoso adquire forma ionizada (COQ"), maior responsavel pela eletronegatividade eritrocitaria.

(EYLAR et al, 1962, ALBERTS et al, 1997)

A carga negativa da superficie eritrocitaria influencia a distribui¢do espacial dos ions do

meio aquoso que estdo proximos a sua superficie, atraindo ions de carga oposta e repelindo ions de
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mesma carga até que os ions livres em solucdo atinjam um ponto de neutralizagdo elétrica sobre a

superficie da hemécia. Assim, as heméacias também sofrem a agdo do potencial Zeta.

Quanto maior a camada idnica em torno da célula, maior em modulo sera o valor deste
potencial Zeta eritrocitario, que fisiologicamente atua dificultando a agregacdo intercelular, pois

aumenta a repulsdo entre hemacias. As variaveis que influenciam nessa propriedade so:

1. A forga ionica do meio, ou seja, quanto mais eletrolitica for a solu¢do, menor serd o potencial

Zeta.

2. A constante dielétrica do meio. O campo percebido pelos contra ions diminuiu com o aumento da

constante dielétrica e o potencial Zeta diminui.

3. A carga da membrana eritrocitaria. A remocao de moléculas de acido sidlico, pelo tratamento das
hemacias com enzimas proteoliticas ou por outros fatores externos que podem atuar na superficie da
célula, reduz diretamente a carga elétrica da superficie eritrocitaria o que provoca uma redugdo do

potencial Zeta (STRATTON et al., 1973; LUNER et al., 1975).

Apesar de fisiologicamente o potencial Zeta atuar dificultando a agregacdo intercelular,
todavia, ha procedimentos laboratoriais, que visam diminui-lo a fim de permitir a aglutinacao
celular, como nas reagdes de hemaglutinagdo, amplamente utilizadas em imunohematologia
[AABB, 2008]. Essas reagdes sdo baseadas na ligacao de anticorpos com antigenos da membrana
eritrocitaria, onde a formacgdo e deteccdo de agregados celulares correspondem a resultados
positivos. Uma maior sensibilidade destes testes ocorre com a diminui¢do do potencial Zeta, por
favorecer a aproximagdo das hemadcias e conseqlientemente a formacao de pontes entre antigenos e
anticorpos que ¢ visualizada macroscopicamente como agregados. Esse principio ¢ explorado por
substancias denominadas potencializadoras, normalmente utilizadas para aumentar a sensibilidade
das reagdes de hemaglutinagdo [GIRELLO, 2007]. A utiliza¢do de substancias potencializadoras ¢
particularmente importante quando o objetivo ¢ investigar anticorpos IgG (figura 7). Como esses
anticorpos sdo pequenos, se as hemadcias ndo estiverem suficientemente proéximas, ndo havera a
formagdo de pontes entre esses anticorpos e os antigenos e, portanto ndo haverd uma reacdo de

aglutinacao podendo levar a resultados falsos negativos.
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E — Membrana Eritrocitdria A — Antigeno A

B — Antigeno B D — Antigeno D

IgG

Figura 7. Diagrama mostrando a minima distancia para ligagdo de duas hemacias com moléculas
de IgG e IgM desenhadas em escala (100A). A, B e D (Rhg) determinantes antigénicos da
membrana eritrocitaria (VAN OSS et al., 1983).

2.3 SUBSTANCIAS POTENCIALIZADORAS:

A identificacdo de anticorpos, pelo sistema imune, contra antigenos eritrocitarios ¢ de
fundamental importancia na pratica transfusional. Reagdes hemoliticas agudas e tardias sdo alguns

dos exemplos de problemas ocasionados pela destruicdo “in vivo” dos eritrocitos por estes

anticorpos (HARMENING, 2006).

A ligacdo de anticorpos com antigenos da membrana eritrocitaria pode levar a formagao de
um agregado de hemaécias. Esse principio de reagdo antigeno-anticorpo ¢ chamado de aglutinacao e
¢ amplamente utilizado em reagdes imunohematoldgicas na pratica transfusional, onde a deteccao
de agregados celulares corresponde a resultados positivos (AABB, 2008). Abaixo esquema de uma
reacdo de hemaglutinacdo representada na figura 8. Segundo POLLACK (1977) a aglutina¢ao ¢ um
fenomeno dindmico que ocorre em duas fases. A primeira consiste na ligagdo das moléculas de
anticorpos com os antigenos da superficie celular. Na segunda fase, ocorre a agregagao das células

sensibilizadas pelos anticorpos.
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Figura 8. Representacdo de reagdo de hemaglutinagdo. Antigenos eritrocitarios ¢ anticorpos com

formacao do agregado das hemécias demonstrando a reagdo de hemaglutinagao.

A aglutinacdo das hemadcias na segunda fase depende principalmente da soma de forgas
opostas, que sdo a for¢a de atragdo e a forga de repulsdo. A aglutinagdo ird ocorrer quando a forga
de atracao for maior que a de repulsdo (POLLACK et al., 1977). A forca de repulsdo ¢ gerada pelas
cargas negativas da superficie celular que ocorrem devido a presenca de 4cidos sialicos da
membrana eritrocitaria (POLLACK et al., 1977; EYLAR et al., 1961), enquanto a for¢a de atragdo
estd relacionada a tensdo superficial e as de forgas de Van der Walls que existem em meios salinos

(VAN OSS et al, 1983).

Como ja descrito na se¢do 2.2, as cargas negativas da superficie eritrocitdria geram o
potencial Zeta que dificulta a agregagdo intercelular. Quanto maior o potencial Zeta, mais dificil
sera a agregacao intercelular e conseqiientemente a detec¢ao de tais anticorpos. A fim de se obter
uma maior sensibilidade nestes testes, faz-se uso de substancias denominadas potencializadoras,
que visdo diminuir o potencial Zeta favorecendo assim a aproximacdo eritrocitiria e
conseqilientemente a formacdo de pontes entre antigenos e anticorpos, principalmente quando se
estd investigando anticorpos pequenos como os do tipo IgG. A distancia minima entre a membrana
de duas hemdcias suspensas em uma solugio isotonica é de 180 A, considerando a distancia entre as
duas valéncias da molécula de IgG de 120 A, a aglutinagio niio ocorre quando o anticorpo for da
classe IgG pois o tamanho da molécula ndo ¢ suficientemente grande para se ligar em determinantes
antigénicos de duas hemacias diferentes e assim as hemdcias ficam apenas sensibilizadas.
Moléculas IgM sdao maiores e multivalentes permitindo facil aglutinagdo direta (VAN OSS et al.,

1983).

Como descrito na se¢do 2.2, segundo POLLACK (POLLACK et al., 1977), o potencial Zeta
pode ser modificado por eletronegatividade da hemacia, constante dielétrica do meio e forga i6nica
do meio. Sendo assim as substincias potencializadoras, podem atuar por uma dessas 3 vias: (1)
alterando a forga idnica do meio, (2) alterando a constante dielétrica e (3) através da reducao das
cargas elétricas negativas da superficie eritrocitaria. Por exemplo, o LISS (solucdo salina de baixa

forca ionica) atua na for¢a idnica do meio; ja o polietilenoglicol (PEG) e o dextran atuam na
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constante dielétrica do meio e as enzimas como a papaina ¢ a bromelina atuam nas cargas da
membrana das hemdcias (STRATTON et al., 1973; LUNER et al., 1975; POLLACK et al., 1977,
BUXBAUM, 1982; AABB, 2008). Ainda existem controvérsias sobre a acdo dessas substancias
potencializadoras sobre o potencial Zeta. As analises e conclusdes sdo ainda baseadas em muitos
resultados qualitativos ¢ ndo em resultados quantitativos, por isso investigar melhor a atuagdo
dessas substancias pode ajudar a compreender melhor os testes e melhorar a sensibilidade da reacao

sem perda significativa da especificidade (FONTES, 2008).

A enzima papaina esta entre as enzimas mais utilizadas nos testes de hemaglutinacio. E uma
protease extraida do latex do mamdo Carica papaya. As proteases ou enzimas proteoliticas
catalisam a quebra de proteinas por hidrdlise de pontes de peptideos e foram primeiramente
organizadas em classes e familias por Rawlings e Barret em 1993 (BARRET et al., 1998; BEYNON
& BOND, 1989). As proteases utilizam diferentes substratos para a hidrolise e sdo divididas em
grupos, tais como: serina, cisteina, aspartico e metalo. Cada grupo ¢ dividido em familias e classes
de acordo com suas similaridades em estrutura e origem evolutiva. As proteases clivam
especialmente as proteinas ou no meio da molécula (endopeptidase) e/ou nos terminais amino e

carboxil (exopeptidases: aminopeptidades e carboxilpeptidades).

A papaina ¢ uma cisteina endopeptidase. As proteases empregam um grupo sulfidril (de sua
cadeia) de um residuo de cisteina para sua atividade. O primeiro passo para a hidrolise envolve
deprotonagdo (ativa¢ao) do grupo sufidril por um residuo de histidina. Apos isso ocorre a acao
enzimdatica sobre o anion tiol no terminal carboxil na proteina. As cisteinas proteases sao
organizadas em 10 classes. A papaina pertence a classe C1 (BARRET et al., 1998; BEYNON &
BOND, 1989).

O tratamento das hemacias com a enzima papaina diminui a concentracdo de acido sidlico
na superficie da célula, através da remog¢do de fragmentos de glicoproteinas da membrana ao qual o
mesmo estd associado, reduzindo assim diretamente a carga elétrica da superficie eritrocitaria e
conseqiientemente o potencial Zeta, favorecendo o acesso dos anticorpos aos antigenos
eritrocitarios (DANIELS, 2007). A figura 9 mostra a atuagdo da papaina sobre a banda 3 (maior
glicoproteina da hemacia). A tabela 1 mostra os passos da a¢do enzimdtica na membrana das

hemacias.

14



Ct - carboxi terminal
Nt - amino terminal
T - sitio clivagem tripsina

C - sitio clivagem quimiotripsina
[]- sitio clivagem papaina

Figura 9. A¢ao da papaina (em amarelo) e sitios de clivagem na banda 3, maior glicoproteina da

membrana eritrocitaria (POPOV et al., 1997).

Tabela 1: Descri¢ao dos efeitos do tratamento enzimatico por proteases na membrana da hemécia

(DANIELS, 2007).

Efeitos da clivagem de glicoproteinas de membrana de hemécia por enzimas como a papaina:
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2.4 ELASTICIDADE ERITROCITARIA

As hemacias sdo as células mais numerosas do sangue, sua principal fun¢do ¢é transportar
oxigénio dos pulmdes para os tecidos e o dioxido de carbono, resultante do metabolismo celular,
dos tecidos para os pulmdes. De forma simplificada pode ser compreendida como um
compartimento liquido envolto por uma membrana o qual contém uma solucdo de hemoglobina,
responsavel por sua principal fun¢do celular. Em humanos sauddveis apresenta-se como um
discoide biconcavo com didmetro médio de 8 a 10 um e espessura média de 2 um na periferia e
cerca de 1 um na sua por¢do central. As hemdcias normais apresentam um ciclo de vida médio de
120 dias. Neste periodo, percorrem os vasos sanguineos por aproximadamente 500.000 vezes
totalizando uma distancia de 250 km. Durante este percurso muitas vezes necessitam atravessar
caminhos bem menores que sua propria circunferéncia (podendo se alongar até 230% da sua
dimensao original), como por exemplo, capilares e os orificio sinusoidais do bago (3 a 5 um de
diametro), 6rgdo responsdvel pelo seqiiestro de células velhas, danificadas e menos deforméveis
(SHOHET & MOHANDAS, 1988). Desta forma a elasticidade eritrocitaria ¢ um parametro de
fundamental importancia para o exercicio pleno de suas fungdes normais e sua perda ou diminui¢ao
poder levar a retirada prematura das hemacias da circulacao e, conseqiientemente, a diminuigao da
oferta de oxigénio aos tecidos. Diversos fatores podem atuar diminuindo a elasticidade celular, estes
geralmente interferem em uma ou mais das seguintes caracteristicas: (1) composi¢ao quimica e
estrutura da membrana eritrocitaria, (2) estrutura e fungdo da hemoglobina e (3) metabolismo

eritrocitario (HARMENING, 2006).

Por esta razdo, ao longo dos anos, foram propostos diversos métodos para se avaliar as
caracteristicas elasticas eritrocitaria, tais como: aspiracao em micropipetas (EVANS & LA CELLE,
1975; HAVELL et al., 1978; SMITH et al., 1981; STOKKE et. al., 1986; NASH et al., 1988),
filtracdo (BALLAS et al., 1976; ADEWUYI & AWARUN, 1990; REINHART, 1992; BEREZINA
et. al., 2001), ectacitometria (BESSIS et al., 1980; JOHNSON, 1989; KUYPERS et al., 1990),
reoscopia (GRONER et al., 1980; SUTERA et al., 1985; DOBBE et al., 2002) e extensdo por
campos elétricos de alta freqiiéncia (KOZLOV & MARKIN, 2000). No entanto estas técnicas sdo
baseadas em um Unico aspecto do comportamento mecanico celular, por exemplo, a aspiragdo por
micropipetas, exemplificada na figura 10, por gradiente de pressdo avalia a elasticidade da
membrana eritrocitaria se baseando na por¢ao da membrana celular que ¢ aspirada. Como essa
porgdo ¢ muito pequena (~10"° ¢cm) e o raio da hemacia ¢ da ordem de 10™cm, ela ndo aspira o
citoesqueleto da célula, ou seja, ndo avaliando assim a elasticidade real da célula como um todo e
sim da sua membrana. Na corrente sanguinea, a deformagao das hemécias é decorréncia tanto das

propriedades elasticas da membrana como também do citoesqueleto. Também, como a pipeta
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exerce forcas acentuadas sobre as células, muitas podem se romper, dificultando a medida. Além
disso, muitas destas outras técnicas apresentam resultados baseados em médias de um grande
nimero de células, ndo analisando as células individualmente, o que muitas vezes pode esconder as
assinaturas que estdo relacionadas a doengas e outros processos que podem afetar as hemacias, ja
que um grande numero de células pode estar dentro da normalidade e apenas algumas estarem

alteradas.

A

Figura 10. Ilustragdo do método de aspiragdo por micropipeta (FONTES, 1999).

Recentemente também foi proposto e consolidado um método para medir a elasticidade
utilizando pingas opticas (BRANDAO et al., 2003). A utiliza¢do da pinga Optica apresenta algumas
vantagens em relagdo aos métodos anteriormente propostos, tais como: (1) analisa a elasticidade da
hemacia como um todo, considerando a contribui¢do de todos os constituintes celulares, (2)
possibilita uma analise individual ndo fornecendo somente valores médios da elasticidade, isso
permite, por exemplo, que a assinatura de uma doenca seja observada e (3) por exercer for¢as bem
pequenas (da ordem de piconewtons) ndo danifica as células e permite uma maior sensibilidade na
deteccao de pequenas alteracdes sofridas pelas células. Utilizando as pingas opticas, por exemplo,
se demonstrou, assim como mostra a figura 11, através da andlise individual de mais de 100 células,
que as hemadcias de pacientes com anemia falciforme sdo consideravelmente mais rigidas que as
heméacias de individuos normais e que as hemacias dos pacientes tratados com hidroxiuréia
apresentam uma melhora significativa em suas propriedades elasticas (BRANDAO et al., 2003).
Na figura 11, ¢ possivel observar que a média da elasticidade nas células de pacientes com anemia
falciforme ¢ levemente diferente da média da elasticidade dos individuos normais, mas que a
assinatura da doenga vem de algumas células bem rigidas que estdo representadas por tracos nos
graficos. Assim, as pingas Opticas, t€tm a vantagem de quantificar as propriedades reoldgicas
individualmente das células ao invés de comportamentos estatisticos relacionados somente a uma
populacdo de células. Com uma técnica que fornecesse somente valores médios, ndo seria possivel

detectar a assinatura da doenca, ja que os pacientes apresentam muitas hemacias normais. Por nao
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medirem individualmente as células, estes métodos ndo apresentam uma defini¢do completa das

conseqiiéncias fisioldgicas do comportamento reoldgico alterado.
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Figura 11. Elasticidade total da hemacia medida pela pinga Optica em pacientes com anemia
falciforme HbSS, homozigotos HbSS tomando HU e controles normais (modificado de BRANDAO
et al., 2003).

= ]
1H

No modelo proposto utilizando as pingas Opticas, o concentrado de hemécias ¢ diluido em
plasma sanguineo AB em uma cadmara de Neubauer e as hemacias sdo capturadas pelo laser e
arrastadas contra o liquido com velocidades progressivas constantes (entre 150 pm/s e 250 pm/s).
Quando as hemadcias s3o arrastadas no plasma, elas se deformam e duas forgas atuam sobre as

células, uma for¢a hidrodindmica e uma forga elastica. Como essas forcas estdo em equilibrio, tem-

LZ
L=Ly+ 220 |y
HZ

Dessa forma, determina-se o método de medida: medir a comprimento L. da hemacia em

S€:

fun¢do da velocidade, assim como mostra a figura 12. Como a deformacdo (L) ¢ proporcional a

velocidade, deve-se ter uma reta com o coeficiente angular:

LZ
a=| =0
HZe

Obtendo o coeficiente angular, conhecendo L, (tamanho de repouso), Zeq (distancia da
hemadcia até o fundo da lamina e laminula) e n (viscosidade do fluido) determina-se a elasticidade
p. Assim, através da andlise da deformagdo celular em razdo da velocidade obtém-se, portanto a
elasticidade celular. Vale a pena dizer que elasticidade ¢ uma grandeza inversamente proporcional,

quanto maior ¢ seu valor, mais rigida ¢ a célula, assim como € para a constante eldstica das molas.
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Figura 12. Ao ser arrastada pela pinga Optica sob diferentes velocidades, podemos observar a

deformabilidade sofrida pela hemacia em funcdo de velocidades constantes (FONTES, 2005).
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CAPITULO 11l



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver o sistema de pinga Optica na UFPE e aplicé-lo para medidas de propriedades de
hemacias que ajudardo no entendimento tanto de sua biologia celular como das interagdes celulares

que sao relevantes em Hemoterapia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

0 Estudo dos componentes de um sistema de pincas Opticas, adaptacdes, montagem e

alinhamento;
0 Demonstracao do sistema de pinga Optica através de algumas manipulacdes celulares;
0 Estabelecimento de uma metodologia para quantificacao do potencial Zeta;

0 Mensuracdo temporal do potencial Zeta em hemacias armazenadas em CPD/SAG-M, para

avaliagdo das alteracdes relacionadas a lesdes oxidativas de estocagem;
O Quantificar a reducdo do potencial Zeta de hemécias papainizadas em diferentes meios;
0 Avaliagdo do efeito da leucorreducao sobre o potencial Zeta;
0 Estabelecimento de uma metodologia para mensuragdo da elasticidade eritrocitéria;

0 Quantificacdo temporal da elasticidade em heméacias armazenadas em CPD/SAG-M, para

avaliagdo das lesdes de estocagem.
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USO DE PINCAS OPTICAS PARA AVALIACAO DO POTENCIAL ZETA DE HEMACIAS
EM EDTA, CPD-SAGM E ESTOCADAS

USE OF OPTICAL TWEEZERS FOR EVALUATION OF ZETA POTENTIAL OF RED
BLOOD CELLS IN EDTA, CPD-SAGM AND STORED IN BLOOD BANKS

D. C. N. Silva', H. P. Fernandes?, C. N. Jovino®, M. M. Filho', A. F. M. Filho', A. D. P. R.
1 1 3 2 1
Oliveira , P. M. A. Farias , B. S. Santos , C. L. Cesar4, M. L. Barjas-Castro , A. Fontes

RESUMO - A heméacia é carregada negativamente, principalmente devido ao acido sialico,
0 que gera um potencial elétrico denominado potencial Zeta (), que impede a aglutinagéo
intravascular. Os testes de hemaglutinacdo na rotina transfusional, necessitam de
substancias potencializadoras, das quais muitas agem diminuindo o { para se ter maior
sensibilidade. Através da pinca 6ptica, ferramenta capaz de capturar células utilizando a
luz, foi proposta uma metodologia para quantificar o e aplicar em hemécias coletadas
com EDTA e estocadas em CPD/SAG-M (visando avaliar alteracdes de cargas da
membrana relacionadas a lesbes de armazenamento). Os { em CPD/SAG-M foram
superiores (-14,8 mV) aos em EDTA (-7,9 mV) e decrescentes a partir do primeiro dia de
armazenamento, estabilizando-se a partir da terceira semana com ¢ = -7,6 mV. Hemacias
com CPD/SAG-M apresentaram { maior, pois possivelmente este conservante evitou
lesbGes mais significativas da membrana que poderiam alterar as cargas. A reducédo do C
no armazenamento pode ser consequiéncia de enzimas liberadas de leucdcitos lisados
gue tenham alterado as glicoforinas da membrana. A metodologia permitiu avaliar o { em
diferentes condi¢Bes e poderé contribuir na padronizacdo de técnicas de hemaglutinagcéo
com diferentes meios potencializadores e no melhor conhecimento das lesdes de
estocagem para fins transfusionais.

PALAVRAS-CHAVE - Potencial Zeta, Imunohematologia, EDTA, CPD/SAG-M,
Estocagem.

SUMMARY - Erythrocytes are negatively charged, mainly due to sialic acids, which
generate an electrical potential called zeta Potential (), preventing intravascular
agglutination. Hemagglutination tests applied in transfusional routine use reactions
potentiators. Many of them act by decreasing the { to obtain a higher reaction sensitivity.
Using optical tweezers, a tool that captures cells using light, we proposed a methodology
to quantify the . We measured the C of red blood cells (RBCs) collected with EDTA and
stored in CPD/SAG-M to evaluate changes in the membrane charges related to storage
injuries. The ¢ for CPD/SAG-M was higher (-14.8 mV) than for EDTA (-7.9 mV) and
decreased from the first day of storage, remaining stable from the third week with £ =-7.6
mV. The RBCs { with CPD/SAG-M presented higher values, possibly because of the
preservative medium, which prevents significative lesions of the cell membrane that could
modify the charges. The ¢ reduction for stored cells can be caused by enzymes released
from lysed leukocytes that can change membrane glycophorins. The methodology here
proposed allowed the evaluation of { under different conditions, which can contribute to
the standardization of hemagglutination techniques with different reactions potenciators
and a better knowledge of the lesions of RBCs stored for transfusion.

KEYWORDS - Zeta Potential, Inmunohematology, EDTA, CPD/SAG-M, Storage.
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INTRODUCAO:

A incorporacao de lasers na microscopia Optica tem colaborado consideravelmente
para as mais modernas pesquisas nas areas biomédicas com propdésitos de manipulacao,
medidas, diagnosticos e microanalises. Entre as modernas técnicas, destaca-se a pinca
Optica, uma ferramenta de alta sensibilidade que utiliza um laser no infravermelho
fortemente focalizado por uma objetiva de um microscopio que possibilita o
aprisionamento e a movimentacao de particulas da ordem de micrdmetros [2]. As forcas,
da ordem de femto a picoNewtons, exercidas pela pinca Optica sobre as particulas,
permitem especialmente a captura e a medida de propriedades de células e pequenas
organelas, que podem ser manipuladas individualmente sem qualquer dano térmico. Entre
as varias aplicacbes da pinca Optica, temos: a manipulacdo de material genético em
diferentes tipos celulares [16], a mensuracdo do comprimento de moléculas de DNA [19],
a deteccdo de concentracfes femtomolares e atomolares de antigenos [14], modificacdo
estrutural de estruturas microtubulares [8], a medicdo de deslocamentos celulares e
mecanismos de adesao leucocitaria [21], e a andlise da motilidade de espermatozdides
[15] e tripanossomatideos [18].

Para o estudo da biologia eritrocitaria, a pinga 6ptica permite a manipulacéo e a
medida de propriedades mecanicas (adeséo, viscosidade da membrana e elasticidade) de
hemacias normais e alteradas por algum fator externo, por exemplo: estocagem,
irradiacdo, acdo de um medicamento ou até mesmo por uma doenca hematologica [3, 4,
13]. Além disso, a pingca Optica também permite a mensuracdo das cargas elétricas da
membrana eritrocitaria [10].

A superficie eritrocitaria possui algumas glicoproteinas conjugadas ao acido sidlico,
principal responsavel pela carga negativa da membrana da hemacia, que em solucao
criam um potencial elétrico repulsivo denominado potencial Zeta (§) [9, 17]. E esse
potencial repulsivo que impede a agregacdo dos eritrécitos na corrente sangtiinea. Essa
carga elétrica negativa influencia a distribuicdo dos ions da solucdo ao redor da célula
formando duas camadas, a primeira compacta com ions rigidamente ligados a hemacia e
uma segunda camada de ions distribuidos difusamente. Quanto maior a camada idnica
em torno da célula, maior em méddulo serda o valor do (, dificultando a agregacédo
intercelular. Todavia, ha procedimentos laboratoriais, que visam diminuir o { e permitir a
aglutinacdo celular, como as reacdes de hemaglutinacdo, amplamente utilizadas em
imunohematologia [1]. Essas reacdes sdo baseadas na ligacdo de anticorpos com
antigenos da membrana eritrocitaria, onde a formacéo e deteccao de agregados celulares
correspondem a resultados positivos. Uma maior sensibilidade destes testes ocorre com a
diminuicdo do ¢, por favorecer a aproximagdo das hemacias e conseqientemente a
formacdo de pontes entre antigenos e anticorpos que € visualizada macroscopicamente
como agregados. Esse principio é explorado por substancias denominadas
potencializadoras, normalmente utilizadas para aumentar a sensibilidade das reacdes de
hemaglutinagdo [11].

Neste trabalho, foi proposta uma metodologia utilizando a técnica de pincas Opticas
para a quantificacdo do { e a sua aplicacdo para medidas de hemécias coletadas em
EDTA (Ks - anticoagulante normalmente utilizado para pesquisa de antigenos eritrocitarios
pelas reacbes de hemaglutinacdo) e para células de concentrado de heméacias
preservadas em CPD/SAG-M e estocadas por periodos crescentes, visando avaliar
alteracbes de cargas da membrana relacionadas a diferentes condi¢cdes de coleta e as
lesbes de armazenamento. Nés acreditamos que uma melhor compreensédo das cargas
de membrana da hemécia pode levar a um aprimoramento da sensibilidade e
especificidade das reacdes de hemaglutinacdo e guiar o desenvolvimento de novas
substancias potencializadoras para serem usadas em Hemocentros.
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MATERIAL E METODOS:

PINCA OPTICA: O sistema de pingcas 6pticas utilizado consiste de um feixe de laser no
infravermelho préximo (A = 1064 nm — IPG Photonics, EUA), passando por um conjunto
de lentes e focalizado no material de andlise através de uma objetiva de 100x. Esta &
acoplada a um microscopio (Axiolab, Carl Zeiss, Alemanha) equipado com platina
motorizada (Prior Scientific, Inglaterra) e sistema de captura de imagem em tempo real
constituido de uma camera de video (SDC-415ND, Samsung, Japdo) e uma placa de
video (Pinnacle Systems, EUA) acoplada a um computador. A Figura 1 ilustra o sistema
de pincas opticas.

Laser

Computador

B > cimera
Oculf.'r

\\BS

Telescépio

Bsf———{H) 7 M1
Objetiva<—~ "
i ]
i

Figura 1: Esquema de montagem da pinc¢a Optica.

CAMARA PARA MEDIDA DO POTENCIAL ZETA: Para a mensuragdo do ¢
desenvolveu-se uma camara que permite a realizacdo das medidas nas mesmas
condicdes eletroliticas das reacbes de aglutinagcdo utilizadas na prética
imunohematoldgica. Esta camara feita em acrilico apresenta dois reservatorios laterais
qgue se comunicam através de um canal de 25 mm de comprimento (L), 2 mm de largura
(W) e 75 um de profundidade (5). Nos reservatorios foram instalados eletrodos de platina
(99,95%, Heraeus, Sao Paulo), material ndo reativo em processos eletroliticos, a uma
distancia média de 40 mm entre si. Para geracdo de um campo elétrico foi utilizada uma
fonte de alta voltagem ligada aos eletrodos. A Figura 2 mostra um esquema da camara de

medidas.
Eletrodos

Reservatorios

Figura 2: Esquema da camara de medidas.
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PREPARACAO DAS AMOSTRAS: Trinta e uma células em CPD/SAG-M (Citrato,
Fosfato, Dextrose, Solucdo Salina, Adenina, Glicose e Manitol) obtidas do tubo conector
da bolsa do concentrado de heméacias e quarenta e nove de tubos de coleta a vacuo com
EDTA (K3), foram analisadas no primeiro dia de estocagem. Realizou-se medidas
temporais a cada 5 dias até o 25° dia de armazenamento dos eritrocitos das bolsas do
concentrado de hemécias com solucdo de CPD/SAG-M, sendo analisadas 10 células a
cada experimento. Todas as amostras foram obtidas de doadores de sangue da
Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE), pertencentes ao
grupo O Rh (D) positivo. As amostras foram diluidas em soro do grupo AB Rh (D) positivo
(0.5:500 uL). Este trabalho foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa desta
instituicdo (Parecer N°. 003/2009).

MEDIDAS DO ZETA: Apo6s a diluicdo, a solugdo com as heméacias é adicionada na
camara em volume suficiente para preencher o canal que comunica os dois reservatérios
gue contém os eletrodos. Utilizando as pin¢as Opticas captura-se uma hemécia e para a
mesma célula aplicam-se diferentes voltagens (30, 40, 50, 60, 70 e 80 V) no sistema.
Como a hemacia é carregada e a solucdo ao seu redor é eletrolitica, ela ird se mover em
velocidade constante de acordo com a voltagem aplicada, como ilustrado na Figura 3.
Assim, para cada voltagem mede-se a velocidade terminal da hemécia e se recaptura a
mesma ceélula para ser aplicada a proxima voltagem. Métodos baseados em medidas
individuais sdo mais sensiveis a pequenas diferencas existentes que métodos baseados
somente em meédias. Todas as medidas foram gravadas em tempo real e as imagens
foram analisadas qualitativamente com auxilio dos softwares Image Pro-Plus (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD) e VirtualDub (by Avery Lee). Apos as medidas e as
andlises, o ¢ foi determinado experimentalmente através da equacdo de Smoluchowski

[20]:
V= (sg/n)E ,

onde V é a velocidade terminal medida, E € o campo elétrico dado pela voltagem dividida
pela distancia entre os eletrodos, ¢ € a constante dielétrica do soro sangulineo [7]en é a
viscosidade do soro sangliineo medida utilizando um viscosimetro de Ostwald. Assim,
através de uma curva de velocidade em funcdo do campo elétrico podemos determinar o

C.

N

1

G

-

+
Repouso Voltagem
(a) (b)
Figura 3: Migracédo de hemacia submetida a voltagens.

RESULTADOS:

Para a analise dos eritrocitos do 1° dia, obtidos de bolsas de concentrado de
hemacia com solucdo de CPD/SAG-M e em tubos em EDTA (K3), observamos uma

diminuicdo do ¢ na presenca do EDTA, ilustrado nos histogramas da Figura 4. Os valores
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médios, maximos e minimos obtidos para o { com EDTA e CPD/SAG-M estao na Tabela
1. A média do { das hemacias em CPD-SAGM foi {=-14,8 mV e em tubos com EDTA foi
(=-7,9 mV. As células estocadas apresentaram valores decrescentes do { durante as
duas primeiras semanas, estabilizando-se a partir da terceira semana, assim como mostra
a Figura 5. As hemacias estocadas apresentaram 0s seguintes valores: 5° dia: (=-
13,5mV, 10° dia: {=-9,0mV, 15° dia: {=— 7,5mV, 20° dia: £ = —7,5 mV e 25° dia: {=-7,8
mV.

24 - 24 - = EDTA
A =3 CPD-SAGM

16 16 -

Medidas
Medidas

-10 -20 -30 -10 —20 -30
C(mv) Cmv)
(a) (b)

Figura 4: Histogramas da distribuicdo do potencial Zeta: (a) EDTA e (b) CPD-SAGM.

N total Meédia Minimo Maximo

(CYmV (YmV (Y mV

EDTA 31 -7.9 -3.1 -14.0
CPD/SAGM 49 -14.8 -7.8 -3141

Tabela 1: Valores do ¢ obtidos em EDTA e CPD-SAGM.

=15 4

&t

0 I 1 I I I I
0 5 10 15 20 25
Armazenamento (dia)

Figura 5: Evolucao temporal do £ durante o armazenamento em CPD-SAGM.
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

Devido a sua propriedade ndo conservante, o EDTA (K3) ndo previne danos
oxidativos, podendo assim favorecer a reducdo das cargas elétricas, com conseguinte
diminuicdo do . O proprio EDTA tem sido citado por sua possivel agdo sobre as
propriedades da membrana eritrocitaria alterando, por exemplo, a permeabilidade e
elasticidade celular através de danos a proteinas membranares [12], logo tal processo
também pode ser sugerido como o possivel mecanismo responsavel pela diminuicdo das
cargas. J4 para as hemécias estocadas, provavelmente, a degeneracdo de leucocitos
presentes no concentrado tenha possibilitado a diminuicdo das cargas negativas da
membrana eritrocitaria, devido a liberacdo de enzimas hidroliticas durante o
armazenamento que alteram as glicoproteinas da membrana. A leucorreducdo ou
deleucotizagéo por filtros remove mais de 99,9% de leucécitos do componente original [1,
5]. Desta forma entre outras vantagens, tais como a reducdo da sensibilizacdo contra
antigenos leucocitarios, a deleucotizacdo pode também prevenir os danos da membrana
eritrocitaria por enzimas leucocitarias.

Foi estabelecida uma metodologia para avaliar o { de hemécias em diferentes
condi¢cbes, a qual podera contribuir na padronizacdo de técnicas de hemaglutinacao
utilizando diferentes meios potencializadores e proporcionar melhor conhecimento sobre
as lesbes de membrana em hemacias durante o periodo de armazenamento com diversos
meios conservantes.

Noés também acreditamos que a metodologia proposta para medir o potencial Zeta
usando pingas oOpticas pode ser estendida para outros tipos de células, onde o ¢ seja um
pardmetro importante. As células nos organismos multicelulares s@o carregadas e
cercadas de solucdes eletroliticas. O potencial Zeta pode, por exemplo, ser utilizado para
diferenciar células de baixo potencial metastatico de células de alto potencial metastatico

[6].
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CAPITULO V



5.1 CONCLUSAO:

Através das pincas Opticas foram estabelecidas metodologias sensiveis capazes de
quantificar pardmetros importantes de hemacias armazenadas em bancos de sangue, as quais
poderdo contribuir ndo s6 para a compreensdo dos efeitos do armazenamento nas cargas de
membrana e na elasticidade das hemacias (em diferentes e variadas situagdes), como também

para a investigacao da acao das substancias potencializadoras nos testes imunohematoldgicos.

5.2 PERSPECTIVAS:

Sabendo que essas metodologias podem ser estendidas para outras células, por exemplo,
trabalhos recentes indicam que as propriedades eldstica e de carga de membrana sdo relevantes
para a compreensdo da biologia celular associada a migracdo e ao potencial metastatico de
células neoplésicas. Compreender os mecanismos associados a doencas pode ajudar a
desenvolver novos protocolos de tratamento e diagndstico. Por essa razdo algumas perspectivas
associadas a esse trabalho sdo: (1) investigar a acdo de outras substancias potencializadoras, tais
como bromelina, LISS e dextran através de medidas de potencial Zeta e (2) estudar a
elasticidade das hemacias em hemoglobinopatias como a talassemia e a acdo da hidroxiuréia

sobre a deformabilidade dessas células.
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ANEXO III:

ATIVIDADES COMPLEMENTARES E
RESUMOS DE CONGRESSOS



Neste terceiro anexo apresentaremos os estudos complementares realizados, tais como a
montagem dos sistemas de pingas Opticas e as medidas com papaina. Tanto o trabalho realizado
com a elasticidade, assim como o trabalho realizado com as heméacias desleucotizadas serdo aqui
descritos pelos resumos submetidos ao HEMO. Além disso, aqui também listaremos outros resumos

aceitos ou submetidos para congressos.

1. ESTUDO DOS COMPONENTES DE UM SISTEMA DE PINCAS OPTICAS,
ADAPTACOES E MONTAGEM:

O esquema experimental basico de uma pinga Optica esta ilustrado na figura 1. Iremos aqui
revisar os componentes escolhidos, os motivos pelos quais os escolhemos e acrescentar novas
informagdes e modificagdes feitas ao sistema. Iremos também descrever os procedimentos para a

realizacdo da demonstrag¢do do sistema através de manipulagdes com células.

Laser

TV/PC

—> Camera

Ocular
RS
Telescépio
Bs——] 7
Objetiva &—T—

Figura 1. Montagem experimental de um sistema de pinga optica (FONTES, 2004).

Esta etapa envolveu a escolha dos componentes que compdem a pinga Optica, 0 motivo pelo
qual os escolhemos, realizacdo das adaptagdes necessdrias e a montagem em si. A etapa da escolha

dos componentes envolveu estudos sobre lasers, microscopios Opticos e também espelhos e lentes.

1.1 COMPONETES DO SISTEMA DE PINCA OPTICA:

1.1.1 MICROSCOPIO OPTICO SIMPLES E OBJETIVA:

O microscopio utilizado foi um de fluorescéncia (Axiolab, Carl Zeiss, Alemanha). Foi
removida toda Optica da fluorescéncia e colocamos num suporte de filtro da fluorescéncia um
espelho proprio para o laser. Esse espelho reflete bem o laser e deixa chegar até a camera boa parte

da luz visivel, assim podemos visualizar o que estamos capturando.

Os parametros que definem a objetiva sdo: aumento, abertura numérica, distancia de

trabalho e meio de imersao (agua ou 6leo). O aumento ¢ uma relacdo que indica o quanto de
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aumento vai-se obter utilizando a objetiva. A abertura numérica ¢ definida como o angulo do cone
de luz na saida da objetiva. De acordo com a Lei de do seno de Abbe a abertura numérica (NA) ¢
definida como: NA = n senf), onde 0 ¢ o angulo indicado na figura 2 (a). Quanto maior a abertura
numeérica, maior ¢ o angulo de abertura do cone de luz formado. As objetivas de imersdo a 6leo sao
as que t€ém maior abertura numérica, podendo chegar a 1,4. Outro fator relacionado as aberturas
numéricas ¢ a distancia de trabalho de uma objetiva, que ¢ definida como a distancia do objeto a
saida da objetiva. De acordo com a Figura 2 (b), percebe-se que quanto maior o aumento, maior ¢ a
abertura numérica e menor € a distancia de trabalho. A objetiva principal escolhida foi uma objetiva

de aumento de 100X, abertura numérica de 1,25 (de dptica infinita).

r
Hi)
A——a
CONE e
deluz [=H f A
—_— disténcia de trabalho
p— laminula

——

(a) (b)
Figura 2. (a) Defini¢do da Abertura Numérica. (b) Abertura numérica e distancia de trabalho

(FONTES, 2004).

Armadilhas em 3 dimensdes sO sdo obtidas com aberturas numéricas da ordem de 1,
tipicamente com aumentos acima de 60X. Qualquer movimento horizontal observado com objetivas
de 40X ou menos sao, na realidade, de falsa armadilha, usualmente de particulas no fundo da
lamina que ndo podem se mover na diregdo vertical. Quanto maior a abertura numérica, maior a
forca na direcdo vertical as custas de uma forca menor na direcdo horizontal, conforme
esquematizado na figura 3. Na pinga Optica entdo as forcas sdo anisotropicas, a forca em z é sempre
menor que as forgas no plano. Quando entdo uma célula que se movimenta ¢ capturada, ela tem

mais facilidade para escapar pela diregdo z.

raios
incidentes

raios
incidentes

raios
refratados

Figura 3. Forgas e a abertura numérica (FONTES, 2004).
1.1.2 ESPELHOS:



Os espelhos que usamos sdo especificos para o laser, ou seja, especificos para o
comprimento de onda de 1064 nm emitido pelo mesmo. Eles sdo espelhos dicrdicos, ou seja, sao

transparentes ao visivel, com filme refletor para esse comprimento de onda.

1.1.3 LASER:

Utilizamos um laser no A = 1064 nm (IPG Photonics, EUA), pois a maioria das substancias
que compdem os seres vivos sdo transparentes ao infravermelho, sendo a absorcdo pequena, nao
causando danos as estruturas bioldgicas estudadas, assim como apresentamos na se¢ao 1 da revisao

bibliografica.

1.1.4 TELESCOPIO:

Duas lentes que funcionam como um telescopio, devendo estar uma no foco da outra.
Apresentam a fungdo de possibilitar que capturemos a imagem no plano de visao das lentes oculares
do microscopio e ndo da objetiva. Se as mesmas ndo estivesse presente, o foco do laser iria
coincidir com o plano focal da objetiva e ndo nos permitiria observar a captura das estruturas
analisadas. Esta mudanga de planos focais (da lente objetiva para as oculares) ¢ feita através do
ajuste da distancia entre as duas lentes do telescopio, como exemplificado nas figura 4. Outra
funcdo do telescopio € regular a largura do feixe de laser que vai entrar no microscépio.
Escolhemos as distancias focais para que o feixe preencha bem a objetiva, conforme ilustrado na
figura 5. Inicialmente haviamos escolhido duas lentes de distancias focais iguais (5 cm), ou seja, f)
= f,. Entretanto, posteriormente, para otimizar o nosso sistema, escolhemos uma lente com
distancia focal de 6 cm (f}) e outra de 5 cm (f;). Ou seja, quisemos aumentar o feixe, pois
verificamos que o mesmo nao estava preenchendo bem a objetiva. Com as lentes de 6 cm ¢ 5 cm
observamos os sistemas sendo capturados mais eficientemente. Se ndo preenchermos a objetiva
adequadamente ¢ como se tivéssemos uma objetiva de menor aumento e ndo se poderia capturar a

particula tridimensionalmente.

—» lentes
ﬁ_} foco da
—_— objetiva — foco da
l ‘L objetiva
plano de visdo plano de visdo |

Figura 4. Fungdo do telescopio na pinga optica, exemplificando como o mesmo pode deslocar a
formacdo da imagem do foco da objetiva para o plano de visdo da ocular, possibilitando assim que
possamos visualizar a particula capturada (FONTES, 2004).
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Figura 5. Representacdes de como as lentes do telescopio podem mudar o tamanho do feixe, fj e f;

sdo as distancias focais.

1.1.5 SISTEMA DE CAPTURA DE IMAGEM

O pinga Optica apresenta um sistema de captura de imagem em tempo real constituido de
uma camera de video (SDC-415ND, Samsung, Japao) e uma placa de video (Pinnacle Systems,
EUA) acoplada a um computador. A camara foi acoplada ao microscopio através de uma “jungdo”
que foi fabricada no departamento de fisica, da UFPE. O sinal recebido pela camera ¢ enviado a um
computador através de uma placa de captura de video. As CCD’s das cameras possuem detectores
de silicio que sdo capazes de detectar sinais de at¢ 1100 nm. Contudo, para ndo apresentarem
objetos que o olho humano ndo enxerga essas cameras vém com filtros que s6 deixam passar a
regido do visivel. Este filtro foi retirado (pois serd necessaria a visualizagdo do laser no processo de
alinhamento da pinga — descrito posteriormente), e foi construida uma “adaptagdo” que permite a
colocag@o de um filtro azul na cdmera (interessante na hora da manipulacdo para ndo visualizarmos
o feixe do laser, e sim a particula que estamos capturando). Este sistema de captura de imagem além
de nos permitir acompanhar as manipulagdes em tempo real, também ¢ essencial para o processo de
calibragdo do sistema Optico da pinga, pois sé através dele poderemos observar se o feixe do laser

estd incidindo perpendicularmente na amostra, se ele esta bem focado e onde esta incidindo.

1.2 ALINHAMENTO DO SISTEMA DE PINCA OPTICA

O procedimento de alinhamento de uma pinga Optica consiste fazer com que o laser incida
de forma perpendicular na objetiva e garante que haja o aprisionamento em trés dimensdes. Como
ndo podemos visualizar o feixe do laser no infravermelho fizemos todo o processo de alinhamento

com o feixe no visivel da seguinte maneira:

(1) Sem as duas lentes que constituem o telescopio, obrigamos o laser visivel a incidir
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perpendicularmente na objetiva do microscopio. Para isso € muito importante a visualizacao
do feixe no monitor do computador. Quando o laser estiver perpendicular veremos no
monitor um circulo concéntrico de laser simétrico que ird abrir e fechar uniformemente
conforme movemos o parafuso de ajuste focal do microscopio (figura 6). Se o laser nao
estiver perpendicular, ndo conseguiremos posteriormente mover a particula nas trés diregdes
X, y ¢ z. Essa “perpendicularizagdao” ¢ feita movimentando alternadamente os espelhos
descritos acima, de forma que encontremos um circulo perfeito no monitor, como ilustra a

figura L.

(2) A etapa mais critica do processo de alinhamento ¢ quando introduzimos as lentes para o
telescopio. Primeiramente colocamos apenas uma delas, a mais perto em relagdo ao laser.
Agora, movendo apenas a lente que acabamos de introduzir obrigamos o foco do laser a
estar no mesmo ponto em que estava antes da lente ser colocada e de maneira vertical,
obedecendo a condi¢do ilustrada anteriormente na figura 7. Garantida que a primeira lente

esta centralizada, colocamos a segunda lente. Repetimos o procedimento anterior.

(3) Agora, o procedimento para colocar o laser no plano de visdo. Nesse ponto ¢ bom usar como
referéncia uma camara Neubauer (dispositivo utilizado para a contagem de globulos
vermelhos do sangue — ilustrado na figura 8). A cdmara de Neubauer ¢ ideal para
manipulagdes com pingas Opticas, pois permite a captura em movimentacao tridimensional
da amostra, ja que tem uma profundidade de 100 pum. Preparamos a Neubauer com agua,
fechamos com a laminula e colocamos 6leo de imersdo sobre a mesma para usar a objetiva
de 100X. Focalizamos a imagem até¢ enxergar bem as ranhuras de 50 um da Neubauer, nos
certificando assim que estamos no plano de visdo do microscopio. Liberamos o laser. Ja
deve ser possivel visualizar o laser nesse estagio se as etapas anteriores foram bem feitas.
Agora, movendo a segunda lente apenas na direcdo z ajustamos para que a captura das

particulas ocorra bem préxima do plano de visdo do microscopio.

Figura 6. Parafuso de ajuste focal (FONTES, 1999).
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feixe perpendicular feixe inclinado

- -
) foco
‘ microscopio
circulos concéntricos circulos nao concéntricos

Figura 7. Alinhamento do sistema (FONTES, 2004).

Profundidade 100 pm

Fundo quadriculado 50 x 50 wm

Figura 8. Ilustragdo de uma camara neubauer (FONTES, 2004).

1.3 MONTAGEM DA PINCA OPTICA
A montagem da pinga Optica estd ilustrada nas fotografias da figura 9 tiradas no laboratério

de Nanoestruturas e Interfaces Bioldgicas.

Figura 9. Fotos tiradas da pinga Optica montada no laboratério na UFPE.
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1.4 FUNCIONAMENTO DA PINCA OPTICA:

Terminados os processos de estudo e escolha dos componentes € montagem do sistema de
pinga Optica, realizamos alguns experimentos para verificar o seu funcionamento. No periodo em
questdo, realizamos trés experimentos: (1) Captura de microesferas de silica (2) Captura de

hemacias e (3) Captura de Trypanossoma cruzi (T. cruzi).

(a) CAPTURA DE MICROESFERAS:

Na figura 10 mostramos uma seqiiéncia de quadros referentes a captura de uma microesfera

marcada por uma seta.

Figura 10. Aprisionamento de microesferas de silica.

(b) CAPTURA DE HEMACIA E Trypanossoma cruzi:

Na figura 11 (a) mostramos uma hemaécia capturada pela pinga optica, onde observamos a
sua deformabilidade. Para a captura de hemacias, tivemos que usar um atenuador de poténcia para o
laser, pois as hemadcias sdo células frageis ¢ mesmo o laser no infravermelho (dependendo da
poténcia) pode danificar a amostra. Nas figuras 11 (b) e 12 observamos os parasitas capturados pela
pinga Optica. Aqui destaca-se que na figura 12 observamos bem a morfologia da célula, pois o
parasita esta mais proéximo ao fundo da Neubauer. Enquanto que na figura 11 (b), o parasita estd a

cerca de 20 um do fundo da Neubauer, projetando seu corpo para baixo.
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(a) (b)

Figura 11. (a) hemacia e (b) T. cruzi capturados pela pinga optica.

Figura 12. Captura de T. cruzi pela pinga optica.

2. AVALIACAO DO POTENCIAL ZETA DE HEMACIAS COLETADAS EM EDTA E
CPD/SAG-M TRATADAS COM A ENZIMA PAPAINA:

Apesar de fisiologicamente o potencial Zeta diminuir a aglutinagdo intravascular, a maioria
dos testes imunohematoldgicos de reagao antigeno-anticorpo, realizados em bancos de sangue, sao
baseados no principio de aglutina¢do e necessitam da diminui¢do do potencial Zeta para que a
reacdo ocorra. Substancias potencializadoras como a papaina, que atuam diminuindo este potencial
Zeta sdo empregadas rotineiramente nestes centros. Como esses testes podem ser realizados em
hemacias coletadas em EDTA ou em bolsas de doagdo e sabendo que hemacias coletadas em EDTA
apresentaram valores menores do potencial Zeta em relagdo as em CPD/SAG-M (CPD/SAG-M = —
14,5 mV e em EDTA = —7,9 mV), avaliamos o potencial Zeta de hemécias papainizadas coletadas

nestes dois meios.
2.1 COLETA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS:

2.1.1 COLETA:

15



Vinte células foram analisadas em CPD/SAG-M (Citrato, Fosfato, Dextrose, Solucdo Salina,
Adenina, Glicose e Manitol) obtidas do tubo conector da bolsa do concentrado de hemacias e
dezesseis células de tubos de coleta o vacuo com EDTA (K3). Todas as amostras foram obtidas de
doadores da Fundacao de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE), pertencentes ao
grupo O Rh (D) positivo. As amostras assim que coletadas eram devidamente acondicionadas e
transportadas ao laboratério da pinga Optica, no menor tempo possivel, ndo ultrapassando 2 horas

entre a coleta e as analises.
2.1.2 TRATAMENTO DAS HEMACIAS COM A ENZIMA PAPAINA:

As amostras em CPD/SAG-M e EDTA foram tratadas através do kit ID-Papain da Diamed,
através do procedimento de utilizagdo para tratamento enzimatico prévio das hemacias (técnica em

2 estagios), da seguinte maneira:
(1) Lavar o concentrado de hemacias 3 vezes com solucdo salina isotonica a 0,9%.
(2) Remover completamente o sobrenadante apds a ultima lavagem.
(3) Preparar uma suspensao de hemacias a 5% com salina isotdnica, como descrito abaixo:
- Colocar 1,0 mL de salina isotonica em tubo de vidro limpo.
- Adicionar 50 mL do concentrado de hemacias lavadas.
(4) Adicionar 1,0 mL de “ID-Papain”.
(5) Homogeneizar cuidadosamente e incubar 5 minutos em temperatura ambiente (18 — 25°C).
(6) Lavar 2 vezes com “ID-CellWash P”.
(7) Remover completamente o sobrenadante.

Ap6s a remocao do sobrenadante descrito no item 7 as hemadcias papainizadas era diluidas
em soro do grupo AB Rh (D) positivo (0,5:500 pL) e adicionadas na cdmara de medida e em

seguida avaliada o potencial Zeta segundo a metodologia descrita na se¢do 2.2.
2.1.3 RESULTADOS

Os potenciais Zetas foram em moédulo 3,2 (EDTA) e 4,0 mV (CDP/SAG-M). Esses
resultados mostram que mesmo que o potencial Zeta seja diferente inicialmente em EDTA e

CPD/SAG-M, em ambos os casos ocorre a redugdo necessaria para a que haja a aglutinagao. Além
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disso, observamos que ap6s o tratamento com papaina, algumas hemadcias se tornam carregadas

positivamente em ambos os grupos, mas o potencial Zeta continua reduzido em moédulo.

3. RESUMO APRESENTADO NO 2° CONGRESSO DO INSTITUTO NACIONAL DE
BIOMEDICINA, 6° CONGRESSO ALAGOANO DE BIOMEDICINA E 2° EREMBIOM.

AVALIACAO DA CARGA ELETRICA DE HEMACIAS ATRAVES DE PINCAS OPTICAS:
APLICACOES EM IMUNOHEMATOLOGIA.

D. C. N. Silva’", H. P. Fernandes®, A. D. P. R. Oliveira'’, P. M. A. Farias", B. S. Santos®, C. L.
Cesar(4), M. L. BarjaS—Castr0(3), A. Fontes

M Departamento de Biofisica, Universidade Federal de Pernambuco - UFPE, Recife, Brasil.

@ Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Pernambuco - UFPE, Recife,

Brasil.
®) Hemocentro, Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP, Campinas, Brasil.

@ Instituto de Fisica Gleb Wataghin, Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP, Campinas,

Brasil.

* Apresentador ¢ aluno da pods-graduagdo em Ciéncias Bioldgicas - UFPE. E-mail:

diego.bio.cesar@bol.com.br

Grupo de Nanoestruturas e Interfaces Biologicas - Laboratério de Biofisica Quimica — CCB —

UFPE.

Algumas glicoproteinas presentes na membrana eritrocitaria contém &acido sidlico, principal
responsavel pela carga negativa na superficie das hemacias, este, quando em solucgdo, cria um
potencial elétrico repulsivo chamado Potencial Zeta ({) que impede a aglutinagdo intravascular. No
entanto, a maioria dos testes imunohematologicos de reagdo antigeno-anticorpo realizados em
bancos de sangue sdo baseados em aglutinacdo, por isso utiliza-se substancias potencializadoras,
como a papaina, para diminuir o {, permitindo a reagdo. A pinga Optica ¢ uma ferramenta fotonica
que pode ser utilizada para uma melhor compreensao da a¢do destas substancias potencializadoras
nas cargas elétricas da membrana eritrocitaria, assim como a mensuragdo do C. O objetivo deste

trabalho foi estabelecer uma metodologia para quantificar o £ de heméacias na auséncia e presenga
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da papaina. A pinga Optica consiste de um laser no infravermelho focalizado através de uma
objetiva de 100x de um microscopio equipado com uma camera, que registra a imagem de células
capturadas em tempo real. Estas imagens foram analisadas utilizando o software Image Pro Plus. O
¢ foi obtido através da medi¢do da velocidade terminal das hemacias apds serem libertadas da
armadilha Optica, sob diferentes voltagens. Foram analisadas 20 hemacias para cada situagdo. O ¢
para as hemadcias ndo tratadas foi de — 14,5 mV e para as tratadas de + 7,3 mV. Observamos uma
inversdo de cargas na membrana de hemacias na presenc¢a da papaina. Um resultado, até onde
sabemos, ndo relatado na literatura. Concluindo, com este trabalho fomos capazes de estabelecer
uma metodologia para avaliar o { e quantificad-lo na presenca ¢ auséncia da papaina. Esta analise
poderd contribuir na padronizacdo de técnicas de hemaglutinagdo na rotina transfusional e
possibilitar a associacdo de substancias potencializadoras melhorando a sensibilidade da reagdo sem

perda significativa da especificidade.

4. RESUMO APRESENTADO NO 37° CONGRESSO BRASILEIRO DE ANALISES
CLINICAS E 10° CONGRESSO BRASILEIRO DE CITOLOGIA CLINICA

USO DE PINCAS OPTICAS PARA AVALIACAO DO POTENCIAL ZETA DE HEMACIAS EM
EDTA, CPD-SAGM E ESTOCADAS

D. C. N. Silva(D*_ H. P. Fernandes(2), C. N. Jovino(1), M. M. Filho(1), A. F. M. Filho(1), A. D. P.
R. Oliveira(l), P. M. A. Farias(l), B. S. Santos(l), C.L. Cesar(z), M. L. Barjas-Castro(z), A.

Fontes(l)

(1)Universidade Federal de Pernambuco - (2)Universidade Estadual de Campinas

INTRODUGCAO: A superficie eritrocitaria ¢ carregada negativamente, principalmente devido ao
acido sidlico de suas glicoproteinas, o que leva a formag¢do de um potencial elétrico repulsivo
denominado Potencial Zeta (Z), o qual impede a aglutinacdo intravascular. No entanto, a maioria
dos testes imunohematoldgicos sdo baseados em aglutinagao e necessitam da diminui¢do do Z para
maior sensibilidade. Através das Pingas Opticas (PO), ferramenta capaz de capturar células
utilizando a luz, propomos uma metodologia para quantificar o Z e a aplicamos para medidas em
hemacias recém coletadas com EDTA e células de concentrado de hemacias (CH) coletadas com
CPD/SAG-M e armazenadas por periodos variados, visando avaliar alteracdes de cargas da

membrana relacionadas a lesdo oxidativa do armazenamento, podendo ser um parametro de
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qualidade transfusional. METODOLOGIA: A PO consiste de um laser no infravermelho,
direcionado a um microscopio, que captura as hemdécias. O Z ¢ obtido através da velocidade
terminal das células apos serem liberadas da armadilha optica, sob diferentes voltagens. Foram
analisadas 30 células (1° dia) em EDTA e CPD/SAG-M. Dez hemdcias estocadas foram analisadas
a cada 5 dias até o 25° dia, através de amostras do fragmento de CH. RESULTADOS: O Z em
CPD/SAG-M foi - 14,5 mV e em EDTA: - 8,0 mV. J& para hemacias estocadas obteve-se, 5° dia: -
13,5 mV, 10° dia: - 9,0 mV, 15° dia: - 7,5 mV, 20° dia: - 7,5mV e 25° dia: - 7,8 mV. Houve uma
diminui¢do de cargas na presenca do EDTA. As heméacias do CH apresentaram valores de Z
decrescentes nas primeiras semanas, estabilizando-se a partir da 33. Provavelmente, enzimas
liberadas de leucoécitos lisados durante o armazenamento tenham alterado as glicoproteinas da
membrana eritrocitaria levando a uma redugdo das cargas negativas. CONCLUSAOQ: Foi
estabelecida uma metodologia para avaliar o Z de hemacias em diferentes condi¢des, a qual podera
contribuir na padronizagdo de técnicas de hemaglutinagdo na rotina transfusional e no
monitoramento da qualidade dessas células com a estocagem. APOIO: HEMOPE,

HEMOCENTRO (UNICAMP), L'oreal, ABC, UNESCO, CAPES, CNPq ¢ FACEPE.

5. RESUMOS SUBMETIDOS AO CONGRESSO BRASILEIRO DE HEMATOLOGIA E
HEMOTERAPIA (HEMO 2010).

5.1 MENSURACAO TEMPORAL DO POTENCIAL ZETA EM HEMACIAS ARMAZENADAS
UTILIZANDO PINCAS OPTICAS

D. C. N. Silval* C. N. Jovino2, C. A. L. Silva3, S. C. A. Lucena3, A. M. N. Costa3, H. P.
Fernandes4, C. L. Cesard> P. M. A. Fariasl, B. S. Santosz, M. L. Barjas-Castr04, A. Fontes!

I Departamento de Biofisica e Radiobiologia, UFPE
2 Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, UFPE

3 Fundacio Hemope — Recife, PE

4 Hematology and Transfusion Center, UNICAMP

5 Instituto de Fisica, UNICAMP

A superficie eritrocitaria possui glicoproteinas conjugadas ao acido sialico, principal responsavel
pelas cargas negativas de membrana. Estas cargas influenciam a distribuicdo de ions ao redor da
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célula, criando um potencial elétrico repulsivo denominado Potencial Zeta (), que atua impedindo
a agregacao das hemacias na corrente sangiiinea. Quanto maior a camada idnica em torno da célula,
maior em moédulo serd o valor do , dificultando assim a agrega¢do intercelular. Alteragdes de
cargas nos eritrocitos podem refletir lesdes de membrana ocorridas durante o armazenamento. A
presenca de leucdcitos lisados nas bolsas de concentrado de hemacias (CH) pode contribuir para a
diminui¢do do C através da liberacdo de suas enzimas hidroliticas que poderdo atuar sobre a
membrana eritrocitaria, principalmente nas glicoforinas. A filtragdo do CH possibilita a remogao de
mais de 99,99% dos leucocitos, evitando as conseqiiéncias transfusionais ocasionadas pela lise
celular durante o periodo de armazenamento do hemocomponente. A pinga optica (PO) foi utilizada
para quantificar o € de eritrocitos procedentes de CH e CHD (CH desleucocitado), coletados em
CPD-SAGM, visando avaliar alteragdes de cargas da membrana relacionadas ao armazenamento e o
efeito da leucorreducdo sobre a preservagdo destas cargas. A PO ¢ uma ferramenta capaz de
capturar hemdcias utilizando um laser infravermelho acoplado a um microscopio. O § ¢ obtido
através da velocidade terminal das células, apos serem liberadas dessa armadilha oOptica, sob
diferentes voltagens. Foram analisadas pelo menos 30 células procedentes de 4 bolsas de CH e pelo
menos 10 células de 1 bolsa de CHD, 24 horas apds a coleta e no primeiro dia de cada semana
durante o periodo de armazenamento (42 dias). A leucorreducdo foi realizada no periodo de pré-
estocagem do hemocomponente utilizando bolsas plésticas quadruplas top and bottom com filtro in
line (Fresenius Kabi). Os { das bolsas de CH, foram decrescentes a partir do 1° dia de
armazenamento, apresentando valores médios de -14,5 mV, estabilizando-se no inicio da 2* semana,
com { de -10 mV até a 3" semana, decaindo para valores mais baixos a partir da 4" semana,
estabelecendo-se assim em — 8 mV (45% menor que o valor inicial). As bolsas de CHD
apresentaram o mesmo perfil de decaimento de cargas que as nao desleucocitadas, mostrando que o
processo de leucorreducdo nao interfere nas propriedades elétricas da membrana dos eritrocitos
durante a estocagem. Através da técnica de PO foi estabelecida uma metodologia, sensivel e
reprodutivel, para quantificar o £ em diferentes condicdes, a qual podera contribuir na compreensao

dos efeitos do armazenamento nas cargas de membrana das hemacias.

5.2 AVALIACAO TEMPORAL DA ELASTICIDADE DE HEMACIAS ARMAZENADAS EM
CPD/SAG-M

C. N. Jovino', D. C. N. Silva®, C. A. L Silva’, S. C. A Lucena’, D. S Jardim?, C. L Cesar®, P. M. A

Fariasz, M. L. Barjas-castro5 , A Fontesz, B. S. Santos'

20



'"Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, UFPE
’Departamento de Biofisica e Radiobiologia, UFPE
*Fundacio HEMOPE

*“Instituto de F isica, UNICAMP

*Hematology and Transfusion Center, UNICAMP

INTRODUCAO: O concentrado de hemacias é o hemocomponente mais utilizado na pratica
clinica. As hemadcias quando estocadas sofrem progressiva deteriorizacdo metabolica e celular.
Assim, nos processos de fracionamento e armazenamento deste hemocomponente devem-se utilizar
as chamadas solugdes preservantes/aditivas, como o CPD/SAG-M, que retardam o aparecimento de
lesdes de estoque. Entre as lesdes mais comuns destaca-se a diminui¢cdo da elasticidade ou perda da
deformabilidade celular com perda também da morfologia biconcava. As heméacias pouco
deformaveis mostram-se fisiologicamente deficientes, com dificuldade de transpor capilares,
sofrendo rapidamente hemocaterese. Uma ferramenta baseada na transferéncia de momentum de
fotons de laser pode ser aplicada para aprisionar microestruturas biologicas. Este sistema funciona
como uma armadilha Optica e possibilita manipulacdes celulares sem causar dano ao sistema
organico. Assim, neste trabalho foi avaliada a evolu¢do temporal da elasticidade de hemadcias
coletadas e estocadas em solucdo CPD/SAG-M utilizando pingas Opticas. MATERIAL E
METODOS: O sistema de pinga Optica utilizado consiste de um feixe de laser infravermelho
focalizado no material de andlise por uma objetiva de 100x de um microscopio. Os eritrocitos,
provenientes de doadores sadios, foram coletados de concentrado de hemécias obtidos a partir de
bolsa tripla (Fresenius Kabi). As medidas da elasticidade foram feitas semanalmente apds a coleta,
até o 35 dia de armazenamento (15 células foram analisadas em cada semana). As células
aprisionadas na armadilha Optica sdo submetidas a velocidades progressivas e a maxima
deformacdo ¢ registrada. A elasticidade ¢ obtida analisando-se a deformag¢do da hemécia em funcao
da velocidade. Quanto maior for valor obtido, menos elastica a hemacia. RESULTADOS: Apds a
primeira semana (sétimo dia) de armazenamento o valor médio de elasticidade obtido foi 4,1x10—*
dina/cm, permanecendo este valor constante até o final da segunda semana (14 dia). Ao final da 3?
semana observou-se uma leve diminuicdo da elasticidade (4,6x10—4 dina/cm), acentuando-se ao
término 4* semana (6,4x10—4 dina/cm) e atingindo 9,6x10—4 dina/cm na 5% semana de
armazenamento. Observa-se nesta Ultima semana uma queda de 234% em relagdo a
deformabilidade inicial. CONCLUSAO: A técnica da pinga Optica ¢ vantajosa por quantificar a
elasticidade da célula como um todo, aproximando-se mais do real, se comparada com outras
técnicas. Os valores obtidos comprovam a tendéncia da perda gradual de elasticidade e
conseqiientemente da vitalidade pos-transfusional das hemacias.
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