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RESUMO 

Ferramentas fotônicas, como a pinça óptica (PO) e os pontos quânticos (PQs), vêm 

sendo cada vez mais utilizadas na área biomédica com o principal objetivo de extrair 

informações essenciais ao funcionamento celular. A PO é uma ferramenta que utiliza um 

laser no infravermelho próximo fortemente focalizado e, através da transferência de 

momento dos fótons, é capaz de exercer uma força suficiente para capturar, manipular, 

quantificar parâmetros físicos e correlacionar propriedades físicas/químicas de sistemas 

biológicos, sem qualquer contato mecânico. Por outro lado, os PQs são nanocristais 

fluorescentes de semicondutores que apresentam excepcional resistência à fotodegradação 

e superfície ativa para interação biológica. Nesse trabalho, a PO e os PQs foram explorados 

para caracterizar as propriedades biomecânicas e as cargas elétricas de membrana de 

eritrócitos. Para tanto inicialmente padronizou-se uma metodologia para determinar a 

elasticidade e a viscosidade da membrana eritrocitária a partir de um único experimento. A 

elasticidade foi obtida através da análise da deformação sofrida por eritrócitos capturados e 

arrastados pelo plasma sanguíneo em função da velocidade. Já a viscosidade da membrana 

foi determinada correlacionando-se a elongação eritrocitária com o tempo para o qual essas 

células levam para retornar à sua conformação original, depois de terem sido arrastadas 

pelo fluido. Adicionalmente, uma metodologia utilizando PQs catiônicos também foi 

avaliada para analisar a carga elétrica de membrana desses mesmos eritrócitos através de 

citometria de fluxo. Para isso, PQs de CdTe com emissão verde estabilizados com 

cisteamina foram sintetizados e caracterizados opticamente. As propriedades biomecânicas 

e elétricas são parâmetros fundamentais para o desempenho e a sobrevivência dos 

eritrócitos na microcirculação. Assim, nesse trabalho também foram estudadas células de β 

talassemia intermediária (Hbβ). Os resultados indicaram que os eritrócitos Hbβ são 

significativamente menos elásticos, com a membrana mais viscosa e apresentam carga 

elétrica membranar reduzida em relação aos normais. Ademais foram desenvolvidas 

metodologias para a mensuração de propriedades reológicas/elétricas, utilizando a PO e os 

PQs, eficientes, sensíveis e capazes de propiciar comparações entre eritrócitos normais 

com aqueles que sofreram modificações por problemas patológicos, tais como os Hb. 

Quantificar propriedades biomecânicas e elétricas eritrocitárias é essencial para entender as 

alterações fisiológicas e contribuir para avanços terapêuticos para essas doenças. 

 

Palavras-chave: Hemoglobinopatia. Elasticidade. Viscosidade. Carga elétrica da 

membrana. Eritrócitos.  
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ABSTRACT 

Photonic tools such as the optical tweezer (OT) and quantum dots (QDs) have been 

increasingly used in the biomedical area. These tools aim to extract essential information 

necessary to the cellular operation. The OT is a tool that uses a highly focused near 

infrared laser beam and, through photon momentum transfer, exerts a force sufficient to 

capture, manipulate, quantify physical parameters, and correlate physical/chemical 

properties of biological systems, without any contact mechanical. On the other hand, QDs 

are fluorescent semiconductor nanocrystals that have exceptional resistance to 

photodegradation and an active surface for biological interaction. Herein, the OT and QDs 

were explored to characterize biomechanical properties and membrane electrical charges of 

erythrocyte. To do so, initially, a methodology to determine, in a single experiment, the 

elasticity and the membrane viscosity of erythrocytes was developed. The elasticity was 

obtained by analyzing deformations suffered by erythrocytes captured and dragged by 

blood plasma as a function of velocity. On the other hand, the membrane viscosity was 

determined by correlating the erythrocyte elongation with the time that this cell takes to 

return to its original conformation, after being dragged through the fluid. Additionally, a 

methodology using cationic QDs was also evaluated to analyze the membrane electrical 

charges of these same erythrocytes through flow cytometry. For this, cysteamine stabilized 

green emitting CdTe QDs were synthesized and optically characterized. Biomechanical 

and electrical properties are fundamental parameters for the performance and survival of 

erythrocytes in the microcirculation. Thus, we also studied β thalassemia intermedia cells 

(Hbβ). Results indicated that Hbβ erythrocytes are significantly less elastic, with the 

membrane more viscous and present a considerable reduction in membrane electrical 

charges when compared to the normal ones. Moreover, the methodologies here developed 

to measure the rheological/electrical properties, by using OT and QDs, showed to be 

efficient, sensitive and able to provide comparisons between normal erythrocytes and those 

that were modified by pathological problems, such as Hbβ. Quantifying biomechanical and 

electrical properties of erythrocytes is essential for understanding physiological changes 

and contributing to therapeutic advances for these diseases. 

 

Keywords: Hemoglobinopathy. Elasticity. Viscosity. Membrane electric charge. 

Erythrocytes. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A incorporação de lasers na microscopia óptica tem contribuído substancialmente 

para as mais modernas pesquisas na área biomédica, com propósitos de manipulação, 

medições, diagnóstico, microanálise e reconstrução de imagens. Entre essas técnicas, 

destaca-se a pinça óptica (PO), uma ferramenta que utiliza luz para capturar e mover 

partículas (ASHKIN, 1997). Por exercer forças da ordem de piconewtons sobre as 

partículas capturadas, sua principal aplicação é de interesse microscópico, especialmente 

no estudo de células e biomoléculas, tais como DNA, RNA e proteínas, que podem ser 

manipuladas individualmente sem danos térmicos através da transferência de momento de 

fótons (FONTES et al., 2011). Devido a essas características, a PO também pode ser 

utilizada, por exemplo, para medir importantes propriedades mecânicas eritrocitárias, tais 

como adesão e elasticidade (BRANDÃO et al., 2009; SILVA et al., 2012; CRICK et al., 

2014). 

Uma importante função da PO é extrair a correlação existente entre o mundo 

mecânico e químico dos diversos sistemas biológicos. A PO pode então não só disparar um 

evento químico através de uma ação mecânica como também quantificar o reflexo de uma 

alteração química nas propriedades mecânicas. Isso exemplifica a importância fundamental 

dessa ferramenta e também justifica a sua ampla utilização. Assim, quando o foco é o 

estudo de propriedades biomecânicas dos eritrócitos, a PO pode então permitir a avaliação 

de fatores intrínsecos ou extrínsecos, tais como os relacionados a doenças hematológicas, 

sobre a reologia dos eritrócitos (SILVA et al., 2012; FONTES et al., 2011). 

O bom desempenho das funções dos eritrócitos na corrente sanguínea está 

altamente associado a sua capacidade de deformação, que é determinada pelas 

propriedades de elasticidade e viscosidade da sua membrana (FONTES, 2004). A 

elasticidade, ou constante elástica eritrocitária (µ), é uma grandeza que reflete a capacidade 

do eritrócito de resistir à deformação. Quanto maior for o valor da constante elástica, mais 

difícil será deformar o eritrócito para uma dada força aplicada, assim como ocorre quando 

se trata de constante elástica de molas. Já a viscosidade da membrana (ηmembrana) 

caracteriza a resistência do eritrócito a uma taxa de deformação (KIM et al., 2012). 

Portanto, a determinação de valores para a elasticidade e viscosidade de membrana 

eritrocitárias é uma forma de se avaliar a sua deformabilidade. Essa propriedade é crítica 

para os eritrócitos na microcirculação, pois para transportar oxigênio dos pulmões para os 
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tecidos, essas células precisam passar por vasos com diâmetros menores que os seus. 

Portanto, se não forem deformáveis, não conseguirão desempenhar bem esse papel 

(ENGLISH & MCINTYRE, 2018).  

Outro parâmetro crítico para os eritrócitos é o potencial Zeta (ζ), um potencial 

elétrico repulsivo resultante das cargas elétricas negativas associadas às glicoproteínas 

(principalmente à glicoforina A) das membranas eritrocitárias. A carga negativa 

membranar eritrocitária, através desse potencial, atua prevenindo fisiologicamente a 

interação entre os eritrócitos e entre estes e a parede vascular (STRATTON 1973; 

FONTES et al., 2011; SILVA et al., 2012). É suposto que alterações celulares, tais como 

as ocorridas em hemoglobinopatias, possam levar à perda de ácido siálico, principal 

responsável por conferir a carga negativa nas superfícies celulares, resultando em 

alterações no ζ. Esse agravante pode favorecer a aglutinação eritrocitária na 

microvasculatura e a oclusão vascular em portadores dessas patologias. 

No contexto do ζ, os pontos quânticos (PQs) podem ser uma ferramenta útil para a 

elucidação da carga elétrica de membrana. Os PQs são nanocristais fluorescentes de 

semicondutores de tamanhos entre 2 a 10 nm e têm sido bastante utilizados em aplicações 

biológicas por apresentarem propriedades físico-químicas únicas, tais como: excepcional 

resistência à fotodegradação e superfície ativa para conjugação (FONTES et al., 2012). Os 

PQs podem ser positivamente ou negativamente carregados dependendo do agente 

estabilizante utilizado na sua síntese. Se esse agente possuir um terminal amina, tal como a 

cisteamina, a carga desses nanocristais será positiva em pH fisiológico. Assim, é possível 

se utilizar dos PQs catiônicos para analisar a carga elétrica de membrana em eritrócitos, 

que é também um meio de se avaliar indiretamente o ζ dessas células. 

As talassemias são um dos distúrbios genéticos mais comuns e são consideradas 

uma das doenças genéticas mais difundidas no mundo. A  talassemia intermediária (Hb) 

é uma condição clínica de gravidade intermediária entre a talassemia menor, o 

transportador assintomático, e a talassemia maior (dependente de transfusão devido à 

anemia grave). A  talassemia intermediária tem um amplo espectro clínico, abrangendo 

desde uma apresentação levemente assintomática com anemia mínima (níveis de 

hemoglobina 7 – 10 g / dL) até uma condição com anemia acentuada que se torna 

clinicamente aparente entre 2 – 6 anos de vida (ASADOV et al., 2018). A incidência anual 

total de indivíduos sintomáticos é estimada em 1 a cada 100.000 em todo o mundo 
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(SHAWKY & KAMAL, 2012). Apesar da alta incidência dessa doença, a  talassemia 

intermediária ainda é pouco estudada. 

Frente a essa anomalia eritrocitária, é suposto que as alterações sofridas por estas 

células possam induzir modificações da carga elétrica de suas membranas e da sua 

deformabilidade. Logo, para o estudo de propriedades biomecânicas e cargas elétricas de 

membrana dos eritrócitos, a PO e os PQs podem ser ferramentas sensíveis para se realizar 

estudos comparativos entre eritrócitos normais e os que foram alterados por algum fator, 

como em doenças hematológicas. Assim, essa dissertação não só apresenta a padronização 

de uma metodologia para se obter a elasticidade e a viscosidade de membrana eritrocitária 

a partir de um único experimento através das POs, como também a utilização de PQs e 

citometria de fluxo para se avaliar a carga elétrica de membrana em eritrócitos.  

Adicionalmente, também são apresentados os resultados obtidos para essas análises 

biomecânicas/elétricas em eritrócitos Hbβ, comparando-os aos indivíduos saudáveis 

(controle). Por fim, no apêndice também encontra-se um capítulo de revisão produzido 

durante essa dissertação que relata as principais aplicações da PO no estudo dos eritrócitos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



15 

 

2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Aplicar as pinças ópticas e os pontos quânticos como ferramentas fotônicas para 

determinar propriedades biomecânicas e elétricas de eritrócitos normais e de portadores de 

β talassemia intermediária. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Desenvolver uma metodologia para mensurar a elasticidade e a viscosidade de membrana 

de eritrócitos, de forma simultânea, utilizando pinças ópticas; 

- Avaliar a elasticidade e viscosidade de membrana eritrocitária de pacientes Hbβ em 

comparação a indivíduos saudáveis (HbA); 

- Desenvolver uma metodologia para estudar as alterações na carga elétrica de membrana 

eritrocitária utilizando pontos quânticos catiônicos; 

- Avaliar a carga elétrica de membrana eritrocitária para pacientes Hbβ em comparação a 

indivíduos controle (HbA); 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 O ERITRÓCITO 

 Os eritrócitos são as células sanguíneas mais abundantes. Também conhecidos 

como células vermelhas ou hemácias, possuem o formato de disco bicôncavo com 

diâmetro médio de aproximadamente 8 m. O seu citoplasma é rico em hemoglobina, que 

é formada por quatro grupos heme e contém o ferro. Cada eritrócito possui 

aproximadamente 640 milhões de moléculas de hemoglobina. A principal função dos 

eritrócitos é realizar as trocas gasosas (BRESNICK et al., 2018).  

A produção das células vermelhas do sangue ao longo da vida é o resultado de um 

processo complexo de diferenciação, a eritropoese, que gera mais de dois milhões de 

reticulócitos a cada segundo na corrente sanguínea (KADRI et al., 2015). Na medula 

óssea, esse processo (Figura 1) ocorre a partir de células progenitoras e evolui por meio de 

células precursoras eritroides nucleadas (eritroblastos) até um estágio de reticulócitos e 

posteriormente na corrente sanguínea aos eritrócitos maduros (BRESNICK et al., 2018). 

 

Figura 1. Sequência de amplificação e maturação no desenvolvimento de eritrócitos maduros a 

partir do proeritroblasto. 

 

Fonte:  HOFFBRAND & MOSS, 2013. 

 

Fatores de crescimento, como a eritropoietina (Figura 2), controlam e estimulam a 
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produção dos eritrócitos. Esse hormônio, produzido principalmente no tecido renal, atua 

sobre as células precursoras na medula induzindo a sua maturação (PERREAULT & 

VENTERS, 2018). 

Figura 2. Produção de eritropoietina pelo rim. 

 

 

Fonte: HOFFBRAND & MOSS, 2013. 

 

Normalmente, o tempo de vida eritrocitária é de aproximadamente 120 dias. Depois 

desse período os eritrócitos passam a sofrer várias alterações morfológicas, causadas 

especialmente pela redução de sua atividade metabólica e pela oxidação da hemoglobina 

(GHAFFARI, 2008). 

 

3.1.1 A Hemoglobina 

A hemoglobina é a proteína mais conhecida e estudada em seus aspectos 

fisiológico, genético e bioquímico (NAOUM & NAOUM, 2004; OLIVEIRA & MORAES, 

2009). Sendo a principal proteína dos eritrócitos, corresponde a 95% do seu conteúdo 

citoplasmático (ÇIMEN, 2008), é especializada no transporte de oxigênio (O2) aos tecidos 

e no retorno de dióxido de carbono (CO2) dos tecidos para os pulmões e na regulação do 

equilíbrio ácido-base (ENGLISH & MCINTYRE, 2018). 

Em humanos, a hemoglobina normal no adulto (HbA) é uma proteína de estrutura 
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globular tetramérica formada por quatro cadeias polipeptídicas (globinas) cada uma delas 

associada a um grupo prostético heme (LEHNINGER & COX, 2006). A parte proteica é 

constituída por duas cadeias globinas do tipo alfa (α), com 141 aminoácidos em cada uma, 

e duas cadeias globinas beta (β), com 146 aminoácidos em cada. O pigmento heme é 

formado por um anel porfirínico que acomoda em seu centro um átomo de ferro no estado 

reduzido (Fe2+) ligado a quatro átomos de nitrogênio (Figura 3). O ferro presente nesse 

pigmento se combina com o oxigênio de forma reversível e confere à molécula a sua 

capacidade de transportar o gás (DICKERSON & GEIS, 1983; YUAN et al., 2015). A 

hemoglobina pode ser saturada com moléculas de oxigênio (oxihemoglobina), ou 

dessaturada (sem oxigênio). Como já foi citado, cada uma das quatro cadeias da 

hemoglobina possuem um grupo heme, podendo se ligar a moléculas tais como o oxigênio 

(O2), monóxido de carbono (CO) ou óxido nítrico (NO) (YUAN et al., 2015).  

 Para realizar sua função, as quatro cadeias de globina da HbA são dobradas de 

maneira globular formando uma molécula com dimensões aproximadas de 50 x 55 x 64 Å 

e com peso molecular de 68.000 Daltons (NAOUM, 1987). 

 

Figura 3. Estrutura da hemoglobina normal HbA. 

 

Fonte: YUAN et al., 2015; ROMANELLO, 2013. 

 

A síntese da hemoglobina ocorre nos sítios hematopoiéticos. Esses sítios variam de 

acordo com a fase de desenvolvimento humano (Figura 4). A hematopoese tem início por 

volta da terceira semana de gestação. Durante o período embrionário a hematopoese 

primitiva ocorre no saco vitelínico. Depois do primeiro mês de gestação, o fígado e baço 

passam a ser o principal local de hematopoese fetal. A medula óssea é o sitio mais 

importante a partir de 6 a 7 meses de vida fetal, e durante a infância e a vida adulta, é a 
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única fonte de células sanguíneas (DA CUNHA et al., 2012). 

Figura 4. Locais de hematopoese durante o desenvolvimento humano. 

 

Fonte: DA CUNHA et al., 2012. 

 

A síntese da hemoglobina requer a produção adequada de diferentes proteínas 

globinas em conjunto com a produção do grupo heme (não proteico). A produção do 

pigmento heme ocorre principalmente nas mitocôndrias através de uma série de reações 

bioquímicas que resultam na síntese da protoporfirina (Figura 5). Ao final do processo, a 

protoporfirina combina-se com o ferro no estado ferroso para a formação do grupo heme. 

Essas reações dependem de coenzimas importantes, como a vitamina B6, que é estimulada 

pela eritropoietina (GROTTO, 2010). 

Figura 5. Biossíntese do grupo heme. 

 
Fonte: GROTTO, 2010. 
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A síntese das cadeias globinas acontece nos ribossomos e é controlada por dois 

grupamentos cromossômicos: o α e o β (Figura 6). O grupamento α, que está localizado no 

cromossomo 16, é responsável pela produção da globina zeta embrionária (ζ) e consiste de 

dois genes alfa (α1 e α2). Por outro lado, o grupamento β está localizado no cromossomo 11 

e é composto pelo gene embrionário épsilon (ε), pelos genes gama-glicina (γG) e gama-

alanina (γA), pelos genes delta (δ) e beta (β) (TANG et al., 2008). Os genes δ e β são 

ativados depois do período fetal e são expressos após o nascimento (SCHECHTER, 2008). 

No período embrionário existem três hemoglobinas resultantes da expressão de 

genes embrionários de hemoglobina. A hemoglobina Gower-1 é composta por duas cadeias 

zeta e duas épsilon (ζ2 ε2). Após as semanas iniciais as cadeias α e β começam a ser 

produzidas e formam a hemoglobina Gower-2 (α2ε2) e Portland (ζ2γ2). Após a décima 

segunda semana gestacional do período embrionário essas hemoglobinas são substituídas 

pela hemoglobina fetal (HbF) (α2γ2) que predomina até a trigésima semana de gestação, 

quando ocorre o aumento da produção da cadeia β da globina formando a hemoglobina A  

(HbA, α2β2) (STAMATOYANNOPOULOS, 2005; STEINBERG, 2005). No nascimento a 

síntese de HbF representa cerca de 60% e a sua substituição pela HbA se completa até o 

sexto mês de vida. Em adultos normais a HbA constitui aproximadamente de cerca de 97% 

do conteúdo total de hemoglobinas e há resquícios de HbF correspondendo a menos de 1% 

do total de hemoglobina. Outra hemoglobina encontrada no adulto normal é a HbA2, 

formada por globinas α2δ2, que representa 1,5 a 3% (STAMATOYANNOPOULOS, 2005; 

STEINBERG, 2005; ZAGO, 2013). 

 
Figura 6. Produção dos diferentes tipos de hemoglobina durante o desenvolvimento humano. 

 
Fonte: DA CUNHA et al., 2012. 
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3.1.2 A Membrana Eritrocitária 

A membrana eritrocitária é uma das membranas mais conhecidas em termos de 

função e estrutura. Tem como principal função controlar a transferência de diversas 

moléculas que entram e saem da célula, funciona como uma barreira seletiva. Além disso, 

também confere ao eritrócito o seu formato de disco bicôncavo e sua deformabilidade. 

Essa membrana é formada basicamente por proteínas e lipídeos, que se encontram 

dispostos na superfície de eritrócito de forma bastante complexa (Figura 7). Consiste em 

uma bicamada lipídica, com proteínas e um citoesqueleto membranar (MURADOR & 

DEFFUNE, 2007). 

 

Figura 7.  Representação da membrana eritrocitária. (a) morfologia de eritrócito normal, (b) rede de 

espectrina por microscópio eletrônico e (c) membrana eritrocitária e proteínas.  

 

Fonte: PRINCE & SCHRIER, 2008; KIM et al. 2012. 

 

A bicamada lipídica representa cerca de 50% da massa total da membrana 

(MURADOR & DEFFUNE, 2007). É composta por aproximadamente 60% de 

fosfolipídios, 30% de colesterol e 10% de glicolipídios. Os fosfolipídios se encontram 

distribuídos na membrana de forma assimétrica, onde na face externa da membrana 

encontra-se principalmente fosfatidilcolina (PC) e esfingomielina (SM), enquanto na face 

interna da membrana fosfatidilserina (PS) e fosfatidiletanolamina (PE) são predominantes 

(YAWATA, 2003).  

 As proteínas que formam a membrana são classificadas em três grupos. O primeiro 

grupo é constituído por proteínas do citoesqueleto. As proteínas periféricas formam o 

citoesqueleto da membrana. A espectrina é a principal proteína periférica, é uma proteína 

longa, fina e flexível sendo responsável pelo formato do eritrócito e é uma das proteínas 

responsáveis pela deformabilidade da célula (BOAL, 2002). O segundo grupo é constituído 

por proteínas integrais (banda 3, glicoforinas), que atravessam e penetram a bicamada 
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lipídica e interagem com a porção hidrofóbica das moléculas lipídicas. A banda 3 é a 

principal proteína integral da membrana, e tem função importante na retirada de CO2 dos 

tecidos e na regulação do metabolismo da glicose. Além disso, essa proteína ajuda a 

manter a morfologia eritrocitária e a remover células senescentes (MURADOR & 

DEFFUNE, 2007). O terceiro grupo é constituído por proteínas de ancoragem, que tem 

como função a conexão entre as proteínas integrais e do citoesqueleto, tais como a 

anquirina e a proteína 4.2.  

 Defeitos na estrutura da membrana eritrocitária, como alteração na densidade das 

proteínas, podem resultar em alterações morfológicas celulares e desordens de 

deformabilidade (YAWATA, 2003). Mutações na banda 3, por exemplo, foram associadas 

a esferocitose e ao aumento da rigidez do eritrócito (JAROLIN, et al., 1998). A 

deformabilidade destas células é um parâmetro essencial para diagnosticar e entender a 

ação das doenças hematológicas que comprometem a principal função dessas células, o 

transporte de gases. 

 

3.2 PROPRIEDADES MECÂNICAS E ELÉTRICAS ERITROCITÁRIAS   

3.2.1 Deformabilidade Celular  

O sistema circulatório transporta oxigênio, gás carbônico, nutrientes, hormônios e 

as células sanguíneas através de vasos sanguíneos. O diâmetro desses vasos é variável, vai 

de vasos com grande calibre (alguns centímetros de diâmetro) a vasos de pequeno calibre 

(poucos micrômetros de diâmetro). Muitos capilares possuem calibres bem menores que o 

diâmetro dos eritrócitos, que para passar repetidamente por essa microcirculação precisam 

sofrer uma deformação significativa sem perder a sua integridade (MEYERS & CHEN, 

2014; YOON & YOU, 2015). Assim, a deformabilidade dos eritrócitos é um parâmetro 

fundamental para a homeostase e é um tema de considerado interesse científico 

(OLUMUYIWA-AKEREDOLU et al., 2017). 

A deformabilidade do eritrócito é estabelecida por características celulares, tais 

como: a razão área de superfície por volume e contorno da membrana (liso ou crenado), 

pela viscosidade citoplasmática (atribuída especialmente à concentração de hemoglobina) e 

pelas propriedades elásticas e viscosas dos constituintes da membrana (bicamada lipídica e 

citoesqueleto) (JOHNSON, 1989; PEARSON, 2001; YOON & YOU, 2015). Para tolerar 

grandes tensões, a membrana deve ser resistente o suficiente para prevenir fragmentação 
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da célula e ser flexível o bastante para fluir através dos capilares (EVANS & SKALAK, 

1979). 

A deformabilidade pode ser afetada de maneira significativa por alterações 

fisiológicas, tais como alterações na constituição da hemoglobina, defeitos de proteínas da 

membrana plasmática, modificações na composição lipídica celular, que podem ser 

decorrentes, por exemplo, de mutações genéticas. Esses fatores podem alterar as 

características eritrocitárias e gerar a perda ou diminuição da deformabilidade e 

funcionalidade eritrocitária e, consequentemente, levar a uma menor sobrevida na 

circulação (BARJAS-CASTRO et al., 2002; SURESH, 2006; SILVA et al., 2012). A 

redução da deformabilidade traz efeitos diretos sobre a microcirculação, como retardo do 

fluxo sanguíneo e eventos vasoclusivos em pacientes. Algumas doenças são conhecidas 

por alterar a deformabilidade das células vermelhas. A anemia falciforme, malária e 

diabetes mellitus, por exemplo, causam alterações bioquímicas na estrutura da membrana e 

na estrutura celular, diminuindo a deformabilidade do eritrócito (YOON & YOU, 2015; 

SILVA et al., 2017). 

 

3.2.2 Propriedades Viscoelásticas dos Eritrócitos 

Materiais flexíveis podem ser caracterizados por propriedades viscoelásticas, 

exibindo características de armazenamento de energia elástica e dissipação de energia 

viscosa. O eritrócito é um biomaterial flexível que exibe propriedades viscoelásticas únicas 

(HOCHMUTH & WAUGH, 1987; KIM et al., 2012). 

Dentre as propriedades de interesse, associadas à deformabilidade dos eritrócitos, 

merecem destaque: a viscosidade da membrana e citoplasma, e a constante 

elástica eritrocitária (elasticidade de cisalhamento, ou simplesmente “elasticidade”) 

(BRANDÃO et al., 2003; BRANDÃO et al., 2009). 

Aqui, a grandeza que denominamos como “elasticidade”, reflete a capacidade do 

eritrócito resistir à deformação. Quanto maior é o valor da constante elástica, mais difícil 

será deformar o eritrócito para uma dada força aplicada, assim como ocorre quando se trata 

da constante elástica das molas. Assim, a determinação de valores para a elasticidade é 

uma forma de se inferir sobre a deformabilidade eritrocitária.  

Enquanto a propriedade elástica eritrocitária caracteriza a resistência do eritrócito à 

deformação, a propriedade viscosa caracteriza a resistência da célula a uma taxa de 

deformação por unidade de tempo. As propriedades viscosas dos eritrócitos podem ser 
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estabelecidas pela viscosidade citoplasmática e/ou pela viscosidade da membrana 

(HOCHMUTH & WAUGH,1987; KIM et al., 2012). Hochmuth e colaboradores 

mostraram que as viscosidades do citoplasma e do plasma são desprezíveis comparadas 

com a viscosidade da membrana para efeitos rápidos, na escala de centenas de 

milissegundos. Durante o processo de recuperação, após grande deformação dos 

eritrócitos, a viscosidade da membrana domina a dissipação de energia (EVANS & 

HOCHMUTH, 1976). Esses autores mostraram que o tempo de retorno é dado por τ = 

ηmembrana/µ sendo ηmembrana a viscosidade da membrana e µ a elasticidade (HOCHMUTH et 

al., 1987; FONTES, 2004). 

 Muitos estudos sobre a deformabilidade dos eritrócitos vêm sendo realizados por 

diferentes métodos experimentais. Devido ao tamanho reduzido dos eritrócitos, as 

mensurações das forças de deformação são difíceis e trabalhosas. Existem alguns métodos 

para se avaliar a deformação da célula (BRANDÃO, 2003). Um dos métodos mais comuns 

é a aspiração por micropipeta (EVANS, 1973; HOCHMUTH et al., 1973; HOCHMUTH & 

WAUGH, 1987), que funciona por gradiente de pressão. Essa técnica avalia a elasticidade 

da membrana eritrocitária se baseando na porção da membrana celular que é aspirada, 

dessa forma não avalia a elasticidade como um todo da célula. Nessa técnica a viscosidade 

da membrana também pode ser obtida através da mensuração do tempo de recuperação 

para a forma original a partir da liberação da pressão negativa. No entanto, a pipeta exerce 

forças acentuadas sobre as células e muitas podem se romper, prejudicando a medição. 

Outras técnicas também são usadas para avaliar a deformação dessas células, tais como: 

ectacitometria (BESSIS et al., 1980; JOHNSON, 1989; KUYPERS et al., 1990) e 

reoscopia (GRONER et al., 1980; SUTERA et al., 1985; DOBBE et al., 2002).  

Em 2000, Zhu e colaboradores introduziram o conceito de propriedades aparentes. 

Nessa definição o autor propõe que as propriedades visco-elásticas mensuradas para as 

células são dependentes dos modelos e das técnicas aplicadas e não podem ser 

considerados valores intrínsecos e absolutos, até mesmo pelo fato de se ter que fazer várias 

simplificações para se caracterizar sistemas biológicos bastante complexos (ZHU et al., 

2000). Assim, o mais relevante é que as técnicas usadas para determinação dessas 

propriedades visco-elásticas sejam na verdade reprodutíveis e sensíveis o suficiente para 

que possam distinguir diferentes estados biológicos, a fim de serem aplicadas em 

avaliações comparativas. 
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3.2.3 Potencial Zeta da Membrana Eritrocitária 

 O ζ é uma grandeza característica de suspensões coloidais e está também presente 

em coloides biológicos, como os eritrócitos. Ocorre em decorrência do ácido siálico (ácido 

acetil neuramínico), presente em algumas glicoproteínas de membrana (principalmente na 

glicoforina A), que em contato com o meio aquoso polar torna-se negativamente carregada 

por apresentar em sua estrutura o grupo carboxil (EYLAR, MADOFF, BRODY et al., 

1962; HUNTER, 1981). 

Quando uma partícula carregada é colocada numa solução eletrolítica, a mesma 

afeta a distribuição de íons que a circunda, resultando no aumento da concentração de íons 

de carga oposta à da partícula nas proximidades de sua superfície (HUNTER, 1981). Essa 

camada de contra-íons circundando a partícula é composta por (Figura): uma região mais 

interna, chamada camada compacta ou camada de Stern (na qual os íons estão fortemente 

ligados à partícula) e uma mais externa chamada camada difusa (na qual os íons estão 

ligados fracamente à partícula). Se um campo elétrico for aplicado a esse sistema, a 

partícula será atraída para o eletrodo de polaridade oposta e quando se movimentar levará 

consigo os íons mais próximos e mais fortemente ligados a ela (NI & AMME, 2003). O 

potencial entre a partícula e esse plano de deslizamento e chamado de Potencial Zeta. 

 

Figura 8. Representação do Potencial Zeta. 

 

Fonte:  POLLACK & RECKEL, 1977. 

 

 

 Nos eritrócitos o ζ é uma propriedade importante na estabilização destas células em 

suspensões coloidais, prevenindo que eles se aglutinem não só com outras células, mas 

principalmente entre elas mesmas. Quanto maior for a camada iônica ao redor da célula, 

maior será o valor do ζ eritrocitário, tendo importante papel biológico em 

dificultar a agregação celular, aumentando a repulsão entre os eritrócitos (STRATTON, 

Adaptado de POLLACK & RECKEL, 1977. 
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RAWLINSON, GUNSON et al., 1973; LUNER, STURGEON, SZKLAREK et al, 1975). 

  A remoção de moléculas de ácido siálico, pelo tratamento dos eritrócitos com 

enzimas proteolíticas ou por outros fatores externos que podem atuar na superfície celular, 

reduz diretamente a carga elétrica da superfície eritrocitária o que provoca uma redução do 

ζ (STRATTON, RAWLINSON, GUNSON et al, 1973; LUNER, STURGEON, 

SZKLAREK et al, 1975). Estudos de Durocher e colaboradores evidenciaram que a perda 

de ácido siálico leva à alteração de carga elétrica de superfície de células maduras, 

podendo determinar o sequestro das mesmas pelo sistema reticulo-endotelial e diminuir 

sua sobrevida na circulação (DUROCHER, 1975). Outros autores revelaram que células 

endoteliais também possuem superfícies com carga negativa e que o fluxo sanguíneo na 

microvasculatura é favorecido pela repulsão elétrica entre os eritrócitos e a parede dos 

capilares, o que leva a crer que alterações na carga das membranas podem levar a uma 

maior interação entre os eritrócitos e as paredes dos capilares (DANON & SKUTELSKY, 

1976; BORN & PALINSKI, 1989).  

 No estudo realizado por Tokumasu e coautores (2009) com pacientes portadores da 

hemoglobina HbC, também foi realizada a análise do ζ e os eritrócitos de indivíduos HbC 

foram aproximadamente 2 mV menor quando comparados com eritrócitos de indivíduos 

HbA, indicando assim uma redução no conteúdo de ácido siálico e na carga elétrica de 

membrana nessas células (TOKUMASU et al., 2009). Outro trabalho em 2012 analisou o ζ 

em eritrócitos armazenados em bancos de sangue e foi observado uma diminuição de 42% 

nesse potencial (em consequência da remoção de ácido siálico) ao final do período de 

estocagem (SILVA et al., 2012). 

 

3.3 DEFEITOS GENÉTICOS DA HEMOGLOBINA (HEMOGLOBINOPATIAS)  

 As diversas mutações que alteram a expressão dos genes relacionados a 

hemoglobina normal resultam no grupo de doenças que são chamadas de 

hemoglobinopatias. Essas alterações são um grupo heterogêneo de doenças que afetam os 

genes encarregados pela síntese das cadeias globínicas e agrupam tanto doenças em que 

ocorre alteração quantitativa da síntese de determinada globina, como doenças para as 

quais ocorre síntese de alguma hemoglobina estruturalmente anormal. Esses distúrbios 

representam a forma mais comum de anemia hemolítica hereditária (BAIN, 2011; 

ROMANELLO, 2014). 

 As hemoglobinopatias estão incluídas entre as doenças genéticas que são 
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frequentemente encontradas na população humana. Os últimos dados encontrados da OMS 

(Organização Mundial de Saúde), em 2008, estimam que aproximadamente 7% da 

população mundial seja portadora de alguma hemoglobinopatia (OMS, 2008). A 

distribuição é bastante heterogênea. As hemoglobinopatias são mais comuns nos países 

tropicais, mas existem hoje em todo mundo. Essas doenças genéticas também são comuns 

em população de origem no continente africano, região mediterrânea, sudoeste asiático e 

oriente médio (HELMI et al., 2017). A alta prevalência das hemoglobinopatias, associada à 

gravidade das manifestações clínicas dos homozigotos, faz destas um sério problema de 

saúde pública (HELMI et al., 2017).  

Como já referido, as hemoglobinopatias são classificadas em dois grupos gerais: 

hemoglobinopatias estruturais (distúrbios qualitativos) e funcionais (distúrbios 

quantitativos). As hemoglobinopatias funcionais são aquelas em que ocorre ausência ou 

redução de alguma cadeia globínica. São exemplos: talassemias α e β. As estruturais são 

aquelas que possuem cadeia globínica variante, com alguma anormalidade estrutural, como 

a anemia falciforme (HbS) e hemoglobinas instáveis. A Tabela 1 exemplifica a 

classificação (TEIXEIRA, 2014). 

 
Tabela 1. Classificação das Hemoglobinopatias.  

 

 

Hemoglobinopatias 

Funcionais 

 

 

 

Síndromes 

Talassêmicas 

α talassemias 

- Hereditária (Formas delecionais e Formas não 

delecionais) 

- Adquirida (ATR e ATMDS) 

 

β talassemias 

- Classificação Clínica (β talassemia minor, β talassemia 

intermedia, β talassemia major) 

- Classificação Genética (β0 talassemia, β+ talassemia) 

 

 

 

Hemoglobinopatias 

Estruturais 

 

Síndrome 

Falciforme 

- Traço Falciforme, HbAS 

- Anemia Falciforme, HbSS 

- Com outras variantes (Doenças da HbSC, HbS/ β 

talassemia) 
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OBS: ATR significa síndrome de α talassemia associada a atraso mental, por mutação do gene ATR; 

ATMDS significa síndrome com mutação do gene ATR associada a síndrome mielodisplásica. 

Hemoglobinas instáveis adquirida são descritas após doença mieloproliferativa (policiteima vera). Adaptado 

de NAOUM & NAOUM, 2017. 

 

Existem aproximadamente 1200 variantes estruturais descritas, mas nem todas têm 

tradução clínica. A maioria dessas mutações são substituições ou deleções de aminoácidos 

na base do DNA da cadeia β (GIORDANO et al., 2014). No Brasil as variantes mais 

comuns e de maior importância clínica são as anemias associadas à HbS e HbC 

(hemoglobina C) (MELO-REIS et al., 2006) 

 

3.3.1 Talassemias 

As talassemias são hemoglobinopatias quantitativas e hereditárias decorrentes de 

mutações nos genes da globina que provocam uma redução ou ausência na síntese de uma 

ou mais cadeias das globinas que formam a hemoglobina. As alterações provocadas por 

essas mutações levam ao desequilíbrio na produção das globinas e, como consequências, 

ocorrem principalmente anemia hemolítica e eritropoese ineficaz (LIUSONG et. al. 2017).  

De acordo com a cadeia polipeptídica afetada, essa doença apresenta uma grande 

variedade de sintomas e manifestações laboratoriais. Esses fatores dependem da cadeia 

globínica afetada e do grau de desequilíbrio na produção dessas cadeias. As talassemias 

são classificadas de acordo com a cadeia polipeptídica afetada, sendo as mais frequentes as 

talassemias do tipo  e as do tipo . Também são descritas as talassemias do tipo delta, 

delta-beta e gama-delta-beta, porém são muito raros estes tipos de talassemia 

(MINISTÉRIO DA SAUDE, 2016).  

Nessa doença, as alterações levam ao acúmulo daquela cadeia cuja produção está 

preservada. As cadeias acumuladas precipitam e acabam por lesar a membrana dos 

eritrócitos, levando à destruição prematura dos eritrócitos. A β talassemia intermediária 

constitui um grupo no qual ocorre uma redução significativa da síntese das cadeias de 

globina β, levando consequentemente a uma menor produção de hemoglobina A. É uma 

Doença da 

Hemoglobina C 

- Traço, AC 

- Doença, CC 

 

Hemoglobinas 

Instáveis 

- Hereditária 

- Adquiridas 
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hemoglobinopatia sintomática, para a qual os pacientes por vezes necessitam de 

transfusões e de característica microcítica e hipocrômica (NAOUM, 2007). 

 

3.3.2 Talassemia β 

A talassemia , abrange três apresentações clínicas: talassemia  menor/traço 

talassêmico  (anemia leve), talassemia intermediária (de anemia leve a grave, podendo 

necessitar de transfusões de eritrócitos de forma esporádica ou crônica) e talassemia  

maior (anemia grave que necessita de transfusões de eritrócitos cada a 2 a 4 semanas desde 

os primeiros meses de vida) (MINISTÉRIO DA SAUDE, 2016). O diagnóstico da 

talassemia é realizado a partir de dados clínicos, laboratoriais e moleculares (BEZERRA, 

2009). O diagnóstico precoce é fundamental para que as pessoas sejam convenientemente 

cuidadas. 

3.3.3 Talassemia β Intermediária 

Diferentes interações genéticas resultam nas formas clínicas presentes nessa 

doença. Nesse caso as pessoas com essa herança apresentam um quadro clínico mais 

ameno que o da talassemia  maior. A Hb em torno de 7 g/dL é o nível geralmente 

utilizado como ponto de corte entre a  talassemia intermediária e a talassemia maior 

(MINISTÉRIO DA SAUDE, 2016). 

Portanto a definição de talassemia intermediária subentende um diagnóstico clínico 

que envolve um amplo espectro de fenótipos em dois extremos, em que se distingue desde 

formas leves até formas graves. Formas leves podem permanecer assintomáticas e bem 

toleradas até a idade adulta quando, geralmente, se apresentam com marcada 

hepatoesplenomegalia e sinais de hiperesplenismo (MEHRISHI & RISSO, 2016). A 

caracterização clínico-laboratorial da talassemia intermediária é frequentemente 

dificultada pela grande variabilidade da sintomatologia e dos dados hematológicos dos 

pacientes. 

As complicações clínicas da talassemia intermediária são decorrentes de três 

processos principais: eritropoese ineficaz, anemia crônica e sobrecarga de ferro. A 

gravidade clínica depende primariamente do defeito molecular no gene. A diminuição da 

síntese de cadeias leva a um desequilíbrio com as cadeias . Excessos de cadeias  

são extremamente instáveis e precipitam nos precursores eritroides da medula óssea, 

formando corpos de inclusão, que causam danos à membrana e morte celular, levando à 
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eritropoese ineficaz. Quanto menor for o desequilíbrio da síntese das globinas, menor será 

a taxa de globinas  livres que precipitam dentro do eritrócito e, consequentemente, menor 

será a taxa de eritropoese ineficaz, o grau de anemia e suas complicações clínicas 

(ASADOV et al., 2018). 

A eritropoese leva a uma tal expansão medular (hiperplasia), que ocupa a matriz 

óssea e provoca osteoporose e deformidades características do crânio e ossos faciais e 

fraturas patológicas em ossos longos. O stress eritropoético a que a medula é 

constantemente imposta pode determinar compressão por massas eritropoéticas em vários 

locais, prevalentemente intravertebrais, mas também no fígado ou intra-raqueanas 

(HAIDAR et al., 2010). O nível de eritropoese ineficaz é o determinante primário no 

desenvolvimento da anemia. A anemia crônica leva a um aumento da absorção 

gastrointestinal de ferro, resultando em sobrecarga de ferro, que pode ser a causa de várias 

complicações sérias, incluindo cardiopatia e anormalidades endócrinas, tais como diabetes 

mélito e hipogonadismo (TAHER et al., 2006). Pacientes que não recebem tratamento 

adequado podem apresentar complicações como descrito no esquema da Figura 9. 

 

Figura 9. Mecanismos fisiopatológicos e complicações clínicas na talassemia intermediária. 

 

Fonte: ASADOV et al., 2018. 
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O bom desempenho das funções dos eritrócitos na corrente sanguínea está 

fortemente ligado à sua capacidade de deformação e de impedir agregação, que por sua vez 

é mantida por essas propriedades de elasticidade celular, viscosidade e carga elétrica de sua 

membrana. O estudo dessas propriedades se torna importante pois a partir da 

caracterização desses aspectos pode-se observar o quanto os eritrócitos afetados por essa 

doença estão com suas propriedades alteradas e como isso pode influenciar na 

fisiopatologia e no tratamento da doença. 

3.4 PINÇA ÓPTICA  

De modo geral a PO é uma ferramenta que consiste em um feixe de laser 

infravermelho fortemente focalizado através da objetiva de grande abertura numérica de 

um microscópio (ASHKIN, 1970). Sob certas condições, a PO é capaz de capturar e 

movimentar a amostra, sendo uma ferramenta de micromanipulação bastante aplicada para 

sistemas biológicos e partículas com tamanho na escala de micrômetros e nanômetros. 

3.4.1 Princípio Básico  

O fenômeno do pinçamento óptico foi descoberto em 1969 nos laboratórios Bell, 

Estados Unidos, por Arthur Ashkin e colaboradores. Eles demonstraram o uso dessa 

ferramenta, denominada pinça óptica, baseada na transferência de momento de fótons para 

capturar partículas dielétricas (ASHKIN et al., 1986).    

  Com o desenvolvimento da teoria eletromagnética de Maxwell no século 

XIX, demonstrou-se que a luz é capaz de transferir momento para um meio ao incidir 

sobre este, exercendo assim uma força sobre este meio. Esta força depende da potência 

da luz incidente e da sua velocidade de propagação no meio de incidência. Podemos 

entender o princípio da PO considerando que a luz transporta momento através dos 

fótons, e por isso é capaz de exercer forças sobre um objeto ao transferir momento para 

este. Como o momento dos fótons tem uma magnitude muito pequena, a pinça óptica só 

exerce forças significativas em pequenos objetos, com tamanhos entre 50 nm e 50 m 

aproximadamente (SILVA et al., 2017).  

       Uma forma intuitiva de entender a PO é através da óptica geométrica. Pode-se 

imaginar o fóton como uma partícula que ao ter sua trajetória desviada obriga o objeto 

que a desviou a sofrer um recuo na direção de F, como mostra a Figura 10 (a). Os raios 

a e b da Figura 10 (b) se encontrariam no foco f se não houvesse a esfera. O desvio 
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desses raios produz os recuos na direção Fa e Fb, e a combinação dos dois leva ao recuo 

na direção 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 partículas no foco do laser. É como tivéssemos sempre uma 

mola (F é uma força restauradora, assim como a de uma mola) conectando o centro da 

partícula ao foco do laser e quando movemos o laser, a partícula acompanha seu 

movimento tridimensionalmente. É ainda importante que o índice de refração da 

partícula seja maior que o índice de refração do meio externo, pois do contrário a 

direção da força resultante F tenderia a afastar o centro da partícula do foco do laser, 

expulsando-a ao invés de aprisioná-la. O objeto também não pode ser refletor e não 

pode absorver a luz do laser, pois essas situações tendem a expulsar e não capturar a 

partícula (FONTES, 2004). 

Figura 10. Esquema simplificado do aprisionamento através da pinça óptica (considerando apenas 

dois raios de luz de um feixe de laser focalizado na aproximação de óptica geométrica, 

exemplificando as forças que atuam sobre a partícula para capturá-la). 

 

Fonte: SILVA et al, 2017. 

 
Figura 11. Absorção dos pigmentos de melanina e hemoglobina em função do comprimento de 

onda                                              

 

Fonte: SILVA, 2010. 
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 A PO vem sendo utilizada desde a década de 70 em aplicações tanto físicas quanto 

biológicas (ASHKIN, 1970; GRIER, 2003; SPARKES et al., 2017). Desde o seu 

desenvolvimento, muitas adaptações para aplicações biológicas foram realizadas, tais 

como a utilização de lasers no infravermelho próximo (785 a 1200 nm). A princípio, 

Ashkin utilizou um laser de argônio (λ = 514 nm). Porém, devido ao alto coeficiente de 

absorção da radiação no comprimento de onda visível pelos tecidos e pigmentos 

biológicos, esse causava danos aos sistemas vivos levando-os à morte (ASHKIN & 

DZIEDZIC, 1987). Passaram, então, a utilizar um laser infravermelho, com λ = 1064 nm. 

Esse fato caracterizou um avanço importante, pois a maioria das substâncias que compõem 

os seres vivos são transparentes ao infravermelho, sendo a absorção pequena, não causando 

danos as estruturas biológicas estudadas. A Figura 11 mostra o comportamento de 

absorção dos pigmentos de hemoglobina oxigenada (HbO2) e da melanina em função dos 

comprimentos de onda (SILVA, 2010). 

A PO tem sido basicamente utilizada em duas vertentes: manipulação direta de 

células, pequenas organelas e biomoléculas (DNA, RNA e proteínas) e quantificação de 

propriedades mecânicas (tais como: força, adesão, elasticidade e fluidez) desses sistemas 

biológicos (ZHANG et al., 2008; GREENBERG et al., 2015; BAZONI et al., 2015). No 

estudo da biologia eritrocitária a utilização da PO para mensuração de propriedades 

reológicas celulares como a elasticidade vem crescendo. 

 

3.4.2 Aplicações Hematológicas 

Como mencionado anteriormente, uma propriedade eritrocitária importante, 

associada à deformabilidade, que pode ser analisada através da pinça ótica é a 

elasticidade eritrocitária. Alguns estudos vêm sendo realizados e visam elucidar o 

comportamento reológico dos eritrócitos afetados por doenças humanas através da PO.  

Por exemplo, em 2003, Brandão e colaboradores utilizaram a PO para avaliar a 

elasticidade eritrocitária de 15 pacientes homozigotos de anemia falciforme (HbSS), 

sendo cinco destes usuários de hidroxiuréia (HU) por pelo menos 6 meses (HbSS/HU), 

10 indivíduos com traço falciforme (HbAS) e 35 controles normais. Esta mensuração 

foi avaliada através da deformação do eritrócito em função da velocidade, resultante do 

arraste das células contra o fluido plasmático. O estudo revelou que a capacidade de 

deformação eritrocitária dos indivíduos portadores da HbS (hemoglobina S) (HbSS e 

HbAS) foi menor quando comparada com a de indivíduos HbA. Entretanto, quando 
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indivíduos com HbSS fizeram uso de HU, a elasticidade eritrocitária se comportou de 

modo semelhante a de indivíduos saudáveis (BRANDÃO et al., 2003). 

Um estudo de Suresh e colaboradores avaliou as mudanças progressivas das 

propriedades mecânicas que ocorrem nos eritrócitos quando infectados pelo 

Plasmodium falciparum, causador da Malária. Os autores utilizaram as pinças ópticas 

para analisar a deformação dos eritrócitos em diferentes fases de desenvolvimento do 

parasita, imprimindo forças de alongamento distintas e constantes (por exemplo, 68 pN 

e 151 pN) para deformar os eritrócitos. Foi observado que a rigidez dos eritrócitos é 

aumentada em até dez vezes em estágios avançados do desenvolvimento do parasita 

(esquizonte) em comparação com eritrócitos saudáveis (SURESH et al., 2005). Mais 

aplicações da PO na biomecânica eritrocitária podem ser encontradas no capitulo ao 

final dessa dissertação (SILVA et al., 2017). 

Ademais, o desenvolvimento de técnicas experimentais baseadas em armadilhas 

ópticas (tais como as pinças ópticas) tem facilitado a deformação mecânica de células 

biológicas através de forças que variam de dezenas a centenas de piconewtons (pN). Com 

isso, a utilização de pinças ópticas apresenta algumas vantagens em relação aos métodos 

anteriormente propostos, tais como: (i) analisa a elasticidade do eritrócito como um todo; 

(ii) é reprodutível; (iii) possibilita análise individual da célula; (iv) exerce forças muito 

pequenas e por isso não danifica a célula e permite uma maior sensibilidade na detecção de 

pequenas alterações nas células (SILVA, 2014). 

Portanto, quando o objetivo é o estudo de propriedades biomecânicas eritrocitárias, a 

PO tem se mostrado uma ferramenta bastante sensível que nos permite fazer estudos 

comparativos entre eritrócitos normais e eritrócitos que foram alterados por algum 

fator, como doenças hematológicas, fatores físicos ou químicos.  

 

3.5  PONTOS QUÂNTICOS 

O ponto quântico (PQ) é uma outra ferramenta fotônica que merece destaque. Os 

PQs são nanocristais fluorescentes de semicondutores e constituem uma nova classe de 

marcadores fluorescentes. Desde o início da década de 90, os PQs vêm sendo aplicados 

como novos fluoróforos no diagnóstico e no entendimento de processos celulares em 

ciências da vida (CUNHA et al., 2018). 

Os PQs apresentam geralmente diâmetros entre 2 a 10 nm e podem ser feitos de vários 

tipos de materiais semicondutores. Geralmente são formados por dois elementos 
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químicos dos grupos IIB (grupo 12) e VIA (grupo 16) da tabela periódica, mas também 

podem ser compostos de mais de dois elementos e átomos de outras famílias químicas 

(PEREIRA et al., 2016). Para exemplificar, tem-se por exemplo os nanocristais de 

CdTe (Telureto de Cádmio) e CdSe (Seleneto de Cádmio).  

As vantagens que esses nanomateriais semicondutores apresentam quando 

comparados com corantes orgânicos são determinadas pelo tamanho das nanopartículas 

e não somente por sua composição química (MEDINTZ et al., 2005; MICHALET et 

al., 2005; PEREIRA et al., 2016). Como o PQ é um material semicondutor 

nanoestruturado, sua arquitetura é composta por uma banda de valência (BV), 

preenchida por elétrons, e uma banda de condução (BC), as quais são separadas por um 

band gap de energia (Eg). Quando o PQ absorve energia suficiente, um elétron da BV é 

promovido para a BC e ao retornar para BV é emitida a fluorescência característica 

desse nanocristal. Quando alguns materiais se encontram em escala nanométrica, eles 

exibem diferenciadas propriedades físico-químicas e isso ocorre também para os PQs.  

Por exemplo, há aumento do Eg com a diminuição do tamanho do nanocristal. Como 

quanto maior a energia, menor é o comprimento de onda associado, PQs menores 

emitem fluorescência mais para a região do azul (menores comprimentos de onda), 

enquanto as maiores fluorescem mais para a região do vermelho (maiores 

comprimentos de onda). Dessa forma, a emissão de luz por um PQ pode ser sintonizada 

de acordo com o tamanho da nanopartícula (Figura 12). 

 

Figura 12. Destacando a relação entre tamanho e fluorescência dos PQs. 

 

Fonte: Grupo de Nanobiotecnologia Biomédica – UFPE. 

 

Figura 13. Características dos PQ para detecção biológica. A: espectros de absorção (azul) e 

emissão (verde) de um corante orgânico. B: espectros de absorção (azul) e emissão (verde) de um 

PQ. Nas imagens uma comparação entre esses fluoróforos. C: detecção de 5 alvos diferentes nas 
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células por PQs excitados por um único comprimento de onda. D: comparação entre a 

fotodegradação de um corante orgânico (verde – Alexa flúor) e PQs (vermelho).  

 

Adaptada de MEDINTZ et. al. 2005. 

 

Os PQs vêm sendo empregados largamente como ferramenta alternativa ou 

complementar aos marcadores fluorescentes orgânicos comumente utilizados, 

especialmente como marcadores biológicos. Isso se deve ao fato dos PQs apresentarem 

propriedades físico-químicas que superam as características dos corantes 

convencionais. Entre essas vantagens estão: (i) largo espectro de absorção, fato que 

possibilita que vários tamanhos de PQs sejam excitados ao mesmo tempo usando 

somente um comprimento de onda (Figura 13 C); (ii) estreito espectro de emissão, que 

facilita marcações multicoloridas (Figura 13 A e B); (iii) alto rendimento quântico de 

fluorescência; (iv) alta fotoestabilidade (Figura 13 D) (MEDINTZ et. al. 2005) e (iv) 

superfície ativa para conjugação química e interação com o sistema biológico 

(PEREIRA et al., 2016). 

A principal forma de síntese de PQs é a abordagem bottom-up, também chamada 

de química coloidal para a qual se parte dos átomos para se formar uma estrutura maior 

que é a nanopartícula. Os métodos de síntese química de nanopartículas do tipo bottom-

up são baseados numa reação de precipitação controlada feita em água ou solventes 

orgânicos. A síntese dos PQs em água pode ser descrita de forma simples através das 

etapas a seguir. 

Na primeira etapa é feita uma solução aquosa com pH controlado, contendo um 

sal de um metal de transição e um agente estabilizante que tem o papel de controlar o 

crescimento do núcleo e também evitar a agregação das nanopartículas. Na segunda 
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etapa, em atmosfera inerte, acontece a redução de um calcogênio através da ação de um 

agente redutor. Na terceira etapa, o calcogênio reduzido é adicionado na solução da 

primeira etapa e a reação continua (em temperatura controlada) até que se tenha o 

tamanho desejado da nanopartícula (PEREIRA et al., 2016). 

Figura 14. Estrutura de um PQ fluorescente conjugado a uma biomolécula. 

 

Fonte:  CESAR, 2014. 

 

Em algumas sínteses, existe a necessidade de uma outra etapa para a passivação. 

Isso é necessário para se minimizar defeitos de superfície (átomos na superfície com 

ligações não compartilhadas) que diminuem a eficiência de luminescência dos 

nanocristais. O processo de passivação leva a formação de uma casca (também de um 

material semicondutor) ao redor do núcleo da partícula (Figura 14). A passivação é 

utilizada para refazer ligações não compartilhadas que possam existir na superfície do 

núcleo do nanocristal, as quais são capazes de reduzir a intensidade da fluorescência 

dessas nanopartículas (PEREIRA et al., 2016). Este processo diminui os defeitos (que 

comprometeriam a qualidade da emissão desses nanocristais) e otimiza a eficiência da 

fluorescência (PEREIRA et al., 2016). 

Figura 15. Estrutura de alguns agentes estabilizantes. A: AMA, B: AMP, C: AMS, D: CIS, E: 

CISTM. 

 

Ponto Quântico 
Bioconjugado 

Núcleo/Casca 
Ponto Quântico 

Ponto Quântico 

Núcleo 

Estabilizante 
Funcionalizante 

Biomolécula 



38 

 

Fonte: O autor 

 

 Na síntese é importante a presença do agente estabilizante (como o ácido 

mercaptossuccínico - AMS), que se liga à superfície das partículas, no intuito de 

prevenir aglomeração de nanopartículas e precipitação e, desligam-se para não inibir o 

crescimento, ou seja, é um comportamento dinâmico (on/off) em torno dos nanocristais 

(SILVA et al., 2010; MARTINS & TRINDADE, 2012). Os principais agentes 

estabilizantes utilizados em PQs coloidais apresentam o grupamento tiol (–SH) em sua 

estrutura, tais como: ácido mercaptoacético (AMA), ácido 3-mercaptopropiônico 

(AMP), ácido mercaptossuccínico (AMS), L-cisteína (CIS) e cisteamina (CISTM) 

(Figura 15). Componentes contendo esses grupamentos tióis são importantes 

estabilizantes de nanopartículas, pois o enxofre pode atuar como precursor na formação 

da camada de passivação.  

Além disso, os estabilizantes também conferem cargas aos PQs por 

apresentarem grupos polares, mantendo as partículas afastadas em suspensão e ainda  

fornecem um grau de funcionalidade às mesmas, atuando como ponte química para 

interação dos PQs com biomoléculas. Sendo assim, o tipo de interação dos PQs com as 

biomoléculas depende dos grupos funcionais que estão disponíveis na sua superfície 

(ácidos carboxílicos ou aminas), os quais são determinados pelo agente  

estabilizante/funcionalizante escolhido na síntese (ROGACH et al., 2007; FONTES et 

al., 2012). Os PQs estabilizados com moléculas que contém grupos amina são 

positivamente carregados, enquanto que quando estabilizados por compostos 

carboxilados levam a formação de nanopartículas aniônicas, em pH próximo ao 

fisiológico. 

PQs vêm sendo cada vez mais empregados como marcadores para a análise de 

propriedades biológicas (PEREIRA et al., 2016). Embora os PQs carboxilados venham 

sendo mais utilizados que PQs aminados, esses últimos também vêm sendo explorados. 

 PQs aminados como os estabilizados com cisteamina podem ser promissores para 

estudos de interações de cargas elétricas, devido a facilidade que esse grupo tem de 

interagir com as membranas e biomoléculas negativamente carregadas, uma vez que 

esses PQs são positivamente carregados. Por exemplo, em 2008, Chen e colaboradores 

utilizaram PQs de CdTe estabilizados com cisteamina para conjugação direta com DNA 

de fita simples através da atração eletrostática entre grupos amino positivos na 

superfície dos PQs e a carga negativa do DNA (CHEN, YANG e XU, 2008). Já em 
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2011, Huang e colaboradores utilizaram PQs catiônicos de CdSe/ZnS para visualizar o 

decrescimento gradual da carga elétrica de membrana de hemácias ao longo do seu 

envelhecimento através de microscopia de fluorescência (HUANG, HU, MEHRISHI et. 

al., 2011).  
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4 METODOLOGIA 

4.1 ANÁLISES DA ELASTICIDADE E VISCOSIDADE DA MEMBRANA 

ERITROCITÁRIA 

 

4.1.1 Amostras 

As amostras de sangue dos grupos estudados foram coletadas em dois tubos de 3,5 

mL a vácuo, um contendo anticoagulante EDTA e outro sem solução anticoagulante. Os 

eritrócitos, obtidos a partir do tubo de sangue com EDTA após centrifugação a 775 xg, 

foram diluídos no soro do mesmo paciente na proporção (0,5 µL/ 500 µL). Para as análises 

de elasticidade e viscosidade de membrana foram avaliados 8 pacientes e 8 controles, 

totalizando mais de 200 células mensuradas para cada condição. 

 

4.1.2 Sistema de Pinça Óptica 

O sistema de pinça óptica utilizado consistiu de um feixe de laser infravermelho ( 

= 1064 nm – IPG Photonics) focalizado no material de análise por uma objetiva de 100x, 

NA = 1,25 de um microscópio óptico (Axiolab, Carl Zeiss), como ilustrado na Figura 16. 

Ao sistema foram adaptadas uma câmera CCD (Samsung) para aquisição de imagens e 

uma platina motorizada (ProScan, Prior Scientific) para movimentação das células 

capturadas, ambas controladas por computador.  

 
Figura 16. Ilustração do sistema de pinça óptica. 

 

Fonte: SILVA et al., 2017. 
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4.1.3 Procedimento Experimental 

Para a avaliação da elasticidade/viscosidade da membrana eritrocitária, a pinça 

óptica e a videomicroscopia foram as ferramentas utilizadas. Os experimentos foram 

realizados em uma câmera de Neubauer (profundidade total de 100 µm) com o eritrócito 

localizado a uma profundidade Z1 (50 m) do fundo e Z2 (50 m) da lamínula (Figura 17 

a), ajustadas com o foco graduado do microscópio óptico. Na câmara de Neubauer, os 

eritrócitos foram aprisionados pelo laser e arrastados em 6 velocidades (V) constantes (de 

140 m/s a 315 m/s) contra o soro sanguíneo com viscosidade  (1,65 cP – SILVA et al., 

2012), utilizando uma plataforma computacional Labview (National Instruments) 

desenvolvida pelo nosso grupo de pesquisa que sincronizadamente captura as imagens e 

movimenta a platina motorizada (MOURA et al., 2015). 

 

Quando os eritrócitos foram arrastados no soro, eles sofreram deformações devido a 

forças hidrodinâmica e elástica (Figura 17 b). A elasticidade foi obtida avaliando-se a 

elongação máxima (L) sofrida pelo eritrócito após arraste pelas velocidades (V), assim 

como ilustra a Figura 16 b, utilizando-se a equação (SILVA et al., 2012): 

 

𝐿 = 𝐿0 +
η𝐿0

2

𝜇𝑍𝑒𝑞
𝑉                                                          Eq. 1 

 

que resulta do equilíbrio das forças hidrodinâmica e elástica que atuam no eritrócito, sendo 

µ a elasticidade eritrocitária, 1/Zeq = 1/Z1 + 1/Z2, L o comprimento do eritrócito em máxima 

deformação e L0 o comprimento celular na ausência de qualquer força. Como L é 

proporcional à velocidade V (Figura 17 c), obtendo-se o coeficiente angular e L0 através de 

ajuste linear, determinou-se a elasticidade µ. 
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Figura 17. Esquema geral do experimento. (a) Deformação. (b) Elongação do eritrócito em função 

da velocidade de arraste. (c) Exemplo de gráfico da elongação L em função da velocidade V. 

 
Fonte: SILVA et al., 2012. 

 

A viscosidade da membrana foi determinada utilizando-se o tempo de retorno (, 

tempo para o qual o eritrócito em máxima elongação, depois de arrastado por uma dada 

velocidade, leva para retornar a sua conformação original. Para a quantificação do 

tempo de retorno, analisou-se a sequência de imagens que começa então com a máxima 

deformação da célula e termina com a recuperação de sua morfologia inicial L0, assim 

como ilustra a Figura 18. 

 

Figura 18. Esquema da mensuração do tempo de retorno do eritrócito. 

 

Fonte: o autor. 

 

Repouso Em movimento 

Estágio Ligado 

Estágio Desligado 

Retorno ao Repouso 

Eritrócito na 
armadilha 
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O gráfico da Figura 19 exemplifica o comportamento exponencial da deformação em 

função do tempo que foi estudado para as velocidades 210, 245 e 280 μm/s. Para o 

ajuste dos pontos e determinação do tempo de retorno ( foi utilizada uma equação do 

tipo, para a qual m3 = : 

     

𝑚1 + 𝑚2. exp (−
𝑥

𝑚3
)                                             (Eq. 2) 

 

 

Figura 19. Deformação do eritrócito em função do tempo. 

 

Fonte: o autor. 

 

Uma vez que a elasticidade (μ) e o tempo de retorno ( foram mensurados 

utilizando-se a pinça óptica, a viscosidade da membrana (ηmembrana) dos eritrócitos foi 

obtida pela equação,  = ηmembrana/μ, estabelecida por Evans et al. 1976 e adaptada para 

a metodologia aqui desenvolvida.  

A elasticidade e a viscosidade da membrana foram determinadas com o auxílio 

de uma nova plataforma desenvolvida no LabView, com parte exemplificada na Figura 

20, em uma construção conjunta do nosso grupo de pesquisa, através de modificações 

da plataforma construída para a elasticidade, anteriormente reportada (MOURA et al., 

2015). Essa nova plataforma permitiu determinar essas propriedades reológicas 

(elasticidade e viscosidade de membrana) a partir de um único experimento. Através 

desse novo programa foram automatizadas as medições das elongações em função do 

tempo e da velocidade e os cálculos da elasticidade e tempo de retorno. No entanto, a 

avaliação do tempo de retorno foi ainda refinada através de análise no programa 

KaleidaGraph (Synergy) 

L
/L

0
 

tempo (ms) 
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Figura 20. Representação de parte do painel de controle da plataforma Labview utilizada para 

mensuração da elasticidade/viscosidade. 

 

                Fonte: Grupo de Pesquisa de Óptica Biomédica e Imagens – UFPE. 

 

Esse procedimento foi empregado tanto para indivíduos controle, como para os 

portadores da hemoglobinopatia. 

 

4.2 ANÁLISE DA CARGA ELÉTRICA DA MEMBRANA ERITROCITÁRIA COM 

PONTOS QUÂNTICOS 

4.2.1 Síntese e Caracterização dos Pontos Quânticos 

Utilizou-se PQs catiônicos de Telureto de Cádmio (CdTe) estabilizados com 

cisteamina sintetizado por metodologia estabelecida por nosso grupo (MATOS et al., 

2017) com pequenas modificações. A síntese foi realizada em duas etapas (Figura 21): 

primeiramente preparou-se uma solução contendo Perclorato de Cádmio (4,7 mmol – 

Sigma-Aldrich) diluída em água ultra-pura, juntamente com o agente estabilizante, a 

cisteamina (5,7 mmol – Sigma-Aldrich), em pH ≈ 5,8. Na segunda etapa, o Telúrio 

metálico (0,46 mmol) foi reduzido sob a ação do Boridreto de Sódio (2,5 mmol – Sigma-

Aldrich), em meio alcalino, com NaOH a 2 M e atmosfera inerte de nitrogênio. Após a 

redução total, o Te-2 foi adicionado à solução contendo o Cd+2. O crescimento dos PQs 

procedeu-se em atmosfera inerte, sob agitação, a 90 ºC, por 90 min. Os PQs foram 
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caracterizados por espectroscopia de absorção e emissão, utilizando os equipamentos 1800 

UV-Vis (Shimadzu) e o fluorímetro LS 55 (Perkin Elmer), respectivamente. 

Figura 21. Esquema da síntese dos PQs em meio aquoso. 

 

Fonte: CABRAL FILHO, 2016. 

 

A partir do primeiro máximo do espectro de absorção estimou-se o diâmetro médio 

dos PQs (d) através da equação (DAGTEPE et al., 2007):  

𝑑 =
(1,38435−0,00066  𝜆)

1−0,00121 𝜆
                                             Eq. 3 

sendo λ o comprimento de onda do primeiro máximo de absorção. Também estimou-se a 

concentração média dos PQs utilizando-se a lei de Beer-Lambert: 

𝐴 = 𝜀𝐶𝐿                                                         Eq. 4 

sendo A a absorbância no primeiro máximo de absorção da suspensão, ε é o coeficiente de 

extinção dos nanocristais (L/mol/cm) determinado por YU et al. 2003, C a concentração da 

amostra e L o comprimento do trajeto da luz na amostra (1 cm).  

 Pelo espectro de emissão, calculou-se a largura à meia altura (FWHM), a qual 

revela informações sobre os defeitos de superfície dos PQs. Além disso, obteve-se o 

comprimento de onda máximo de emissão dos PQs, o qual foi útil no ajuste dos parâmetros 

para análise na citometria de fluxo. 

 

4.2.2 Amostras 

As amostras de sangue dos grupos estudados foram coletadas em tubo de 3,5 mL a 

vácuo contendo anticoagulante EDTA. Para a análise da distribuição de carga, os 

eritrócitos foram diluídos em solução salina 0,9%, a fim de manter um hematócrito final de 

1%. Para tanto, primeiramente, 1000 μL de cada sangue total foram centrifugados a 775 

xg, por 5 min. Em seguida, 200 μL do precipitado de eritrócitos de cada amostra foram 

diluídos em 800 μL de solução salina isotônica (NaCl 0,9%), totalizando 1000 μL, os quais 
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foram centrifugados mais uma vez a 775 xg, por 2 min. Na terceira etapa, foi retirado o 

sobrenadante e, mais uma vez, o precipitado de eritrócitos foi diluído com 800 μL de salina 

e centrifugado novamente a 775 xg, por 2 min. Por fim, 10 μL do precipitado de eritrócitos 

de cada amostra foram diluídos em 990 μL de NaCl 0,9%, com um hematócrito final a 1%. 

Nesse estudo foram avaliados 7 pacientes Hbβ e 12 controles HbA. 

 

4.2.3 Procedimento Experimental 

Os eritrócitos foram incubados com os PQs positivos (concentração final de 1,5 μM) 

por 5 min, explorando-se a interação eletrostática entre grupos amino da superfície dos 

PQs com a membrana negativamente carregada das células. Após a incubação, o sistema 

foi centrifugado (775 xg) por 30 s e ressuspendido em 100 µL de salina a 0,9% antes da 

leitura. Como controle negativo foram utilizadas diluições dos eritrócitos a 1% sem 

incubação prévia com PQs para a avaliação da autofluorescência das células e delimitação 

da população de interesse na citometria de fluxo. 

As amostras foram analisadas utilizando-se o citômetro e software Accuri C6 

(Becton Dickinson). Para aquisição dos dados foi utilizado dot plot, correlacionando a 

fração FCS ("Forward Scatter Cell" – relativa ao tamanho) e a SSC ("Side Scatter Cell" – 

representa a complexidade celular ou granulosidade), em escala logarítmica, para 

delimitação da população, como indicado na Figura 22a pelo gate R1. Para análise da 

fluorescência, os eventos foram adquiridos em histograma e a população negativa que 

corresponde às células que não apresentaram marcação é localizada no M1 na Figura 22 b.  

A fluorescência dos PQs foi excitada em 488 nm e detectada pelo filtro FL1 (530 

nm/15 nm). Foram adquiridos 20.000 eventos. Foram analisadas tanto as porcentagens de 

marcação quanto as medianas de fluorescência. Quanto mais carregada negativamente 

estiver a superfície do eritrócito, mais PQs irão interagir com a membrana e maior será o 

sinal de fluorescência. Desse modo, através dessa análise pôde-se obter informações sobre 

a carga de membrana e o portanto o ζ eritrocitário. Essa metodologia foi empregada tanto 

para as amostras dos indivíduos controle como para dos portadores de Hbβ. 
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Figura 22. Citometria de fluxo. À esquerda a), o gráfico dot plot delimitando a população de 

interesse através do gate R1. À direita b), o perfil do histograma da população de células não 

marcadas, nesse caso controle negativo, indicada por M1. 

 
Fonte: O autor. 

 

4.3 ANÁLISES ESTATÍSTICAS E PRINCÍPIOS ÉTICOS 

As amostras de sangue foram coletadas na Fundação de pacientes/doadores 

previamente identificados como Hb e HbA. O projeto foi apoiado pelo comitê de ética em 

pesquisa da Fundação Hemope (Parecer nº. 1.719.437), em anexo. Para analisar-se as 

diferenças ou semelhanças estatísticas apresentadas entre os grupos, foi utilizado o teste 

estatístico não pareado de Wilcoxon, pois os dados não seguem distribuição normal 

segundo teste de D’ Agostino ou Shapiro-Wilk. Os grupos foram considerados 

significativamente diferentes para valores de p inferior a 0,05. Os dados de elasticidade e 

viscosidade da membrana foram também correlacionados pela análise de Pearson. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 MENSURAÇÃO DA ELASTICIDADE E VISCOSIDADE DA MEMBRANA 

ERITROCITÁRIA  

Os valores para as elasticidades dos grupos HbA e Hb estão apresentados na 

Figura 23. O valor da mediana da constante elástica eritrocitária dos controles foi de 

4,9 x10-4 dina/cm. Esse resultado está de acordo com estudos anteriores realizados pelo 

nosso grupo de pesquisa (MOURA et al., 2015). Como também observado na Figura 

23, os eritrócitos Hbβ apresentaram uma mediana da constante elástica de 6,1 x 10 -4 

dina/cm. As diferenças entre os grupos amostrais foram significativas (p=0,0001), 

indicando que as alterações reológicas decorrentes dessa hemoglobinopatia interferem 

na capacidade elástica dessas células. 

Considerando que quanto maior for o valor da “elasticidade μ” (constante 

elástica), mais a célula resiste à deformação, assim como se aplica para a constante de 

mola, observa-se que os eritrócitos dos portadores de β talassemia intermediária são 

mais rígidos que os HbA, sendo esta uma propriedade crítica para essas células na 

microcirculação, pois para transportar oxigênio dos pulmões para os tecidos, os 

eritrócitos precisam passar por vasos com diâmetros ainda menores que os seus. 

 

Figura 23. Box Plot dos valores da elasticidade dos eritrócitos de indivíduos HbA e Hbβ (p= 

0,0001). 

 

 

De acordo com os resultados, os eritrócitos Hbβ apresentaram-se 

aproximadamente 25% mais rígidos, em comparação ao controle. No entanto pode-se 

notar que há desde eritrócitos Hb cerca de 300% mais rígidos comparados à mediana 
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para HbA até 60 em relação aos menos elásticos encontrados para o controle. Esse 

resultado está próximo a valores encontrados na literatura. Um estudo anterior com 

eritrócitos β talassêmicos, realizado por aspiração com micropipeta, mostrou um 

módulo de constante elástica cerca de 30% maior em relação aos eritrócitos normais 

(ATHANASIOU et al., 1991). Em 2008, De Luca e co-autores também estudaram a 

deformabilidade de eritrócitos em talassêmicos e normais usando uma pinça óptica 

dupla para esticar diretamente as células e, avaliando a máxima elongação celular em 

função da potência do laser, determinaram a rigidez dos eritrócitos. Foi observado que 

a rigidez da membrana de eritrócitos aumentou cerca de 40% para os pacientes com 

talassemia, quando comparados aos normais (DE LUCA et al., 2008). Porém nesses 

trabalhos reportados na literatura não houve identificação do tipo de  talassemia 

estudada, podendo esta ser maior ou intermediária, por exemplo.  

 Já com relação à mensuração da ηmembrana, os valores encontrados para o tempo de 

retorno estão apresentados no gráfico da Figura 24. A mediana do tempo de retorno para 

HbA foi de 80 ms, valor da mesma ordem de grandeza dos reportados na literatura 

utilizando o método da micropipeta (HOCHMUTH & BUXBAUM, 1980; KIM et al., 

2012). Para pacientes Hbβ o valor médio do tempo de retorno foi de 110 ms. Dessa forma 

os eritrócitos Hbβ apresentaram tempo de retorno maior quando comparado aos HbA em 

cerca de 37%. Aqui as diferenças entre os grupos amostrais também foram significativas 

(p=0,0001). As análises iniciais que retornaram as exponenciais mais características, com 

ajuste mais confiável aos pontos e para as quais o programa desenvolvido no Labview 

conseguiu registrar melhor as etapas de retorno dos eritrócitos à conformação original, 

foram as efetuadas para a velocidade de 280 m/s, por isso essa foi a escolhida para as 

posteriores (e futuras) avaliações. 

Figura 24. Box Plot dos valores do tempo de retorno dos eritrócitos de indivíduos HbA e Hbβ (p= 

0,0001). 
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O gráfico da Figura 25 abaixo exemplifica resultados obtidos para um controle (87 ms) 

e para um paciente com Hbβ (123 ms). 

 

Figura 25. Deformação do eritrócito em função do tempo - HbA (A) e Hbβ (B). 

 

 

Uma vez que μ e  foram obtidos através do experimento, pode-se calcular o valor 

da ηmembrana. A mediana para ηmembrana dos controles foi de 3,8 x 10-5 poise*cm e para Hbβ 

de 5,0 x 10-5 poise*cm. Esses resultados indicam que os eritrócitos dos pacientes com β 

talassemia intermediária possuem a membrana mais viscosa (cerca de 32%) que o controle 

(p= 0,0004)  (Figura 26). Novamente pode-se notar que alguns eritrócitos Hb podem ter 

uma viscosidade de membrana cerca de 500% e 100% maior que a mediana e o maior 

valor encontrado para controle, respectivamente.  

 

Figura 26. Box Plot dos valores da viscosidade dos eritrócitos de indivíduos HbA e Hbβ (p= 

0,0004). 
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Um estudo anterior, realizado pelo mesmo grupo de Athanasiou (também sem 

identificar o grau da talassemia) por aspiração com micropipeta, mostrou que os eritrócitos 

β talassêmicos apresentaram viscosidade de membrana consideravelmente maior que HbA 

(ATHANASIOU et al., 1994), corroborando os resultados encontrados aqui através da PO. 

Em 2012 KIM et al. realizaram um estudo com FLTS (Fourier Transform Light 

Scattering) com outra hemoglobinopatia, a anemia falciforme, e também foram observadas 

alterações significativas tais como o aumento da viscosidade de membrana e diminuição da 

elasticidade dessas células quando comparadas com doadores saudáveis (KIM et al. 2012).  

Dos resultados pode-se observar que há uma distribuição nos valores das propriedades 

viscoelásticas estudadas, seja para indivíduos normais ou pacientes. Isso se deve tanto à 

variabilidade biológica, como ao fato de na circulação sanguínea existir eritrócitos de 

diferentes tempos de vida, os quais podem permanecer por aproximadamente 120 dias 

no organismo. Durante a medição pode se capturar tanto células mais senescentes, e 

consequentemente de uma forma geral menos deformáveis, como o inverso. Nos 

pacientes essa distribuição é ainda maior que no controle, pois os  talassêmicos 

possuem tanto eritrócitos próximos aos normais como afetados pela doença, em menor 

ou maior grau.  

Esses resultados mostram que as propriedades biomecânicas dos eritrócitos são 

muito afetadas pelo defeito genético na estrutura da hemoglobina associada à doença da 

talassemia. As funções celulares e sua viscoelasticidade estão fortemente relacionadas à 

estrutura do citoesqueleto e sua interação com a bicamada lipídica (HOCHMUTH & 

WAUGH,1987). Nos eritrócitos o citoesqueleto forma uma rede triangular 

bidimensional constituída por nós de actina, bordas de espectrina e outras proteínas.  

Em  talassemia intermediárias mais graves, a relação espectrina/banda 3 é 

baixa. Essa relação aponta para a deficiência de espectrina no citoesqueleto, a qual leva 

a sua desestabilização. Existem várias causas para essa falha, incluindo deficiência da 

síntese de espectrina nos precursores eritroides; espectrina com função anormal em 

formar o complexo ternário e função anormal das proteínas que ligam o citoesqueleto 

de espectrina à membrana (YUAN et al., 1995, (MEHRISHI & RISSO, 2016). 

Adicionalmente, na talassemia o desequilíbrio entre as cadeias α e β da hemoglobina, 

faz com que a cadeia que é produzida normalmente, se acumule e precipite na 

membrana eritrocitária e foi reportado que essa hemoglobina pode interagir de maneira 

efetiva com a espectrina. Estes desequilíbrios podem ser responsáveis pelas alterações 
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nas características viscoelásticas celulares encontradas na Hb, e também levar a 

hemólise e a graus variados de anemia (YUAN et al., 1995; DATTA et al, 2003). Além 

disso, em pacientes com  talassemia existe uma quantidade detectável da hemoglobina 

fetal expressa na corrente sanguínea. Essa variante também apresenta alteração e 

instabilidade no citoesqueleto da membrana (YUAN et al., 1995; WEATHERALL, 

2006). 

Por fim, observando-se os dados encontrados para as propriedades biomecânicas 

percebe-se também que apesar da mediana para os eritrócitos Hbβ se diferenciar da 

mediana dos indivíduos normais, a assinatura da doença está relacionada a células mais 

rígidas e com a membrana mais viscosa que estão sendo representadas nos extremos 

dos gráficos. Dessa forma a PO oferece a vantagem de quantificar não só a tendência 

central dos dados como também as propriedades reológicas das células de forma 

individualizada. Com uma técnica que fornecesse somente a tendência central para as 

propriedades reológicas (tais como a ectacitometria), poderia não ser possível detectar 

assinaturas da doença, já que os pacientes podem apresentar vários eritrócitos normais.  

  Também, a PO permitiu não só adquirir duas distintas propriedades 

biomecânicas de forma individualizada como também possibilitou correlacioná-las. A 

análise de Pearson indicou que a constante elástica (uma propriedade relacionada à rede 

de espectrina/citoesqueleto e à capacidade da célula resistir a uma deformação) e a 

viscosidade de membrana (a qual também pode ter contribuição adicional da bicamada 

lipídica e está relacionada a quão rápido a célula recupera sua forma original) (KIM et 

al., 2012) estão correlacionadas de maneira direta (r = 0,6), corroborando assim a 

existência de uma arquitetura de interações intracelulares no eritrócito.  

 

5.2 ANÁLISE DA CARGA ELÉTRICA DA MEMBRANA ERITROCITÁRIA COM 

PONTOS QUÂNTICOS 

5.2.1  Caracterização dos Pontos Quânticos 

A Figura 27 apresenta os espectros de absorção e emissão dos PQs utilizados nesse 

estudo. Os PQs apresentaram fluorescência na região espectral do verde, sendo a emissão 

máxima em 542 nm (FWHM = 38 nm). O diâmetro médio (d) e a concentração das 

nanopartículas foram estimados em d ≈ 2,7 nm e 40 μM. 
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Figura 27. Emissão (linha sólida) e absorção (linha tracejada). Emissão no verde em 542 nm. 

Excitação em 365 nm. 

 
 

5.2.2  Avaliação de Carga da Membrana Eritrocitária 

As amostras de sangue de eritrócitos HbA e Hb foram incubados com PQs de 

CdTe estabilizados com cisteamina para observação da interação eletrostática entre as 

células e as nanopartículas. Visando uma análise mais quantitativa, as amostras foram 

avaliadas por citometria de fluxo. A Figura 28 mostra um perfil típico de marcação das 

populações controle HbA (a) e β talassêmica intermediária (Hbβ). Na Figura 28 (a), o 

histograma característico da população HbA sugere uma marcação intensa e homogênea 

dos grupos aniônicos da membrana, enquanto que para Hbβ essa distribuição é 

heterogênea. 

 

Figura 28. Histogramas de fluorescência característicos após marcação com PQs, obtidos através 

de citometria de fluxo, de eritrócitos HbA (a) e Hbβ (b). 

 

 

A heterogeneidade populacional de eritrócitos de Hb reflete a hemólise severa 

sofrida por essas populações e a constante tentativa de compensação da anemia resultante 



54 

 

desse fator através da hiperplasia medular. Assim, uma população Hb é caracterizada por 

uma grande variação da morfologia (poiquilocitose) e tamanhos (anisocitose), além de um 

aumento da fração de eritrócitos imaturos (policramasia), com uma presença significante 

de reticulócitos e eritroblastos devido a uma hiperplasia medular muito proeminente 

(Figuras 29 e 30). Essas características serão mais severas ou mais brandas a depender do 

paciente (OLIVEIRA, 2013).  

Dessa forma, essa heterogeneidade populacional, determinada tanto pela presença 

dos diversos tipos celulares decorrentes da hiperplasia medular, bem como das alterações 

consequentes da hemoglobinopatia, possivelmente determina o conteúdo de resíduos de 

ácido siálico disponível nas superfícies celulares, resultando nas diferenças encontradas 

para eritrócitos Hbβ frente à população HbA.  

 

Figura 29. Esfregaço de sangue total βtalassemia. a) βtalassemia intermediária com forte 

poiquilocitose e anisocitose, b) reticulócitos. 

 
Fonte: HAFERLACH et. al., 2004. 

 

Figura 30. Esfregaço de sangue total β talassemia maior com poiquilocitose, eritroblasto, 

policromasia, corpúsculos de Howell-Jolly. 

 
Fonte: HAFERLACH et. al., 2004. 

 

A Figura 31 apresenta box plot da porcentagem de marcação das populações de 

eritrócitos controle e talassêmicos analisadas. A mediana da porcentagem de marcação foi 

ca. 98% e 78% para os eritrócitos HbA e Hbβ, respectivamente. Assim, os eritrócitos Hbβ 
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apresentaram uma diminuição na marcação de cerca de 20% quando se compara as 

medianas obtidas. O grupo Hb foi estatisticamente significativo comparado ao controle, p 

< 0,001.  

 
Figura 31. Box plot da porcentagem de marcação das populações de eritrócitos HbA e Hbβ quando 

incubados com os PQs, p < 0,001. 

 
 

Essa diferença entre eritrócitos HbA e Hbβ foi também evidente quando observou-

se as medianas da intensidade de fluorescência (MIF) das populações (Figura 30), tendo o 

controle (HbA) uma mediana de MIF ≈ 50000, enquanto as populações Hbβ tiveram uma 

mediana de MIF ≈ 20000. Assim, observou-se uma diferença da mediana de MIF cerca de 

aproximadamente 60% menor para a população Hbβ quando comparada ao controle. Nesse 

caso, o grupo Hb também foi estatisticamente significante (p < 0,001) frente ao controle. 

Analisando-se as Figuras 29 e 30 nota-se também que para a hemoglobinopatia há 

porcentagens de marcação e MIFs com valores bem menores que o controle, reforçando e 

acentuando as diferenças entre as populações HbA da Hb. 

 

Figura 32. Box plot da mediana da intensidade de fluorescência das populações de eritrócitos HbA 

e Hbβ quando incubados com os PQs, p < 0,001. 
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De forma geral esses resultados indicam que os eritrócitos Hbβ apresentam uma 

redução na carga elétrica membranar, a qual é conferida pelo conteúdo de ácido siálico. Os 

resultados para a porcentagem de marcação sugerem que há células Hbβ que possuem 

muito pouco ácido siálico e provavelmente as células que têm ácido siálico possuem 

menos do que os controles, pois também observou-se valores de MIF menores. Os resíduos 

de ácido siálico na membrana celular são componentes bastante importantes que 

desempenham um papel na determinação da estrutura celular, sobrevivência, propriedades 

eletroquímicas, funções como reconhecimento e localização. O conteúdo de ácido siálico 

contribui com uma carga elétrica membranar substancial (~60%), que é um dos principais 

fatores físico-químicos que regem uma grande variedade de interações celulares 

(MEHRISHI & RISSO, 2016). 

Nos eritrócitos  talassêmicos, o conteúdo de ácido siálico nas glicoforinas foi 

relatado como ca. 25% menor do que nos eritrócitos normais (KAHANE et al., 1980). Em 

um estudo mais recente o ácido siálico presente na membrana de pacientes com β 

talassemia maior foi também cerca de 25% menor quando comparado a membranas de 

eritrócitos de pessoas saudáveis (DESOUKY et al., 2009). Esses dados corroboram com as 

nossas mensurações de carga elétrica membranar encontrada para Hb através da 

fluorescência dos PQs, fortalecendo a metodologia desenvolvida. 

Em outro estudo Durocher e colaboradores evidenciaram que a perda de ácido 

siálico leva à alteração de carga de membrana em células senescentes, podendo determinar 

o sequestro prematuro das mesmas pelo sistema reticulo-endotelial e diminuir sua 

sobrevida na circulação (DUROCHER, 1975), assim como ocorre em hemoglobinopatias. 

Na talassemia β, o acúmulo das cadeias  livres, bem como a liberação do grupo heme e 

do ferro durante o processo hemolítico, ocasionam aumento de danos oxidativos nas 

membranas celulares, desnaturação de proteínas e oxidação da hemoglobina (ONDEI, 

2009). Esse fato pode estar relacionado com a alteração de carga da membrana observada 

para pacientes talassêmicos. Silva et al., (2012) sugeriu que a perda de ácido siálico da 

glicoforina A é um dos primeiros sinais de danos oxidativos em eritrócitos armazenados e 

que a sua interação com outra proteína do citoesqueleto, a banda 3, pode estar relacionada 

à perda de elasticidade encontrada também para essas células armazenadas (SILVA et al., 

2012). Além da distribuição de carga alterada, eritrócitos  talassêmicos apresentaram 

diminuição da deformabilidade. Todas essas mudanças são compatíveis com a 
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instabilidade do citoesqueleto e com os danos que são causados na membrana desses 

eritrócitos (HUANG et al., 2011).   

Assim de forma geral pode-se concluir que não só a viscoelasticidade, mas também 

a carga elétrica de membrana dos eritrócitos é uma propriedade importante e sensível que 

sofre alterações devido às mudanças que são provocadas nas células em consequência por 

exemplo da β talassemia intermediária. Vale ainda a pena ressaltar que a carga elétrica de 

membrana é a propriedade que induz o potencial zeta e que a metodologia utilizando PQs 

catiônicos pode e foi avaliada em um meio eletrolítico próximo ou igual ao biológico, o 

qual não é possível de ser realizado em equipamentos que avaliam o  por mobilidade 

eletroforética, tais como o Zeta sizer (Malvern).  
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6 CONCLUSÃO 

 

- As metodologias propostas para a mensuração da carga elétrica de membrana 

eritrocitária utilizando PQs catiônicos e as propriedades reológicas através da PO foram 

eficientes, sensíveis e capazes de propiciar comparações entre eritrócitos controle 

(HbA) com aqueles que sofreram modificações por problemas patológicos, tais como 

os Hbβ. 

 

- Os eritrócitos Hb apresentaram-se com a carga elétrica negativa de membrana 

diminuída, mais rígidos e com a membrana mais viscosa quando comparados ao 

controle HbA. 

 

- PQs catiônicos e a PO mostram-se ser ferramentas fotônicas versáteis para elucidação 

alterações elétricas e biomecânicas essenciais à compreensão das mudanças fisiológicas 

resultantes das hemoglobinopatias. Essas características são fundamentais na homeostase 

celular e são importantes também para o entendimento da fisiopatologia e até mesmo da 

ação de fármacos utilizados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



59 

 

7 PERSPECTIVAS  

 

Como próximos passos pretende-se utilizar essas metodologias para avaliar outra 

variante da talassemia, a S/beta talassemia (interação da talassemia com anemia 

falciforme) e também para analisar a ação de fármacos, como a hidroxiureia, na reologia e 

carga da membrana eritrocitária. Com isso espera-se ter um conjunto de resultados que 

ajudem a fornecer um melhor entendimento sobre os efeitos dessas hemoglobinas variantes 

no funcionamento celular. 
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