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RESUMO

Ferramentas fotdnicas, como a pinga optica (PO) e os pontos quanticos (PQs), vém
sendo cada vez mais utilizadas na area biomédica com o principal objetivo de extrair
informagdes essenciais ao funcionamento celular. A PO é uma ferramenta que utiliza um
laser no infravermelho préximo fortemente focalizado e, através da transferéncia de
momento dos fotons, é capaz de exercer uma forgca suficiente para capturar, manipular,
quantificar parametros fisicos e correlacionar propriedades fisicas/quimicas de sistemas
bioldgicos, sem qualquer contato mecénico. Por outro lado, os PQs sdo nanocristais
fluorescentes de semicondutores que apresentam excepcional resisténcia a fotodegradacédo
e superficie ativa para interacdo bioldgica. Nesse trabalho, a PO e os PQs foram explorados
para caracterizar as propriedades biomecanicas e as cargas elétricas de membrana de
eritrocitos. Para tanto inicialmente padronizou-se uma metodologia para determinar a
elasticidade e a viscosidade da membrana eritrocitaria a partir de um Unico experimento. A
elasticidade foi obtida através da analise da deformacdo sofrida por eritrécitos capturados e
arrastados pelo plasma sanguineo em funcdo da velocidade. Ja a viscosidade da membrana
foi determinada correlacionando-se a elongacao eritrocitaria com o tempo para o qual essas
células levam para retornar a sua conformacdo original, depois de terem sido arrastadas
pelo fluido. Adicionalmente, uma metodologia utilizando PQs cati6nicos também foi
avaliada para analisar a carga elétrica de membrana desses mesmos eritrocitos atraves de
citometria de fluxo. Para isso, PQs de CdTe com emissdo verde estabilizados com
cisteamina foram sintetizados e caracterizados opticamente. As propriedades biomecéanicas
e elétricas sdo parametros fundamentais para o desempenho e a sobrevivéncia dos
eritrocitos na microcirculagdo. Assim, nesse trabalho também foram estudadas células de 8
talassemia intermediaria (HbB). Os resultados indicaram que os eritrocitos Hbp sdo
significativamente menos elasticos, com a membrana mais viscosa e apresentam carga
elétrica membranar reduzida em relacdo aos normais. Ademais foram desenvolvidas
metodologias para a mensuracdo de propriedades reoldgicas/elétricas, utilizando a PO e os
PQs, eficientes, sensiveis e capazes de propiciar comparacGes entre eritrocitos normais
com aqueles que sofreram modificagdes por problemas patoldgicos, tais como os Hbp.
Quantificar propriedades biomecéanicas e elétricas eritrocitarias € essencial para entender as
alteracOes fisiologicas e contribuir para avangos terapéuticos para essas doencas.

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

membrana. Eritrécitos.



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 B thalassemia intermedia cells
(HbP). Results indicated that Hbf 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 Hbp. 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 INTRODUCAO

A incorporacdo de lasers na microscopia Gptica tem contribuido substancialmente
para as mais modernas pesquisas na area biomedica, com propositos de manipulagéo,
medic¢des, diagndstico, microanalise e reconstrucdo de imagens. Entre essas técnicas,
destaca-se a pinga optica (PO), uma ferramenta que utiliza luz para capturar e mover
particulas (ASHKIN, 1997). Por exercer forcas da ordem de piconewtons sobre as
particulas capturadas, sua principal aplicacdo é de interesse microscépico, especialmente
no estudo de células e biomoléculas, tais como DNA, RNA e proteinas, que podem ser
manipuladas individualmente sem danos térmicos através da transferéncia de momento de
fétons (FONTES et al., 2011). Devido a essas caracteristicas, a PO também pode ser
utilizada, por exemplo, para medir importantes propriedades mecanicas eritrocitarias, tais
como adesdo e elasticidade (BRANDAO et al., 2009; SILVA et al., 2012; CRICK et al.,
2014).

Uma importante fungdo da PO é extrair a correlagdo existente entre 0o mundo
mecanico e quimico dos diversos sistemas bioldgicos. A PO pode entdo ndo sé disparar um
evento quimico através de uma agdo mecanica como também quantificar o reflexo de uma
alteracdo quimica nas propriedades mecanicas. Isso exemplifica a importancia fundamental
dessa ferramenta e também justifica a sua ampla utilizacdo. Assim, quando o foco é o
estudo de propriedades biomecanicas dos eritrécitos, a PO pode entdo permitir a avaliacdo
de fatores intrinsecos ou extrinsecos, tais como os relacionados a doengas hematologicas,
sobre a reologia dos eritrocitos (SILVA et al., 2012; FONTES et al., 2011).

O bom desempenho das funcdes dos eritrocitos na corrente sanguinea esta
altamente associado a sua capacidade de deformacdo, que € determinada pelas
propriedades de elasticidade e viscosidade da sua membrana (FONTES, 2004). A
elasticidade, ou constante elastica eritrocitaria (), € uma grandeza que reflete a capacidade
do eritrocito de resistir a deformacédo. Quanto maior for o valor da constante elastica, mais
dificil sera deformar o eritrécito para uma dada forca aplicada, assim como ocorre quando
se trata de constante eldstica de molas. Ja a viscosidade da membrana (nmembrana)
caracteriza a resisténcia do eritrocito a uma taxa de deformacdo (KIM et al., 2012).
Portanto, a determinacdo de valores para a elasticidade e viscosidade de membrana
eritrocitarias € uma forma de se avaliar a sua deformabilidade. Essa propriedade € critica

para os eritrocitos na microcirculacdo, pois para transportar oxigénio dos pulmdes para 0s
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tecidos, essas células precisam passar por vasos com didmetros menores que 0S Seus.
Portanto, se ndo forem deformaveis, ndo conseguirdo desempenhar bem esse papel
(ENGLISH & MCINTYRE, 2018).

Outro parametro critico para os eritrocitos € o potencial Zeta (), um potencial
elétrico repulsivo resultante das cargas elétricas negativas associadas as glicoproteinas
(principalmente a glicoforina A) das membranas eritrocitarias. A carga negativa
membranar eritrocitaria, através desse potencial, atua prevenindo fisiologicamente a
interacdo entre os eritrocitos e entre estes e a parede vascular (STRATTON 1973;
FONTES et al., 2011; SILVA et al., 2012). E suposto que alteragdes celulares, tais como
as ocorridas em hemoglobinopatias, possam levar a perda de &cido sialico, principal
responsavel por conferir a carga negativa nas superficies celulares, resultando em
alteracbes no (. Esse agravante pode favorecer a aglutinagdo eritrocitaria na
microvasculatura e a oclusdo vascular em portadores dessas patologias.

No contexto do ¢, 05 pontos quénticos (PQs) podem ser uma ferramenta util para a
elucidacdo da carga elétrica de membrana. Os PQs sdo nanocristais fluorescentes de
semicondutores de tamanhos entre 2 a 10 nm e tém sido bastante utilizados em aplicacGes
bioldgicas por apresentarem propriedades fisico-quimicas Unicas, tais como: excepcional
resisténcia a fotodegradacgdo e superficie ativa para conjugacdo (FONTES et al., 2012). Os
PQs podem ser positivamente ou negativamente carregados dependendo do agente
estabilizante utilizado na sua sintese. Se esse agente possuir um terminal amina, tal como a
cisteamina, a carga desses nanocristais serd positiva em pH fisiologico. Assim, é possivel
se utilizar dos PQs catidnicos para analisar a carga elétrica de membrana em eritrocitos,
que é também um meio de se avaliar indiretamente o ( dessas células.

As talassemias sdo um dos distdrbios genéticos mais comuns e sdo consideradas
uma das doencas genéticas mais difundidas no mundo. A B talassemia intermediaria (Hbp)
¢ uma condicdo clinica de gravidade intermediaria entre a talassemia (3 menor, o
transportador assintomatico, e a talassemia 3 maior (dependente de transfusdo devido a
anemia grave). A B talassemia intermediaria tem um amplo espectro clinico, abrangendo
desde uma apresentacdo levemente assintomatica com anemia minima (niveis de
hemoglobina 7 — 10 g / dL) até uma condicdo com anemia acentuada que se torna
clinicamente aparente entre 2 — 6 anos de vida (ASADOQOV et al., 2018). A incidéncia anual

total de individuos sintomaticos é estimada em 1 a cada 100.000 em todo o mundo
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(SHAWKY & KAMAL, 2012). Apesar da alta incidéncia dessa doenca, a  talassemia
intermediaria ainda € pouco estudada.

Frente a essa anomalia eritrocitaria, é suposto que as alteracfes sofridas por estas
células possam induzir modificacGes da carga elétrica de suas membranas e da sua
deformabilidade. Logo, para o estudo de propriedades biomecanicas e cargas elétricas de
membrana dos eritrdcitos, a PO e os PQs podem ser ferramentas sensiveis para se realizar
estudos comparativos entre eritrocitos normais e os que foram alterados por algum fator,
como em doencas hematoldgicas. Assim, essa dissertacdo ndo so apresenta a padronizacdo
de uma metodologia para se obter a elasticidade e a viscosidade de membrana eritrocitaria
a partir de um Unico experimento através das POs, como tambeém a utilizacdo de PQs e
citometria de fluxo para se avaliar a carga elétrica de membrana em eritrocitos.

Adicionalmente, também sdo apresentados os resultados obtidos para essas analises
biomecéanicas/elétricas em eritrocitos HbB, comparando-os aos individuos saudaveis
(controle). Por fim, no apéndice também encontra-se um capitulo de revisdo produzido

durante essa dissertacdo que relata as principais aplicacGes da PO no estudo dos eritrocitos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Aplicar as pingas Opticas e os pontos quénticos como ferramentas fotnicas para
determinar propriedades biomecéanicas e elétricas de eritrécitos normais e de portadores de

B talassemia intermediaria.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

de eritrdcitos, de forma simultanea, utilizando pingas Opticas;

- Avaliar a elasticidade e viscosidade de membrana eritrocitaria de pacientes Hbf em

comparacdo a individuos saudaveis (HbA);

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

eritrocitaria utilizando pontos quanticos catidnicos;

- Avaliar a carga elétrica de membrana eritrocitaria para pacientes Hbp em comparacéo a

individuos controle (HbA);



16

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O ERITROCITO

Os eritrocitos sdo as células sanguineas mais abundantes. Também conhecidos
como células vermelhas ou hemécias, possuem o formato de disco biconcavo com
didmetro médio de aproximadamente 8 um. O seu citoplasma é rico em hemoglobina, que
¢ formada por quatro grupos heme e contém o ferro. Cada eritrocito possui
aproximadamente 640 milhGes de moléculas de hemoglobina. A principal fungdo dos
eritrocitos € realizar as trocas gasosas (BRESNICK et al., 2018).

A producéo das células vermelhas do sangue ao longo da vida é o resultado de um
processo complexo de diferenciacdo, a eritropoese, que gera mais de dois milhdes de
reticulocitos a cada segundo na corrente sanguinea (KADRI et al., 2015). Na medula
0ssea, esse processo (Figura 1) ocorre a partir de células progenitoras e evolui por meio de
células precursoras eritroides nucleadas (eritroblastos) até um estagio de reticuldcitos e

posteriormente na corrente sanguinea aos eritrocitos maduros (BRESNICK et al., 2018).

Figura 1. Sequéncia de amplificacdo e maturacdo no desenvolvimento de eritrocitos maduros a

partir do proeritroblasto.
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Fonte: HOFFBRAND & MOSS, 2013.

Fatores de crescimento, como a eritropoietina (Figura 2), controlam e estimulam a
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producdo dos eritrocitos. Esse horménio, produzido principalmente no tecido renal, atua
sobre as células precursoras na medula induzindo a sua maturacdo (PERREAULT &
VENTERS, 2018).

Figura 2. Producéo de eritropoietina pelo rim.
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Fonte: HOFFBRAND & MOSS, 2013.

Normalmente, o tempo de vida eritrocitaria é de aproximadamente 120 dias. Depois
desse periodo os eritrocitos passam a sofrer varias alteracdes morfoldgicas, causadas
especialmente pela reducdo de sua atividade metabdlica e pela oxidacdo da hemoglobina
(GHAFFARI, 2008).

3.1.1 A Hemoglobina

A hemoglobina é a proteina mais conhecida e estudada em seus aspectos
fisioldgico, genético e bioguimico (NAOUM & NAOUM, 2004; OLIVEIRA & MORAES,
2009). Sendo a principal proteina dos eritrdcitos, corresponde a 95% do seu contetido
citoplasmatico (CIMEN, 2008), ¢é especializada no transporte de oxigénio (O-) aos tecidos
e no retorno de didxido de carbono (CO3z) dos tecidos para os pulmdes e na regulacdo do
equilibrio acido-base (ENGLISH & MCINTYRE, 2018).

Em humanos, a hemoglobina normal no adulto (HbA) é uma proteina de estrutura


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perreault%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29389768
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perreault%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29389768
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Venters%20BJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29389768
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globular tetramérica formada por quatro cadeias polipeptidicas (globinas) cada uma delas
associada a um grupo prostético heme (LEHNINGER & COX, 2006). A parte proteica é
constituida por duas cadeias globinas do tipo alfa (o), com 141 aminoacidos em cada uma,
e duas cadeias globinas beta (), com 146 aminoacidos em cada. O pigmento heme ¢
formado por um anel porfirinico que acomoda em seu centro um atomo de ferro no estado
reduzido (Fe?") ligado a quatro 4tomos de nitrogénio (Figura 3). O ferro presente nesse
pigmento se combina com o oxigénio de forma reversivel e confere a molécula a sua
capacidade de transportar o gas (DICKERSON & GEIS, 1983; YUAN et al., 2015). A
hemoglobina pode ser saturada com moléculas de oxigénio (oxihemoglobina), ou
dessaturada (sem oxigénio). Como ja foi citado, cada uma das quatro cadeias da
hemoglobina possuem um grupo heme, podendo se ligar a moléculas tais como o oxigénio
(02), monoxido de carbono (CO) ou 6xido nitrico (NO) (YUAN et al., 2015).

Para realizar sua funcdo, as quatro cadeias de globina da HbA sdo dobradas de
maneira globular formando uma molécula com dimensdes aproximadas de 50 x 55 x 64 A
e com peso molecular de 68.000 Daltons (NAOUM, 1987).

Figura 3. Estrutura da hemoglobina normal HbA.
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Fonte: YUAN et al., 2015; ROMANELLO, 2013.

A sintese da hemoglobina ocorre nos sitios hematopoiéticos. Esses sitios variam de
acordo com a fase de desenvolvimento humano (Figura 4). A hematopoese tem inicio por
volta da terceira semana de gestacdo. Durante o periodo embrionario a hematopoese
primitiva ocorre no saco vitelinico. Depois do primeiro més de gestacdo, o figado e bago
passam a ser o principal local de hematopoese fetal. A medula dssea é o sitio mais

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

Figura 4. Locais de hematopoese durante o desenvolvimento humano.
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Fonte: DA CUNHA et al., 2012.

A sintese da hemoglobina requer a producdo adequada de diferentes proteinas

globinas em conjunto com a produgdo do grupo heme (ndo proteico). A producdo do

pigmento heme ocorre principalmente nas mitocondrias através de uma série de reacdes

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

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

Essas reacOes dependem de coenzimas importantes, como a vitamina Be, que € estimulada

pela eritropoietina (GROTTO, 2010).

Figura 5. Biossintese do grupo heme.
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A sintese das cadeias globinas acontece nos ribossomos e é controlada por dois
grupamentos cromossomicos: o o € o B (Figura 6). O grupamento o, que esta localizado no
cromossomo 16, ¢ responsavel pela produgdo da globina zeta embrionaria () e consiste de
dois genes alfa (a1 e a2). Por outro lado, o grupamento [ esta localizado no cromossomo 11
e é composto pelo gene embrionario épsilon (g), pelos genes gama-glicina (y®) e gama-
alanina (y*), pelos genes delta () e beta (B) (TANG et al., 2008). Os genes & e B sdo
ativados depois do periodo fetal e sdo expressos apds o nascimento (SCHECHTER, 2008).

No periodo embrionario existem trés hemoglobinas resultantes da expressdo de
genes embrionarios de hemoglobina. A hemoglobina Gower-1 é composta por duas cadeias
zeta e duas épsilon ({2 €2). Apds as semanas iniciais as cadeias o ¢  comegam a ser
produzidas e formam a hemoglobina Gower-2 (a2e2) e Portland ((2y2). ApOs a décima
segunda semana gestacional do periodo embrionario essas hemoglobinas sdo substituidas
pela hemoglobina fetal (HbF) (a2y2) que predomina até a trigésima semana de gestacéo,
quando ocorre o aumento da producdo da cadeia § da globina formando a hemoglobina A
(HbA, a2p2) (STAMATOYANNOPOULOQOS, 2005; STEINBERG, 2005). No nascimento a
sintese de HbF representa cerca de 60% e a sua substituicdo pela HbA se completa até o
sexto més de vida. Em adultos normais a HbA constitui aproximadamente de cerca de 97%
do conteudo total de hemoglobinas e ha resquicios de HbF correspondendo a menos de 1%
do total de hemoglobina. Outra hemoglobina encontrada no adulto normal é a HbA>,
formada por globinas 0232, que representa 1,5 a 3% (STAMATOYANNOPOULOS, 2005;
STEINBERG, 2005; ZAGO, 2013).

Figura 6. Producdo dos diferentes tipos de hemoglobina durante o desenvolvimento humano.
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3.1.2 A Membrana Eritrocitaria

A membrana eritrocitaria € uma das membranas mais conhecidas em termos de
funcdo e estrutura. Tem como principal funcdo controlar a transferéncia de diversas
moléculas que entram e saem da célula, funciona como uma barreira seletiva. Além disso,
também confere ao eritrocito o seu formato de disco biconcavo e sua deformabilidade.
Essa membrana é formada basicamente por proteinas e lipideos, que se encontram
dispostos na superficie de eritrécito de forma bastante complexa (Figura 7). Consiste em
uma bicamada lipidica, com proteinas e um citoesqueleto membranar (MURADOR &
DEFFUNE, 2007).

Figura 7. Representacdo da membrana eritrocitaria. (a) morfologia de eritrocito normal, (b) rede de
espectrina por microscopio eletrdnico e (c) membrana eritrocitaria e proteinas.
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Fonte: PRINCE & SCHRIER, 2008; KIM et al. 2012.

A bicamada lipidica representa cerca de 50% da massa total da membrana
(MURADOR & DEFFUNE, 2007). E composta por aproximadamente 60% de
fosfolipidios, 30% de colesterol e 10% de glicolipidios. Os fosfolipidios se encontram
distribuidos 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) sdo predominantes
(YAWATA, 2003).

As proteinas que formam a membrana sdo classificadas em trés grupos. O primeiro
grupo € constituido por proteinas do citoesqueleto. As proteinas periféricas formam o
citoesqueleto da membrana. A espectrina é a principal proteina periférica, € uma proteina
longa, fina e flexivel sendo responsavel pelo formato do eritrécito e é uma das proteinas
responsaveis pela deformabilidade da célula (BOAL, 2002). O segundo grupo é constituido

por proteinas integrais (banda 3, glicoforinas), que atravessam e penetram a bicamada
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lipidica e interagem com a porcdo hidrofébica das moléculas lipidicas. A banda 3 é a
principal proteina integral da membrana, e tem funcdo importante na retirada de CO2 dos
tecidos e na regulacdo do metabolismo da glicose. Além disso, essa proteina ajuda a
manter a morfologia eritrocitaria e a remover células senescentes (MURADOR &
DEFFUNE, 2007). O terceiro grupo € constituido por proteinas de ancoragem, que tem
como fungdo a conex@o entre as proteinas integrais e do citoesqueleto, tais como a
anquirina e a proteina 4.2.

Defeitos na estrutura da membrana eritrocitaria, como alteracdo na densidade das
proteinas, podem resultar em alteracbes morfoldgicas celulares e desordens de
deformabilidade (YAWATA, 2003). MutacGes na banda 3, por exemplo, foram associadas
a esferocitose e ao aumento da rigidez do eritrocito (JAROLIN, et al., 1998). A
deformabilidade destas células é um parametro essencial para diagnosticar e entender a
acdo das doencas hematoldgicas que comprometem a principal funcdo dessas células, o

transporte de gases.

3.2 PROPRIEDADES MECANICASE ELETRICAS ERITROCITARIAS

3.2.1 Deformabilidade Celular

O sistema circulatdrio transporta oxigénio, gas carbdnico, nutrientes, horménios e
as células sanguineas através de vasos sanguineos. O didmetro desses vasos € varidvel, vai
de vasos com grande calibre (alguns centimetros de diametro) a vasos de pequeno calibre
(poucos micrémetros de diametro). Muitos capilares possuem calibres bem menores que o
didmetro dos eritrocitos, que para passar repetidamente por essa microcirculacdo precisam
sofrer uma deformacao significativa sem perder a sua integridade (MEYERS & CHEN,
2014; YOON & YOQOU, 2015). Assim, a deformabilidade dos eritrocitos € um parametro
fundamental para a homeostase e é um tema de considerado interesse cientifico
(OLUMUYIWA-AKEREDOLU et al., 2017).

A deformabilidade do eritrocito é estabelecida por caracteristicas celulares, tais
como: a razdo area de superficie por volume e contorno da membrana (liso ou crenado),
pela viscosidade citoplasmatica (atribuida especialmente a concentracdo de hemoglobina) e
pelas propriedades elasticas e viscosas dos constituintes da membrana (bicamada lipidica e
citoesqueleto) (JOHNSON, 1989; PEARSON, 2001; YOON & YOQU, 2015). Para tolerar

grandes tensdes, a membrana deve ser resistente o suficiente para prevenir fragmentacéo



23

da célula e ser flexivel o bastante para fluir atraves dos capilares (EVANS & SKALAK,
1979).

A deformabilidade pode ser afetada de maneira significativa por alteracdes
fisioldgicas, tais como alteragdes na constituicdo da hemoglobina, defeitos de proteinas da
membrana plasmatica, modificacbes na composicdo lipidica celular, que podem ser
decorrentes, por exemplo, de mutagfes genéticas. Esses fatores podem alterar as
caracteristicas eritrocitarias e gerar a perda ou diminuicdo da deformabilidade e
funcionalidade eritrocitaria e, consequentemente, levar a uma menor sobrevida na
circulagdo (BARJAS-CASTRO et al., 2002; SURESH, 2006; SILVA et al., 2012). A
reducdo da deformabilidade traz efeitos diretos sobre a microcirculacdo, como retardo do
fluxo sanguineo e eventos vasoclusivos em pacientes. Algumas doencas sdo conhecidas
por alterar a deformabilidade das células vermelhas. A anemia falciforme, malaria e
diabetes mellitus, por exemplo, causam altera¢cfes bioquimicas na estrutura da membrana e
na estrutura celular, diminuindo a deformabilidade do eritrécito (YOON & YOU, 2015;
SILVA et al., 2017).

3.2.2 Propriedades Viscoelasticas dos Eritrdcitos

Materiais flexiveis podem ser caracterizados por propriedades viscoelasticas,
exibindo caracteristicas de armazenamento de energia elastica e dissipagdo de energia
viscosa. O eritrécito € um biomaterial flexivel que exibe propriedades viscoelasticas Unicas
(HOCHMUTH & WAUGH, 1987; KIM et al., 2012).

Dentre as propriedades de interesse, associadas a deformabilidade dos eritrocitos,
merecem destaque: a viscosidade da membrana e citoplasma, e a constante
elastica eritrocitaria (elasticidade de cisalhamento, ou simplesmente “elasticidade™)
(BRANDAO et al., 2003; BRANDAO et al., 2009).

Aqui, a grandeza que denominamos como “elasticidade”, reflete a capacidade do
eritrocito resistir a deformagdo. Quanto maior é o valor da constante eléstica, mais dificil
sera deformar o eritrdcito para uma dada forca aplicada, assim como ocorre quando se trata
da constante elastica das molas. Assim, a determinacdo de valores para a elasticidade é
uma forma de se inferir sobre a deformabilidade eritrocitaria.

Enquanto a propriedade elastica eritrocitaria caracteriza a resisténcia do eritrocito a
deformacéo, a propriedade viscosa caracteriza a resisténcia da célula a uma taxa de
deformacdo por unidade de tempo. As propriedades viscosas dos eritrocitos podem ser
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estabelecidas pela viscosidade citoplasmatica 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 sdo despreziveis comparadas
com a viscosidade da membrana para efeitos rapidos, na escala de centenas de
milissegundos. Durante o processo de recuperacdo, apds grande deformacdo dos
eritrocitos, a viscosidade da membrana domina a dissipacdo de energia (EVANS &
HOCHMUTH, 1976). Esses autores mostraram que o tempo de retorno ¢ dado por t =
Nmembrana/[4 S€NAO Nmembrana @ Viscosidade da membrana e U a elasticidade (HOCHMUTH et
al., 1987; FONTES, 2004).

Muitos estudos sobre a deformabilidade dos eritrécitos vém sendo realizados por
diferentes métodos experimentais. Devido ao tamanho reduzido dos eritrécitos, as
mensuracOes das forcas de deformacéo séo dificeis e trabalhosas. Existem alguns métodos
para se avaliar a deformacdo da célula (BRANDAO, 2003). Um dos métodos mais comuns
é a aspiracdo por micropipeta (EVANS, 1973; HOCHMUTH et al., 1973; HOCHMUTH &
WAUGH, 1987), que funciona por gradiente de pressdo. Essa técnica avalia a elasticidade
da membrana eritrocitaria se baseando na porcdo da membrana celular que é aspirada,
dessa forma ndo avalia a elasticidade como um todo da célula. Nessa técnica a viscosidade
da membrana também pode ser obtida através da mensuracdo do tempo de recuperacao
para a forma original a partir da liberagcdo da presséo negativa. No entanto, a pipeta exerce
forcas acentuadas sobre as células e muitas podem se romper, prejudicando a medicéo.
Outras técnicas tambem sdo usadas para avaliar a deformacgédo 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 definicdo o autor propde que as propriedades visco-elasticas mensuradas para as
células sdo dependentes dos modelos e das técnicas aplicadas e ndo podem ser
considerados valores intrinsecos e absolutos, até mesmo pelo fato de se ter que fazer varias
simplificacbes para se caracterizar sistemas biologicos bastante complexos (ZHU et al.,
2000). Assim, o mais relevante é que as técnicas usadas para determinacdo dessas
propriedades visco-elasticas sejam na verdade reprodutiveis e sensiveis o suficiente para
que possam distinguir diferentes estados bioldgicos, a fim de serem aplicadas em

avaliagcGes comparativas.
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3.2.3 Potencial Zeta da Membrana Eritrocitaria

O ( é uma grandeza caracteristica de suspensdes coloidais e estd também presente
em coloides bioldgicos, como os eritrocitos. Ocorre em decorréncia do acido sialico (acido
acetil neuraminico), presente em algumas glicoproteinas de membrana (principalmente na
glicoforina A), que em contato com 0 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 particula carregada é colocada numa solucdo eletrolitica, a mesma
afeta a distribuicdo de ions que a circunda, resultando no aumento da concentracao de ions
de carga oposta a da particula nas proximidades de sua superficie (HUNTER, 1981). Essa
camada de contra-ions circundando a particula é composta por (Figura 8): uma regido mais
interna, chamada camada compacta ou camada de Stern (na qual os ions estdo fortemente
ligados a particula) e uma mais externa chamada camada difusa (na qual os ions estdo
ligados fracamente a particula). Se um campo elétrico for aplicado a esse sistema, a
particula sera atraida para o eletrodo de polaridade oposta e quando se movimentar levara
consigo os ions mais préoximos e mais fortemente ligados a ela (NI & AMME, 2003). O

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

Figura 8. Representacdo do Potencial Zeta.
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Fonte: POLLACK & RECKEL, 1977.

Nos eritrocitos o { € uma propriedade importante na estabilizacdo destas células em
suspensdes coloidais, prevenindo que eles se aglutinem ndo s6 com outras células, mas
principalmente entre elas mesmas. Quanto maior for a camada i6nica ao redor da célula,
maior serd& o valor do ( eritrocitario, tendo importante papel biolégico em

dificultar a agregacdo celular, aumentando a repulsdo entre os eritrécitos (STRATTON,



26

RAWLINSON, GUNSON et al., 1973; LUNER, STURGEON, SZKLAREK et al., 1975).

A remoc¢do de moléculas de acido sialico, pelo tratamento dos eritrocitos com
enzimas proteoliticas ou por outros fatores externos que podem atuar na superficie celular,
reduz diretamente a carga elétrica da superficie eritrocitaria o que provoca uma reducao do
{ (STRATTON, RAWLINSON, GUNSON et al, 1973; LUNER, STURGEON,
SZKLAREK et al., 1975). Estudos de Durocher e colaboradores evidenciaram que a perda
de acido sialico leva a alteracdo de carga elétrica de superficie de células maduras,
podendo determinar o sequestro das mesmas pelo sistema reticulo-endotelial e diminuir
sua sobrevida na circulagdo (DUROCHER, 1975). Outros autores revelaram que células
endoteliais também possuem superficies com carga negativa e que o fluxo sanguineo na
microvasculatura é favorecido pela repulsdo elétrica entre os eritrocitos e a parede dos
capilares, o que leva a crer que alteracbes na carga das membranas podem levar a uma
maior interacdo entre os eritrocitos 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 andlise do ¢ e os eritrocitos de individuos HbC
foram aproximadamente 2 mV menor quando comparados com eritrocitos de individuos
HbA, indicando assim uma reducdo no conteddo de acido sialico e na carga elétrica de
membrana nessas células (TOKUMASU et al., 2009). Outro trabalho em 2012 analisou o ¢
em eritrocitos armazenados em bancos de sangue e foi observado uma diminuicdo de 42%
nesse potencial (em consequéncia da remocdo de &cido sialico) ao final do periodo de
estocagem (SILVA et al., 2012).

3.3 DEFEITOS GENETICOS DA HEMOGLOBINA (HEMOGLOBINOPATIAS)

As diversas mutagdes que alteram a expressdo dos genes relacionados a
hemoglobina normal resultam no grupo de doengcas que sdo chamadas de
hemoglobinopatias. Essas alteracBes sdo um grupo heterogéneo de doencas que afetam os
genes encarregados pela sintese das cadeias globinicas e agrupam tanto doencas em que
ocorre alteracdo quantitativa da sintese de determinada globina, como doengas para as
quais ocorre sintese de alguma hemoglobina estruturalmente anormal. Esses distlrbios
representam a forma mais comum de anemia hemolitica hereditaria (BAIN, 2011,
ROMANELLO, 2014).

As hemoglobinopatias estdo incluidas entre as doencas genéticas que s&o
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frequentemente encontradas na popula¢do humana. Os ultimos dados encontrados da OMS
(Organizacdo Mundial de Saude), em 2008, estimam que aproximadamente 7% da
populacdo mundial seja portadora de alguma hemoglobinopatia (OMS, 2008). A
distribuicdo é bastante heterogénea. As hemoglobinopatias sdo mais comuns nos paises
tropicais, mas existem hoje em todo mundo. Essas doencas genéticas também sdo comuns
em populacdo de origem no continente africano, regido mediterranea, sudoeste asiatico e
oriente médio (HELMI et al., 2017). A alta prevaléncia das hemoglobinopatias, associada a
gravidade das manifestacdes clinicas dos homozigotos, faz destas um sério problema de
salde publica (HELMI et al., 2017).

Como ja referido, as hemoglobinopatias sdo classificadas em dois grupos gerais:
hemoglobinopatias estruturais (disturbios qualitativos) e funcionais (disturbios
quantitativos). As hemoglobinopatias funcionais sdo aquelas em que ocorre auséncia ou
reducdo de alguma cadeia globinica. Sdo exemplos: talassemias o ¢ B. As estruturais sdo
aquelas que possuem cadeia globinica variante, com alguma anormalidade estrutural, como
a anemia falciforme (HbS) e hemoglobinas instaveis. A Tabela 1 exemplifica a
classificacdo (TEIXEIRA, 2014).

Tabela 1. Classificagdo das Hemoglobinopatias.

a talassemias

- Hereditéria (Formas delecionais e Formas néo
Hemoglobinopatias delecionais)

Funcionais Sindromes - Adquirida (ATR e ATMDS)
Talassémicas

P talassemias

- Classificagao Clinica (P talassemia minor,  talassemia
intermedia, P talassemia major)

- Classifica¢do Genética (B° talassemia, B+ talassemia)

- Traco Falciforme, HbAS
Sindrome - Anemia Falciforme, HbSS
Hemoglobinopatias Falciforme - Com outras variantes (Doengas da HbSC, HbS/ 8

Estruturais talassemia)
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Doenca da - Trago, AC
Hemoglobina C - Doenga, CC
Hemoglobinas - Hereditéria
Instaveis - Adquiridas

OBS: ATR significa sindrome de o talassemia associada a atraso mental, por mutacdo do gene ATR;
ATMDS significa sindrome com mutacdo do gene ATR associada a sindrome mielodisplasica.
Hemoglobinas instaveis adquirida sdo descritas apos doenca mieloproliferativa (policiteima vera). Adaptado
de NAOUM & NAOUM, 2017.

Existem aproximadamente 1200 variantes estruturais descritas, mas nem todas tém
traducdo clinica. A maioria dessas mutacdes sdo substituicbes ou delegdes de aminoacidos
na base do DNA da cadeia B (GIORDANO et al., 2014). No Brasil as variantes mais
comuns e de maior importancia clinica sdo as anemias associadas a HbS e HbC
(hemoglobina C) (MELO-REIS et al., 2006)

3.3.1 Talassemias

As talassemias sdo hemoglobinopatias quantitativas e hereditarias decorrentes de
mutacgdes nos genes da globina que provocam uma reducao ou auséncia na sintese de uma
ou mais cadeias das globinas que formam a hemoglobina. As alteragdes provocadas por
essas mutacBes levam ao desequilibrio na producdo das globinas e, como consequéncias,
ocorrem principalmente anemia hemolitica e eritropoese ineficaz (LIUSONG et. al. 2017).

De acordo com a cadeia polipeptidica afetada, essa doenca apresenta uma grande
variedade de sintomas e manifestacfes laboratoriais. Esses fatores dependem da cadeia
globinica afetada e do grau de desequilibrio na producdo dessas cadeias. As talassemias
sdo classificadas de acordo com a cadeia polipeptidica afetada, sendo as mais frequentes as
talassemias do tipo o e as do tipo . Também sdo descritas as talassemias do tipo delta,
delta-beta e gama-delta-beta, porém sdo muito raros estes tipos de talassemia
(MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

Nessa doenga, as alteracdes levam ao acumulo daquela cadeia cuja producao esta
preservada. As cadeias acumuladas precipitam e acabam por lesar a membrana dos
eritrocitos, levando a destruigdo prematura dos eritrocitos. A B talassemia intermediaria
constitui um grupo no qual ocorre uma reducdo significativa da sintese das cadeias de

globina B, levando consequentemente a uma menor produgio de hemoglobina A. E uma
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hemoglobinopatia sintomatica, para a qual os pacientes por vezes necessitam de

transfusGes e de caracteristica microcitica e hipocrémica (NAOUM, 2007).

3.3.2 Talassemia 8

A talassemia [, abrange trés apresentacfes clinicas: talassemia B menor/trago
talassémico B (anemia leve), B talassemia intermediaria (de anemia leve a grave, podendo
necessitar de transfusdes de eritrocitos de forma esporadica ou cronica) e talassemia
maior (anemia grave que necessita de transfusdes de eritrocitos cada a 2 a 4 semanas desde
os primeiros meses de vida) (MINISTERIO DA SAUDE, 2016). O diagndstico da
talassemia é realizado a partir de dados clinicos, laboratoriais e moleculares (BEZERRA,
2009). O diagnostico precoce é fundamental para que as pessoas sejam convenientemente

cuidadas.

3.3.3 Talassemia B Intermediaria

Diferentes interagcBes genéticas resultam nas formas clinicas presentes nessa
doenca. Nesse caso as pessoas com essa heranca apresentam um quadro clinico mais
ameno que o da talassemia [ maior. A Hb em torno de 7 g/dL é o nivel geralmente
utilizado como ponto de corte entre a  talassemia intermediaria e a talassemia 3 maior
(MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

Portanto a definicao de talassemia intermediaria subentende um diagndstico clinico
que envolve um amplo espectro de fen6tipos em dois extremos, em que se distingue desde
formas leves até formas graves. Formas leves podem permanecer assintomaticas e bem
toleradas até a idade adulta quando, geralmente, se apresentam com marcada
hepatoesplenomegalia e sinais de hiperesplenismo (MEHRISHI & RISSO, 2016). A
caracterizagdo clinico-laboratorial da f talassemia intermediaria é frequentemente
dificultada pela grande variabilidade da sintomatologia e dos dados hematologicos dos
pacientes.

As complicacbes clinicas da P talassemia intermedidria sdo decorrentes de trés
processos principais: eritropoese ineficaz, anemia crbnica e sobrecarga de ferro. A
gravidade clinica depende primariamente do defeito molecular no gene. A diminuigdo da
sintese de cadeias B leva a um desequilibrio com as cadeias o. Excessos de cadeias o
sdo extremamente instaveis e precipitam nos precursores eritroides da medula 0ssea,

formando corpos de inclusdo, que causam danos a membrana e morte celular, levando a
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eritropoese ineficaz. Quanto menor for o desequilibrio da sintese das globinas, menor serd
a taxa de globinas a livres que precipitam dentro do eritrdcito e, consequentemente, menor
serd a taxa de eritropoese ineficaz, o grau de anemia e suas complicacOes clinicas
(ASADOV et al., 2018).

A eritropoese leva a uma tal expansdo medular (hiperplasia), que ocupa a matriz
Ossea e provoca osteoporose e deformidades caracteristicas do cranio e ossos faciais e
fraturas patologicas em 0ssos longos. O stress eritropoético a que a medula €
constantemente imposta pode determinar compressdo por massas eritropoéticas em varios
locais, prevalentemente intravertebrais, mas também no figado ou intra-raqueanas
(HAIDAR et al., 2010). O nivel de eritropoese ineficaz é o determinante primario no
desenvolvimento da anemia. A anemia crbnica leva a um aumento da absorcdo
gastrointestinal de ferro, resultando em sobrecarga de ferro, que pode ser a causa de varias
complicagdes sérias, incluindo cardiopatia e anormalidades enddcrinas, tais como diabetes
meélito e hipogonadismo (TAHER et al., 2006). Pacientes que ndo recebem tratamento

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

Figura 9. Mecanismos fisiopatoldgicos e complicacGes clinicas na 3 talassemia intermediéria.

Disfuncao gene globina

Desequilibrio cadeia a/g

Eritropoiese ineficaz Hemolise
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Fonte: ASADOQV et al., 2018.
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O bom desempenho das funcBGes dos eritrdcitos na corrente sanguinea esta
fortemente ligado a sua capacidade de deformacédo e de impedir agregacdo, que por sua vez
€ 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
caracterizacdo desses aspectos pode-se observar o quanto os eritrocitos afetados por essa
doenca estdo com suas propriedades alteradas e como isso pode influenciar na

fisiopatologia e no tratamento da doenca.

3.4 PINCAOPTICA

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 microscopio (ASHKIN, 1970). Sob certas condi¢Bes, a PO é capaz de capturar e
movimentar a amostra, sendo uma ferramenta de micromanipulacao bastante aplicada para

sistemas bioldgicos e particulas com tamanho na escala de micrometros e nand metros.
3.4.1 Principio Bésico

O fenbmeno do pingcamento Optico foi descoberto em 1969 nos laboratorios Bell,
Estados Unidos, por Arthur Ashkin e colaboradores. Eles demonstraram o uso dessa
ferramenta, denominada pinca dptica, baseada na transferéncia de momento de fotons para
capturar particulas dielétricas (ASHKIN et al., 1986).

Com o desenvolvimento da teoria eletromagneética 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 forca sobre este meio. Esta for¢a depende da poténcia
da luz incidente e da sua velocidade de propagacdo no meio de incidéncia. Podemos
entender o principio da PO considerando que a luz transporta momento através dos
fotons, e por isso é capaz de exercer forgcas sobre um objeto ao transferir momento para
este. Como 0 momento dos fétons tem uma magnitude muito pequena, a pinga optica so
exerce forcas significativas em pequenos objetos, com tamanhos entre 50 nm e 50 um
aproximadamente (SILVA et al., 2017).

Uma forma intuitiva de entender a PO ¢ através da dptica geométrica. Pode-se
imaginar o féton como uma particula que ao ter sua trajetdria desviada obriga o objeto
que a desviou a sofrer um recuo na direcdo de F, como mostra a Figura 10 (a). Os raios

a e b da Figura 10 (b) se encontrariam no foco f se ndo houvesse a esfera. O desvio
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desses raios produz os recuos na dire¢do Fa e Fp, e a combinagdo dos dois leva ao recuo
na direcdo 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 é 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 refracdo da
particula seja maior que o indice de refracdo do meio externo, pois do contrario a
direcdo da forga resultante F tenderia a afastar o centro da particula do foco do laser,
expulsando-a ao invés de aprisiona-la. O objeto também ndo pode ser refletor e ndo
pode absorver a luz do laser, pois essas situacGes tendem a expulsar e ndo capturar a
particula (FONTES, 2004).

Figura 10. Esquema simplificado do aprisionamento através da pinga Optica (considerando apenas
dois raios de luz de um feixe de laser focalizado na aproximacdo de Optica geométrica,
exemplificando as forgas que atuam sobre a particula para captura-la).

A B

pincidente_
ﬁp refratado

Ap

Forca p incidente

N\

P refratado

Fonte: SILVA et al, 2017.

Figura 11. Absorcdo dos pigmentos de melanina e hemoglobina em funcdo do comprimento de
onda
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A PO vem sendo utilizada desde a década de 70 em aplicacdes tanto fisicas quanto
bioldgicas (ASHKIN, 1970; GRIER, 2003; SPARKES et al., 2017). Desde o seu
desenvolvimento, muitas adaptacdes para aplicacdes bioldgicas foram realizadas, tais
como a utilizagdo de lasers no infravermelho préximo (785 a 1200 nm). A principio,
Ashkin utilizou um laser de argdénio (A = 514 nm). Porém, devido ao alto coeficiente de
absorcdo da radiacdo 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 infravermelho, com A = 1064 nm.
Esse fato caracterizou um avango importante, pois a maioria das substancias que compdem
0s seres Vivos sdo transparentes ao infravermelho, sendo a absor¢do pequena, ndo causando
danos as estruturas biol6gicas estudadas. A Figura 11 mostra o comportamento de
absorcdo dos pigmentos de hemoglobina oxigenada (HbO2) e da melanina em fungdo dos
comprimentos de onda (SILVA, 2010).

A PO tem sido basicamente utilizada em duas vertentes: manipulacdo direta de
células, pequenas organelas e biomoléculas (DNA, RNA e proteinas) e quantificacdo de
propriedades mecénicas (tais como: forga, adeséo, elasticidade e fluidez) desses sistemas
bioldgicos (ZHANG et al., 2008; GREENBERG et al., 2015; BAZONI et al., 2015). No
estudo da biologia eritrocitaria a utilizacdo da PO para mensuracdo de propriedades

reologicas celulares como a elasticidade vem crescendo.

3.4.2 Aplicacdes Hematoldgicas

Como mencionado anteriormente, uma propriedade eritrocitaria importante,
associada a deformabilidade, que pode ser analisada através da pinca Otica é a
elasticidade eritrocitaria. Alguns estudos vém sendo realizados e visam elucidar o
comportamento reoldgico dos eritrocitos afetados por doengcas humanas através da PO.
Por exemplo, em 2003, Branddo e colaboradores utilizaram a PO para avaliar a
elasticidade eritrocitaria de 15 pacientes homozigotos de anemia falciforme (HbSS),
sendo cinco destes usuarios de hidroxiuréia (HU) por pelo menos 6 meses (HbSS/HU),
10 individuos com traco falciforme (HbAS) e 35 controles normais. Esta mensuracéo
foi avaliada através da deformacéo do eritrocito em funcéo da velocidade, resultante do
arraste das células contra o fluido plasmatico. O estudo revelou que a capacidade de
deformacdo eritrocitaria dos individuos portadores da HbS (hemoglobina S) (HbSS e

HbAS) foi menor quando comparada com a de individuos HbA. Entretanto, quando
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individuos com HbSS fizeram uso de HU, a elasticidade eritrocitaria se comportou de
modo semelhante a de individuos saudaveis (BRANDAO et al., 2003).

Um estudo de Suresh e colaboradores avaliou as mudancas progressivas das
propriedades mecanicas que ocorrem nos eritrocitos quando infectados pelo
Plasmodium falciparum, causador da Malaria. Os autores utilizaram as pingas opticas
para analisar a deformacdo dos eritrocitos em diferentes fases de desenvolvimento do
parasita, imprimindo forcas de alongamento distintas e constantes (por exemplo, 68 pN
e 151 pN) para deformar os eritrocitos. Foi observado que a rigidez dos eritrocitos é
aumentada em até dez vezes em estagios avancados do desenvolvimento do parasita
(esquizonte) em comparacdo com eritrocitos saudaveis (SURESH et al., 2005). Mais
aplicacdes da PO na biomecanica eritrocitdria podem ser encontradas no capitulo ao
final dessa dissertacdo (SILVA et al., 2017).

Ademais, o desenvolvimento de técnicas experimentais baseadas em armadilhas
Opticas (tais como as pingas Opticas) tem facilitado a deformagdo mecénica de células
bioldgicas através de forcas que variam de dezenas a centenas de piconewtons (pN). Com
isso, a utilizacdo de pingas Opticas apresenta algumas vantagens em relacdo aos métodos
anteriormente propostos, tais como: (i) analisa a elasticidade do eritrocito como um todo;
(ii) é reprodutivel; (iii) possibilita analise individual da célula; (iv) exerce forcas muito
pequenas e por isso ndo danifica a célula e permite uma maior sensibilidade na deteccéo de
pequenas alteracdes nas células (SILVA, 2014).

Portanto, quando o objetivo é o estudo de propriedades biomecéanicas eritrocitarias, a
PO tem se mostrado uma ferramenta bastante sensivel que nos permite fazer estudos
comparativos entre eritrocitos normais e eritrécitos que foram alterados por algum

fator, como doencas hematoldgicas, fatores fisicos ou quimicos.

3.5 PONTOS QUANTICOS

O ponto quantico (PQ) é uma outra ferramenta foténica que merece destaque. Os
PQs sdo nanocristais fluorescentes de semicondutores e constituem uma nova classe de
marcadores fluorescentes. Desde o inicio da década de 90, os PQs vém sendo aplicados
como novos fluoroforos no diagnostico e no entendimento de processos celulares em
ciéncias da vida (CUNHA et al., 2018).
Os PQs apresentam geralmente didmetros entre 2 a 10 nm e podem ser feitos de varios

tipos de materiais semicondutores. Geralmente sdo formados por dois elementos
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quimicos dos grupos 11B (grupo 12) e VIA (grupo 16) da tabela periddica, mas também
podem ser compostos de mais de dois elementos e &tomos de outras familias quimicas
(PEREIRA et al., 2016). Para exemplificar, tem-se por exemplo os nanocristais de
CdTe (Telureto de Cadmio) e CdSe (Seleneto de Cadmio).

As vantagens que esses nanomateriais semicondutores apresentam quando
comparados com corantes organicos sdo determinadas pelo tamanho das nanoparticulas
e nao somente por sua composi¢cdo quimica (MEDINTZ et al., 2005; MICHALET et
al., 2005; PEREIRA et al.,, 2016). Como o PQ é um material semicondutor
nanoestruturado, sua arquitetura € composta por uma banda de valéncia (BV),
preenchida por elétrons, e uma banda de condugdo (BC), as quais sdo separadas por um
band gap de energia (Eg). Quando o PQ absorve energia suficiente, um elétron da BV €
promovido para a BC e ao retornar para BV é emitida a fluorescéncia caracteristica
desse nanocristal. Quando alguns materiais se encontram em escala nanométrica, eles
exibem diferenciadas propriedades fisico-quimicas e isso ocorre também para os PQs.
Por exemplo, ha aumento do Eg com a diminui¢do do tamanho do nanocristal. Como
quanto maior a energia, menor é o comprimento de onda associado, PQs menores
emitem fluorescéncia mais para a regido do azul (menores comprimentos de onda),
enquanto as maiores fluorescem mais para a regido do vermelho (maiores
comprimentos de onda). Dessa forma, a emissdo de luz por um PQ pode ser sintonizada

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

Figura 12. Destacando a relagdo entre tamanho e fluorescéncia dos PQs.

36nm 3, lnm 2.8nm 2. 5nm

Fonte: Grupo de Nanobiotecnologia Biomédica — UFPE.

Figura 13. Caracteristicas dos PQ para deteccdo biolégica. A: espectros de absorcdo (azul) e
emissdo (verde) de um corante orgéanico. B: espectros de absorcdo (azul) e emissdo (verde) de um
PQ. Nas imagens uma comparacdo entre esses fluordforos. C: deteccdo de 5 alvos diferentes nas
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células por PQs excitados por um Uunico comprimento de onda. D: comparagdo entre a
fotodegradacdo de um corante organico (verde — Alexa fldor) e PQs (vermelho).
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Adaptada de MEDINTZ et. al. 2005.

Os PQs vém sendo empregados largamente como ferramenta alternativa ou
complementar aos marcadores fluorescentes organicos comumente utilizados,
especialmente como marcadores bioldgicos. 1sso se deve ao fato dos PQs apresentarem
propriedades fisico-quimicas que superam as caracteristicas dos corantes
convencionais. Entre essas vantagens estdo: (i) largo espectro de absorcédo, fato que
possibilita que varios tamanhos de PQs sejam excitados ao mesmo tempo usando
somente um comprimento de onda (Figura 13 C); (ii) estreito espectro de emisséo, que
facilita marcagcbes multicoloridas (Figura 13 A e B); (iii) alto rendimento quéntico de
fluorescéncia; (iv) alta fotoestabilidade (Figura 13 D) (MEDINTZ et. al. 2005) e (iv)
superficie ativa para conjugacdo quimica e interagdo com o sistema bioldgico
(PEREIRA et al., 2016).

A principal forma de sintese de PQs é a abordagem bottom-up, também chamada
de quimica coloidal para a qual se parte dos &tomos para se formar uma estrutura maior
que € a nanoparticula. Os métodos de sintese quimica de nanoparticulas do tipo bottom-
up sdo baseados numa reacdo de precipitagdo controlada feita em &gua ou solventes
organicos. A sintese dos PQs em agua pode ser descrita de forma simples através das
etapas a seqguir.

Na primeira etapa é feita uma solucdo aquosa com pH controlado, contendo um
sal de um metal de transicdo e um agente estabilizante que tem o papel de controlar o

crescimento do ndcleo e também evitar a agregacdo das nanoparticulas. Na segunda
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etapa, em atmosfera inerte, acontece a reducdo de um calcogénio através da acdao de um
agente redutor. Na terceira etapa, o calcogénio reduzido é adicionado na solucdo da
primeira etapa e a reacdo continua (em temperatura controlada) até que se tenha o

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

Figura 14. Estrutura de um PQ fluorescente conjugado a uma biomolécula.
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Fonte: CESAR, 2014.

Em algumas sinteses, existe a necessidade de uma outra etapa para a passivacgao.
Isso € necessario para se minimizar defeitos de superficie (&tomos na superficie com
ligacdes ndo compartilhadas) que diminuem a eficiéncia de luminescéncia dos
nanocristais. O processo de passivagdo leva a formacdo de uma casca (também de um
material semicondutor) ao redor do nucleo da particula (Figura 14). A passivacdo é
utilizada para refazer ligacdes ndo compartilhadas que possam existir na superficie do
nacleo do nanocristal, as quais sdo capazes de reduzir a intensidade da fluorescéncia
dessas nanoparticulas (PEREIRA et al., 2016). Este processo diminui os defeitos (que
comprometeriam a qualidade da emissdo desses nanocristais) e otimiza a eficiéncia da
fluorescéncia (PEREIRA et al., 2016).

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

Na sintese é importante a presenca do agente estabilizante (como o &cido
mercaptossuccinico - AMS), que se liga a superficie das particulas, no intuito de
prevenir aglomeragdo de nanoparticulas e precipitacdo e, desligam-se para nao inibir o
crescimento, ou seja, € um comportamento dinamico (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: acido mercaptoacético (AMA), acido 3-mercaptopropibénico
(AMP), acido mercaptossuccinico (AMS), L-cisteina (CIS) e cisteamina (CISTM)
(Figura 15). Componentes contendo esses grupamentos tidis sdo importantes
estabilizantes de nanoparticulas, pois o enxofre pode atuar como precursor na formacgao
da camada de passivacao.

Além disso, o0s estabilizantes também conferem cargas aos PQs por
apresentarem grupos polares, mantendo as particulas afastadas em suspensdo e ainda
fornecem um grau de funcionalidade as mesmas, atuando como ponte quimica para
interagdo dos PQs com biomoléculas. Sendo assim, o tipo de interacdo dos PQs com as
biomoléculas depende dos grupos funcionais que estdo disponiveis na sua superficie
(acidos carboxilicos ou aminas), o0s quais sdo determinados pelo agente
estabilizante/funcionalizante escolhido na sintese (ROGACH et al., 2007; FONTES et
al.,, 2012). Os PQs estabilizados com moléculas que contéem grupos amina sdo
positivamente carregados, enquanto que quando estabilizados por compostos
carboxilados levam a formacdo de nanoparticulas aniénicas, em pH proximo ao
fisioldgico.

PQs vém sendo cada vez mais empregados como marcadores para a analise de
propriedades bioldgicas (PEREIRA et al., 2016). Embora os PQs carboxilados venham
sendo mais utilizados que PQs aminados, esses Gltimos também vém sendo explorados.
PQs aminados como os estabilizados com cisteamina podem ser promissores para
estudos de interacBGes de cargas elétricas, devido a facilidade que esse grupo tem de
interagir com as membranas e biomoléculas negativamente carregadas, uma vez que
esses PQs sé@o positivamente carregados. Por exemplo, em 2008, Chen e colaboradores
utilizaram PQs de CdTe estabilizados com cisteamina para conjugacéo direta com DNA
de fita simples através da atracdo eletrostatica entre grupos amino positivos na
superficie dos PQs e a carga negativa do DNA (CHEN, YANG e XU, 2008). J& em
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2011, Huang e colaboradores utilizaram PQs cationicos de CdSe/ZnS para visualizar o
decrescimento gradual da carga elétrica de membrana de hemécias ao longo do seu
envelhecimento através de microscopia de fluorescéncia (HUANG, HU, MEHRISHI et.
al., 2011).
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4 METODOLOGIA

4.1 ANALISES DA ELASTICIDADE E VISCOSIDADE DA MEMBRANA
ERITROCITARIA

4.1.1 Amostras

As amostras de sangue dos grupos estudados foram coletadas em dois tubos de 3,5
mL a vacuo, um contendo anticoagulante EDTA e outro sem solucdo anticoagulante. Os
eritrocitos, obtidos a partir do tubo de sangue com EDTA apds centrifugacdo a 775 xg,
foram diluidos no soro do mesmo paciente na proporcao (0,5 pL/ 500 pL). Para as analises
de elasticidade e viscosidade de membrana foram avaliados 8 pacientes e 8 controles,

totalizando mais de 200 celulas mensuradas para cada condicdo.

4.1.2 Sistema de Pinga Optica

O sistema de pinca 6ptica utilizado consistiu de um feixe de laser infravermelho (A
= 1064 nm — IPG Photonics) focalizado no material de analise por uma objetiva de 100X,
NA = 1,25 de um microscopio 6ptico (Axiolab, Carl Zeiss), como ilustrado na Figura 16.
Ao sistema foram adaptadas uma camera CCD (Samsung) para aquisi¢cdo de imagens e
uma platina motorizada (ProScan, Prior Scientific) para movimentacdo das ceélulas

capturadas, ambas controladas por computador.

Figura 16. llustracdo do sistema de pinca Optica.
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Fonte: SILVA et al., 2017.
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4.1.3 Procedimento Experimental

Para a avaliagdo da elasticidade/viscosidade da membrana eritrocitaria, a pinga
Optica e a videomicroscopia foram as ferramentas utilizadas. Os experimentos foram
realizados em uma camera de Neubauer (profundidade total de 100 um) com o eritrocito
localizado a uma profundidade Z: (50 um) do fundo e Z> (50 um) da laminula (Figura 17
a), ajustadas com o foco graduado do microscépio Optico. Na cAmara de Neubauer, o0s
eritrocitos foram aprisionados pelo laser e arrastados em 6 velocidades (V) constantes (de
140 um/s a 315 um/s) contra o soro sanguineo com viscosidade n (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 eritrdcitos foram arrastados no soro, eles sofreram deformacdes devido a
forcas hidrodindmica e elastica (Figura 17 b). A elasticidade foi obtida avaliando-se a
elongagdo méxima (L) sofrida pelo eritrocito apos arraste pelas velocidades (V), assim

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

2
L=1L,4+2k0y Eq. 1
0+uZeq q

que resulta do equilibrio das forcas hidrodinamica e elastica que atuam no eritrécito, sendo
u a elasticidade eritrocitaria, 1/Zeq = 1/Z1 + 1/Z2, L 0 comprimento do eritrocito em maxima
deformagdo e Lo o comprimento celular na auséncia de qualquer forca. Como L ¢é
proporcional a velocidade V (Figura 17 c), obtendo-se o coeficiente angular e Lo através de

ajuste linear, determinou-se a elasticidade p.



42

Figura 17. Esquema geral do experimento. (a) Deformacéo. (b) Elongacéo do eritrécito em funcéo
da velocidade de arraste. (c) Exemplo de grafico da elongacdo L em funcdo da velocidade V.
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Fonte: SILVA et al., 2012.

A viscosidade da membrana foi determinada utilizando-se o tempo de retorno (1),
tempo para o qual o eritrécito em maxima elongacdo, depois de arrastado por uma dada
velocidade, leva para retornar a sua conformacgdo original. Para a quantificagdo do
tempo de retorno, analisou-se a sequéncia de imagens que comega entdo com a maxima
deformacéo da célula e termina com a recuperacéo de sua morfologia inicial Lo, assim
como ilustra a Figura 18.

Figura 18. Esquema da mensuragdo do tempo de retorno do eritrocito.
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Fonte: o autor.
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O gréfico da Figura 19 exemplifica o comportamento exponencial da deformacédo em
funcdo do tempo que foi estudado para as velocidades 210, 245 e 280 um/s. Para o
ajuste dos pontos e determinagdo do tempo de retorno (t) foi utilizada uma equacao do

tipo, para a qual m3 = t:

ml + m2.exp (—%) (Eq. 2)

Figura 19. Deformagdo do eritrdcito em funcéo do tempo.
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Fonte: o autor.

Uma vez que a elasticidade (n) e o tempo de retorno (t) foram mensurados
utilizando-se a pinca oOptica, a viscosidade da membrana (membrana) dos eritrécitos foi
obtida pela equagédo, t = nmembrana/L, eStabelecida por Evans et al. 1976 e adaptada para
a metodologia aqui desenvolvida.

A elasticidade e a viscosidade da membrana foram determinadas com o auxilio
de uma nova plataforma desenvolvida no LabView, com parte exemplificada na Figura
20, em uma construcdo conjunta do nosso grupo de pesquisa, através de modificacdes
da plataforma construida para a elasticidade, anteriormente reportada (MOURA et al.,
2015). Essa nova plataforma permitiu determinar essas propriedades reologicas
(elasticidade e viscosidade de membrana) a partir de um Unico experimento. Através
desse novo programa foram automatizadas as medicdes das elongagbes em fungdo do
tempo e da velocidade e os célculos da elasticidade e tempo de retorno. No entanto, a
avaliacdo do tempo de retorno foi ainda refinada através de analise no programa

KaleidaGraph (Synergy)
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Figura 20. Representacdo de parte do painel de controle da plataforma Labview utilizada para
mensuragdo da elasticidade/viscosidade.
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Fonte: Grupo de Pesquisa de Optica Biomédica e Imagens — UFPE.

Esse procedimento foi empregado tanto para individuos controle, como para 0s
portadores da hemoglobinopatia.

4.2 ANALISE DA CARGA ELETRICA DA MEMBRANA ERITROCITARIA COM
PONTOS QUANTICOS

4.2.1 Sintese e Caracterizacdo dos Pontos Quanticos

Utilizou-se PQs cati6nicos de Telureto de Cadmio (CdTe) estabilizados com
cisteamina sintetizado por metodologia estabelecida por nosso grupo (MATOS et al.,
2017) com pequenas modificacdes. A sintese foi realizada em duas etapas (Figura 21):
primeiramente preparou-se uma solucdo contendo Perclorato de Cadmio (4,7 mmol —
Sigma-Aldrich) diluida em agua ultra-pura, juntamente com o0 agente estabilizante, a
cisteamina (5,7 mmol — Sigma-Aldrich), em pH ~ 5,8. Na segunda etapa, o Telario
metalico (0,46 mmol) foi reduzido sob a acdo do Boridreto de Sédio (2,5 mmol — Sigma-
Aldrich), em meio alcalino, com NaOH a 2 M e atmosfera inerte de nitrogénio. Apos a
reducéo total, o Te™ foi adicionado a solugdo contendo o Cd*2. O crescimento dos PQs

procedeu-se em atmosfera inerte, sob agitagdo, a 90 °C, por 90 min. Os PQs foram
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caracterizados por espectroscopia de absorcédo e emissao, utilizando os equipamentos 1800

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

Figura 21. Esquema da sintese dos PQs em meio aquoso.
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Fonte: CABRAL FILHO, 2016.

A partir do primeiro maximo do espectro de absor¢do estimou-se o didmetro médio
dos PQs (d) através da equacdo (DAGTEPE et al., 2007):

(1,38435-0,00066 1)

d=
1-0,00121 4

Eqg. 3

sendo A o comprimento de onda do primeiro maximo de absor¢do. Também estimou-se a
concentracdo média dos PQs utilizando-se a lei de Beer-Lambert:

A =¢CL Eq. 4
sendo A a absorbancia no primeiro maximo de absor¢do da suspensao, € é o coeficiente de
extin¢do dos nanocristais (L/mol/cm) determinado por YU et al. 2003, C a concentragéo da
amostra e L o comprimento do trajeto da luz na amostra (1 cm).

Pelo espectro de emissdo, calculou-se a largura a meia altura (FWHM), a qual
revela informacBes sobre os defeitos de superficie dos PQs. Além disso, obteve-se o
comprimento de onda maximo de emissdo dos PQs, o qual foi Gtil no ajuste dos parametros

para analise na citometria de fluxo.

4.2.2 Amostras

As amostras de sangue dos grupos estudados foram coletadas em tubo de 3,5 mL a
vacuo contendo anticoagulante EDTA. Para a analise da distribuicdo de carga, os
eritrocitos foram diluidos em solugdo salina 0,9%, a fim de manter um hematdcrito final de
1%. Para tanto, primeiramente, 1000 puL de cada sangue total foram centrifugados a 775
Xg, por 5 min. Em seguida, 200 puL do precipitado de eritrocitos de cada amostra foram

diluidos em 800 uL de solugdo salina isotonica (NaCl 0,9%), totalizando 1000 pL, 0s 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 eritrocitos foi diluido com 800 pL de salina
e centrifugado novamente a 775 xg, por 2 min. Por fim, 10 uL. do precipitado de eritrcitos
de cada amostra foram diluidos em 990 pL de NaCl 0,9%, com um hematocrito final a 1%.

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

4.2.3 Procedimento Experimental

Os eritrdcitos foram incubados com os PQs positivos (concentracdo final de 1,5 uM)
por 5 min, explorando-se a interacdo eletrostatica entre grupos amino da superficie dos
PQs com a membrana negativamente carregada das células. Apds a incubacao, o sistema
foi centrifugado (775 xg) por 30 s e ressuspendido em 100 pL de salina a 0,9% antes da
leitura. Como controle negativo foram utilizadas diluicdes dos eritrécitos a 1% sem
incubacéo prévia com PQs para a avaliacdo da autofluorescéncia das células e delimitacdo
da populacéo de interesse na citometria de fluxo.

As amostras foram analisadas utilizando-se o citometro e software Accuri C6
(Becton Dickinson). Para aquisi¢do dos dados foi utilizado dot plot, correlacionando a
fracdo FCS ("Forward Scatter Cell" — relativa ao tamanho) e a SSC ("Side Scatter Cell" —
representa a complexidade celular ou granulosidade), em escala logaritmica, para
delimitagdo da populagdo, como indicado na Figura 22a pelo gate R1. Para analise da
fluorescéncia, os eventos foram adquiridos em histograma e a populacdo negativa que
corresponde as células que ndo apresentaram marcacéo é localizada no M1 na Figura 22 b.

A fluorescéncia 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
marcagdo quanto as medianas de fluorescéncia. Quanto mais carregada negativamente
estiver a superficie do eritrocito, mais PQs irdo interagir com a membrana e maior sera o
sinal de fluorescéncia. Desse modo, através dessa analise pdde-se obter informacdes sobre
a carga de membrana e o0 portanto o ( eritrocitario. Essa metodologia foi empregada tanto

para as amostras dos individuos controle como para dos portadores de Hbp.
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Figura 22. Citometria de fluxo. A esquerda a), o grafico dot plot delimitando a populacdo de
interesse através do gate R1. A direita b), o perfil do histograma da populagdo de células ndo
marcadas, nesse caso controle negativo, indicada por M1.
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Fonte: O autor.

4.3 ANALISES ESTATISTICAS E PRINCIPIOS ETICOS

As amostras de sangue foram coletadas na Fundacdo de pacientes/doadores
previamente identificados como Hbp e HbA. O projeto foi apoiado pelo comité de ética em
pesquisa da Fundacdo Hemope (Parecer n° 1.719.437), em anexo. Para analisar-se as
diferencas ou semelhancas estatisticas apresentadas entre os grupos, foi utilizado o teste
estatistico ndo pareado de Wilcoxon, pois os dados ndo seguem distribuicdo 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 analise de Pearson.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 MENSURACAO DA ELASTICIDADE E VISCOSIDADE DA MEMBRANA
ERITROCITARIA

Os valores para as elasticidades dos grupos HbA e Hbp estdo apresentados na
Figura 23. O valor da mediana da constante el&stica eritrocitaria dos controles foi de
4,9 x10* dina/cm. Esse resultado esta de acordo com estudos anteriores realizados pelo
nosso grupo de pesquisa (MOURA et al., 2015). Como também observado na Figura
23, os eritrocitos Hbp apresentaram uma mediana da constante elastica de 6,1 x 10
dina/cm. As diferengas entre 0s grupos amostrais foram significativas (p=0,0001),
indicando que as alteracdes reoldgicas decorrentes dessa hemoglobinopatia interferem
na capacidade elastica dessas células.

Considerando que quanto maior for o valor da “elasticidade p” (constante
elastica), mais a célula resiste a deformacao, assim como se aplica para a constante de
mola, observa-se que os eritrécitos dos portadores de B talassemia intermediaria sdo
mais rigidos que os HbA, sendo esta uma propriedade critica para essas células na
microcirculacdo, pois para transportar oxigénio dos pulmdes para os tecidos, 0s

eritrocitos precisam passar por vasos com diametros ainda menores que 0S seus.

Figura 23. Box Plot dos valores da elasticidade dos eritrocitos de individuos HbA ¢ Hbp (p=
0,0001).
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De acordo com os resultados, os eritrocitos HbB apresentaram-se
aproximadamente 25% mais rigidos, em comparacdo ao controle. No entanto pode-se

notar que ha desde eritrécitos Hbp cerca de 300% mais rigidos comparados a mediana
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para HbA até 60 em relagdo aos menos elasticos encontrados para o controle. Esse
resultado estd préximo a valores encontrados na literatura. Um estudo anterior com
eritrocitos [ talassémicos, realizado por aspiragdo com micropipeta, mostrou um
modulo de constante elastica cerca de 30% maior em relacdo aos eritrocitos normais
(ATHANASIOU et al., 1991). Em 2008, De Luca e co-autores também estudaram a
deformabilidade de eritrocitos em talassémicos e normais usando uma pinca Optica
dupla para esticar diretamente as células e, avaliando a maxima elongacédo celular em
funcdo da poténcia do laser, determinaram a rigidez dos eritrécitos. Foi observado que
a rigidez da membrana de eritrécitos aumentou cerca de 40% para 0s pacientes com
talassemia, quando comparados aos normais (DE LUCA et al., 2008). Porém nesses
trabalhos reportados na literatura ndo houve identificagcdo do tipo de P talassemia
estudada, podendo esta ser maior ou intermediaria, por exemplo.

Ja com relagdo a mensuracdo da nmembrana, 0S Valores encontrados para o tempo de
retorno estdo apresentados no grafico 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 HbP o valor médio do tempo de retorno foi de 110 ms. Dessa forma
os eritrécitos Hbp apresentaram tempo de retorno maior quando comparado aos HbA em
cerca de 37%. Aqui as diferencas entre os grupos amostrais também foram significativas
(p=0,0001). As analises iniciais que retornaram as exponenciais mais caracteristicas, com
ajuste mais confidvel aos pontos e para as quais o programa desenvolvido no Labview
conseguiu registrar melhor as etapas de retorno dos eritrécitos a conformacao original,
foram as efetuadas para a velocidade de 280 um/s, por isso essa foi a escolhida para as

posteriores (e futuras) avaliagdes.

Figura 24. Box Plot dos valores do tempo de retorno dos eritrocitos de individuos HbA e Hbp (p=
0,0001).
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O gréfico da Figura 25 abaixo exemplifica resultados obtidos para um controle (87 ms)

e para um paciente com Hbp (123 ms).

Figura 25. Deformagcdo do eritrocito em funcdo do tempo - HbA (A) e Hbp (B).
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Uma vez que p ¢ t foram obtidos através do experimento, pode-se calcular o valor
da Nmembrana. A mediana para Nmembrana dos controles foi de 3,8 x 10™ poise*cm e para HbB
de 5,0 x 10 poise*cm. Esses resultados indicam que os eritrocitos dos pacientes com B
talassemia intermediaria possuem a membrana mais viscosa (cerca de 32%) que o controle
(p=0,0004) (Figura 26). Novamente pode-se notar que alguns eritrocitos Hbf3 podem ter
uma viscosidade de membrana cerca de 500% e 100% maior que a mediana e 0 maior

valor encontrado para controle, respectivamente.

Figura 26. Box Plot dos valores da viscosidade dos eritrocitos de individuos HbA ¢ Hbp (p=
0,0004).
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Um estudo anterior, realizado pelo mesmo grupo de Athanasiou (também sem
identificar o grau da talassemia) por aspiracdo com micropipeta, mostrou que os eritrocitos
B talassémicos 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
alteracdes significativas tais como o aumento da viscosidade de membrana e diminuicdo da
elasticidade dessas células quando comparadas com doadores saudaveis (KIM et al. 2012).
Dos resultados pode-se observar que hd uma distribuicdo nos valores das propriedades
viscoelasticas estudadas, seja para individuos normais ou pacientes. 1sso se deve tanto a
variabilidade biolégica, como ao fato de na circulacdo sanguinea existir eritrocitos de
diferentes tempos de vida, os quais podem permanecer por aproximadamente 120 dias
no organismo. Durante a medicdo pode se capturar tanto células mais senescentes, e
consequentemente de uma forma geral menos deformaveis, como o inverso. Nos
pacientes essa distribuicdo é ainda maior que no controle, pois os B talassémicos
possuem tanto eritrécitos préximos aos normais como afetados pela doenca, em menor
Ou maior grau.

Esses resultados mostram que as propriedades biomecénicas dos eritrécitos sdo
muito afetadas pelo defeito genético na estrutura da hemoglobina associada a doenca da
talassemia. As funcdes celulares e sua viscoelasticidade estdo fortemente relacionadas a
estrutura do citoesqueleto e sua interacdo com a bicamada lipidica (HOCHMUTH &
WAUGH,1987). Nos eritrécitos o citoesqueleto forma uma rede triangular
bidimensional constituida por nds de actina, bordas de espectrina e outras proteinas.

Em B talassemia intermediarias mais graves, a relacdo espectrina/banda 3 €
baixa. Essa relacéo aponta para a deficiéncia de espectrina no citoesqueleto, a qual leva
a sua desestabilizacdo. Existem varias causas para essa falha, incluindo deficiéncia da
sintese de espectrina nos precursores eritroides; espectrina com funcdo anormal em
formar o complexo ternario e fungdo anormal das proteinas que ligam o citoesqueleto
de espectrina a membrana (YUAN et al., 1995, (MEHRISHI & RISSO, 2016).
Adicionalmente, na talassemia o desequilibrio entre as cadeias o e B da hemoglobina,
faz com que a cadeia que é produzida normalmente, se acumule e precipite na
membrana eritrocitéaria e foi reportado que essa hemoglobina pode interagir de maneira

efetiva com a espectrina. Estes desequilibrios podem ser responsaveis pelas alteracoes
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nas caracteristicas viscoelasticas celulares encontradas na HbP, e também levar a
hemolise e a graus variados de anemia (YUAN et al., 1995; DATTA et al, 2003). Além
disso, em pacientes com [ talassemia existe uma quantidade detectavel da hemoglobina
fetal expressa na corrente sanguinea. Essa variante também apresenta alteracdo e
instabilidade no citoesqueleto da membrana (YUAN et al., 1995; WEATHERALL,
2006).

Por fim, observando-se os dados encontrados para as propriedades biomecénicas
percebe-se também que apesar da mediana para os eritrocitos Hbp se diferenciar da
mediana dos individuos normais, a assinatura da doenca esta relacionada a células mais
rigidas e com a membrana mais viscosa que estdo sendo representadas nos extremos
dos graficos. Dessa forma a PO oferece a vantagem de quantificar ndo s6 a tendéncia
central dos dados como também as propriedades reolégicas das células de forma
individualizada. Com uma técnica que fornecesse somente a tendéncia central para as
propriedades reoldgicas (tais como a ectacitometria), poderia ndo ser possivel detectar
assinaturas da doenca, ja que 0s pacientes podem apresentar varios eritrocitos normais.

Também, a PO permitiu ndo s6 adquirir duas distintas propriedades
biomecénicas de forma individualizada como também possibilitou correlaciona-las. A
analise de Pearson indicou que a constante elastica (uma propriedade relacionada a rede
de espectrina/citoesqueleto e a capacidade da célula resistir a uma deformacéo) e a
viscosidade de membrana (a qual também pode ter contribuicdo adicional da bicamada
lipidica e esta relacionada a qudo rapido a célula recupera sua forma original) (KIM et
al., 2012) estdo correlacionadas de maneira direta (r = 0,6), corroborando assim a

existéncia de uma arquitetura de interagGes intracelulares no eritrdcito.

5.2 ANALISE DA CARGA ELETRICA DA MEMBRANA ERITROCITARIA COM
PONTOS QUANTICOS

5.2.1 Caracterizagao dos Pontos Quanticos

A Figura 27 apresenta os espectros de absorcdo e emissdo dos PQs utilizados nesse
estudo. Os PQs apresentaram fluorescéncia na regido espectral do verde, sendo a emissédo
maxima em 542 nm (FWHM = 38 nm). O diametro médio (d) e a concentracdo das
nanoparticulas foram estimados em d = 2,7 nm e 40 pM.
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Figura 27. Emissdo (linha sélida) e absorcdo (linha tracejada). Emissdo no verde em 542 nm.
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As amostras de sangue de eritrocitos HbA e Hbp foram incubados com PQs de

CdTe estabilizados com cisteamina para observacdo da interacdo eletrostatica entre as

células e as nanoparticulas. Visando uma analise mais quantitativa, as amostras foram

avaliadas por citometria de fluxo. A Figura 28 mostra um perfil tipico de marcacdo das

populagdes controle HbA (a) e B talassémica intermedidria (HbP). Na Figura 28 (a), o

histograma caracteristico da populacdo HbA sugere uma marcacdo intensa e homogénea

dos grupos anibnicos da membrana, enquanto que para HbP essa distribuicdo é

heterogénea.

Figura 28. Histogramas de fluorescéncia caracteristicos apds marcagdo com PQs, obtidos através

de citometria de fluxo, de eritrocitos HbA (a) e Hbp (b).
b)

a) Eritrécitos HbA

&00

&00

Eritrocitos Hbp

A heterogeneidade populacional de eritrocitos de Hbp reflete a hemolise severa

sofrida por essas populagdes e a constante tentativa de compensagdo da anemia resultante
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desse fator através da hiperplasia medular. Assim, uma populacdo Hbp é caracterizada por
uma grande variacdo da morfologia (poiquilocitose) e tamanhos (anisocitose), além de um
aumento da fracdo de eritrocitos imaturos (policramasia), com uma presenca significante
de reticuldcitos e eritroblastos devido a uma hiperplasia medular muito proeminente
(Figuras 29 e 30). Essas caracteristicas serdo mais severas ou mais brandas a depender do
paciente (OLIVEIRA, 2013).

Dessa forma, essa heterogeneidade populacional, determinada tanto pela presenca
dos diversos tipos celulares decorrentes da hiperplasia medular, bem como das alteracfes
consequentes da hemoglobinopatia, possivelmente determina o conteudo de residuos de
acido sialico disponivel nas superficies celulares, resultando nas diferencas encontradas

para eritrocitos Hbp frente a populacdo HbA.

Figura 29. Esfregaco de sangue total P talassemia. a) B talassemia intermediaria com forte
poiquilocitose e anisocitose, b) reticuldcitos.

Fonte: HAFERLACH et. al., 2004.

Figura 30. Esfregaco de sangue total B talassemia maior com poiquilocitose, eritroblasto,
policromasia, corpusculos de Howell-Jolly.

Fonte: HAFERLACH et. al., 2004.

A Figura 31 apresenta box plot da porcentagem de marcacdo das populagOes de
eritrocitos controle e talassémicos analisadas. A mediana da porcentagem de marcacao foi

ca. 98% e 78% para os eritrocitos HbA e Hbp, respectivamente. Assim, os eritrocitos Hbf
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apresentaram uma diminuicdo na marcagdo de cerca de 20% quando se compara as
medianas obtidas. O grupo Hbp foi estatisticamente significativo comparado ao controle, p
<0,001.

Figura 31. Box plot da porcentagem de marcagdo das populagdes de eritrocitos HbA e Hbp quando
incubados com os PQs, p < 0,001.
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Essa diferenca entre eritrocitos HbA e Hbp foi também evidente quando observou-
se as medianas da intensidade de fluorescéncia (MIF) das populagdes (Figura 30), tendo o
controle (HbA) uma mediana de MIF = 50000, enquanto as populagdes Hbp tiveram uma
mediana de MIF = 20000. Assim, observou-se uma diferenca da mediana de MIF cerca de
aproximadamente 60% menor para a populacdo Hbp quando comparada ao controle. Nesse
caso, o grupo Hbp também foi estatisticamente significante (p < 0,001) frente ao controle.
Analisando-se as Figuras 29 e 30 nota-se também que para a hemoglobinopatia ha
porcentagens de marcagdo e MIFs com valores bem menores que o controle, refor¢ando e

acentuando as diferencas entre as populagdes HbA da Hbp.

Figura 32. Box plot da mediana da intensidade de fluorescéncia das populacGes de eritrécitos HbA
e Hbp quando incubados com os PQs, p <0,001.
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De forma geral esses resultados indicam que os eritrocitos HbB apresentam uma
reducdo na carga elétrica membranar, a qual é conferida pelo contetdo de acido sialico. Os
resultados para a porcentagem de marcacdo sugerem que ha células HbpB que possuem
muito pouco &cido sialico e provavelmente as células que tém &cido sidlico possuem
menos do que os controles, pois também observou-se valores de MIF menores. Os residuos
de acido sidlico na membrana celular sdo componentes bastante importantes que
desempenham um papel na determinacdo da estrutura celular, sobrevivéncia, propriedades
eletroquimicas, fungGes como reconhecimento e localizagdo. O contetdo de &cido sialico
contribui com uma carga elétrica membranar substancial (~60%), que € um dos principais
fatores fisico-quimicos que regem uma grande variedade de interacBes celulares
(MEHRISHI & RISSO, 2016).

Nos eritrocitos B talassémicos, o contetdo de &cido sidlico nas glicoforinas foi
relatado como ca. 25% menor do que nos eritrocitos normais (KAHANE et al., 1980). Em
um estudo mais recente o acido sidlico presente na membrana de pacientes com
talassemia maior foi também cerca de 25% menor quando comparado a membranas de
eritrocitos de pessoas saudaveis (DESOUKY et al., 2009). Esses dados corroboram com as
nossas mensuragdes de carga elétrica membranar encontrada para HbP através da
fluorescéncia dos PQs, fortalecendo a metodologia desenvolvida.

Em outro estudo Durocher e colaboradores evidenciaram que a perda de acido
sialico leva a alteracéo de carga de membrana em células senescentes, podendo determinar
0 sequestro prematuro das mesmas pelo sistema reticulo-endotelial e diminuir sua
sobrevida na circulagdo (DUROCHER, 1975), assim como ocorre em hemoglobinopatias.
Na talassemia B, o acumulo das cadeias o livres, bem como a liberagdo do grupo heme e
do ferro durante o processo hemolitico, ocasionam aumento de danos oxidativos nas
membranas celulares, desnaturagdo de proteinas e oxidacdo da hemoglobina (ONDEI,
2009). Esse fato pode estar relacionado com a alteracdo de carga da membrana observada
para pacientes talassémicos. Silva et al., (2012) sugeriu que a perda de &cido sialico da
glicoforina A é um dos primeiros sinais de danos oxidativos em eritrécitos armazenados e
que a sua interagdo com outra proteina do citoesqueleto, a banda 3, pode estar relacionada
a perda de elasticidade encontrada também para essas células armazenadas (SILVA et al.,
2012). Além da distribuicdo de carga alterada, eritrocitos B talassémicos apresentaram

diminuicdo da deformabilidade. Todas essas mudancas sd@o compativeis com a
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instabilidade do citoesqueleto e com os danos que sdo causados na membrana desses
eritrocitos (HUANG et al., 2011).

Assim de forma geral pode-se concluir que nédo s a viscoelasticidade, mas também
a carga elétrica de membrana dos eritrocitos € uma propriedade importante e sensivel que
sofre alteracOes devido as mudancas que sdo provocadas nas células em consequéncia por
exemplo da B talassemia intermediéria. 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
catibnicos pode e foi avaliada em um meio eletrolitico proximo ou igual ao biolégico, o
qual ndo é possivel de ser realizado em equipamentos que avaliam o ¢ por mobilidade

eletroforética, tais como o Zeta sizer (Malvern).
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6 CONCLUSAO

- As metodologias propostas para a mensuracdo da carga elétrica de membrana
eritrocitaria utilizando PQs catiénicos e as propriedades reoldgicas através da PO foram
eficientes, sensiveis e capazes de propiciar comparagcGes entre eritrocitos controle
(HbA) com aqueles que sofreram modificagdes por problemas patologicos, tais como
0s Hbp.

- Os eritrocitos Hbp apresentaram-se com a carga elétrica negativa de membrana
diminuida, mais rigidos e com a membrana mais viscosa quando comparados ao
controle HbA.

- PQs catidnicos e a PO mostram-se ser ferramentas fotonicas versateis para elucidacdo
alteracOes elétricas e biomecanicas essenciais a compreensdo das mudancas fisioldgicas
resultantes das hemoglobinopatias. Essas caracteristicas sdo fundamentais na homeostase
celular e sdo importantes também para o entendimento da fisiopatologia e até mesmo da

acao de farmacos utilizados.
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7 PERSPECTIVAS

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

Keywords: Optical trapping; hemotherapy; hematology; erythrocytes.

1. Introduction

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

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

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

Among the important biophysical properties of RBCs we can highlight: (1) their deformability, or high flexibility,
which allows RBCs to pass through microcapillaries much smaller than the size of the RBC (ca. 8 um), thereby
guaranteeing oxygen and carbon dioxide transport throughout the entire body [25] and (2) their ability to aggregate,
which is closely related to the Zeta potential ({) of erythrocytes, a repulsive potential that arises as a consequence of the
negatively charged surface of RBCs (conferred by the presence of sialylated glycoproteins). The { promotes repulsive
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A pinga optica (PO) é uma ferramenta biofotonica que vem sendo cada vez mais
utilizada no estudo da biologia celular. A PO ¢ baseada na luz e € constituida por um
laser no infravermelho proximo fortemente focalizado pela objetiva de um microscopio
optico. Através da transferéncia de momento dos fotons, a PO € capaz de aprisionar
pequenas particulas na regiao proxima ao foco do laser. Dessa forma essa técnica se
torna uma vantajosa ferramenta capaz de capturar, manipular e extrair informagdes a
nivel celular sem que ocorra contato mecanico com a amostra. Por ser uma técnica
bastante sensivel, a PO permite a avaliagdo de propriedades biofisicas, tais como o
estudo comparativo da elasticidade de eritrocitos normais e eritrocitos alterados por
algum fator, como por exemplo as doengas hematologicas. A deformabilidade ¢ um
parametro bastante critico para a fungio dessas células na corrente sanguinea, pois para
fazer trocas gasosas e transporte de nutrientes, os eritrocitos precisam passar por
capilares muitas vezes menores que seu didmetro. Alteragdes fisiologicas, tais como
modificagdes na constituigio da hemoglobina podem gerar perda ou diminui¢do da
deformabilidade e da funcionalidade do eritrocito que, consequentemente, pode levar a
uma menor sobrevida dessas células na circulagdo. Neste trabalho a PO foi usada para
avaliar o comportamento biomecanico de eritrocitos normais e de eritrocitos de
portadores de uma hemoglobinopatia, a beta-talassemia intermediaria. Além disso, foi
também analisada a a¢do da hidroxiuréia (HU) na reologia dos eritrocitos dos portadores
da beta-talassemia intermediaria, uma vez que a HU ¢ uma droga utilizada no
tratamento. Para isso, através da PO, os eritrocitos foram capturados pelo laser e
arrastados com velocidades constantes e controladas através do soro sanguineo, o que
promoveu a deformagdo dos mesmos nesse fluido. Do equilibrio das forgas
hidrodinamica e elastica, se correlacionou a elongagao dessas células com as velocidades
de arraste e obteve-se a elasticidade. Os valores encontrados para as médias das
elasticidades mostraram que os eritrocitos de portadores de beta-talassemia intermediaria
sdo cerca de 33% mais rigidos, ou seja, as células se apresentam menos deformaveis em
comparagao aos controles. Ja os resultados preliminares encontrados para a elasticidade
eritrocitaria média apos o uso da HU, indicaram um valor mais proximos ao controle
quando comparado aos pacientes que ndo fazem o uso da droga. Com esse estudo foi
possivel adquirir um maior conhecimento sobre os efeitos das alteragdes que ocorrem
nessa doenga hematologica e como eles atuam na reologia celular.
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In the present work, we explored the videomicroscopy and the optical tweezer
as a biophotonic tool to characterize rheological properties of red blood cells
(RBC). In particular, we have determined the RBC shear elasticity (u) and
membrane viscosity (n) using a homemade Labview subroutine that allows us
to extract both parameters simultaneously. The elasticity was obtained by
analyzing the RBC length when it was dragged with six constant velocities (from
140 to 315 pm/s). The membrane viscosity was evaluated by the recovery
time, 1, that the elongated RBC takes 1o return to its original conformation after
been dragged with the velocity 280 pm/s. RBC elasticity, viscosity and the
recovery time are related by the equation, T = n/u. Once p and T were obtained
experimentally, it was possible to find the RBC membrane viscosity. After
establishing the methodology to normal RBCs, p. n and, t values for RBCs
obtained from § thalassemia intermediate patients were also determined.
Preliminary results suqqest that § thalassemic intermediate RBCs are 29% less
elastic and present a nj and a T about 80% and 43% higher than normal RBCs.
Thus, we can conclude that the optical tweezer is a valuable tool to elucidate
the RBC rheology that is essential to understand physiological changes
resulting from intrinsic or extrinsic conditions, such as hemoglobinopathies.
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Hemoglobinopathies are a group of hematological diseases characterized by a
set of alterations in red blood cell (RBC) globin chains that lead to changes in the
function and/or stability of the hemoglobin molecule. It is presumed that these
alterations may induce modifications in the RBC negative membrane charge,
which prevents RBCs from aggregating not only with each other but also with
endothelial cells. Thus, the aim of this work was to study the electrical charge
modifications on the surface of sickled (HbSS) and B-thalassemia intermedia
(HbB) RBCs whencompared with healthy (HbA) ones. The study was performed
by flow cytometry exploring the electrostatic interaction of fluorescent cationic
quantum dots (QDs) with the negative surface of RBCs. For this, CdTe QDs
stabilized with cysteamine were synthesized and optically characterized. Results
indicated a significant reduction in the negative membrane charge of HbSS and
HbB RBCs, since the labeling percentages was respectively 88.7% and
77.7%,when compared to healthy HbA RBCs (97.3% - p < 0.01). This difference
was more noteworthy when observing the medians of the fluorescence intensity,
for which HbSS and Hbp presented, respectively,a signal of about 50% and 55%
lower than HbA (p < 0.01). Therefore, results suggest that the alterations
suffered by HbSS and Hbf RBCs imply in the reduction of their negative
membrane charge, acting negatively on the systemic homeostasis. Additionally,
cationic QDs have proved to be a valuable tool for elucidating cell surface
charges that are essential to understand physiological alterations resulting from
hemoglobinopathies.

This work was supported by CAPES, CNPq, FACEPE, HEMOPE, and INCT-
INFo.

74



ANEXO C - PARECER COMITE DE ETICA

FUNDAGAO DE
HEMATOLOGIA E %“W“M .
HEMOTERAPIA DO ESTADO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDOS DE HEMOGLOBINOPATIAS E DA AGAO DA HIDRO}(IUREIA SOBRE AS
PROPRIEDADES ELETRICAS E BIOMECANICAS ERITROCITARIAS ATRAVES DE
PINCAS OPTICAS

Pesquisador: Diego César Nunes da Silva

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 52781115.7.3001.5195

Instituicao Proponente: Fundagao Universidade Federal do Vale do Sao Francisco
Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.719.437

Apresentacao do Projeto:
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a 50 m, faixa ideal para estudos celulares. Pode-se também dizer que uma grande contribuicao das POs é
sua habilidade de extrair a correlagdo existente entre 0 mundo mecéanico e quimico dos diversos sistemas
biolégicos. Para o estudo da biologia eritrocitaria, pode-se dizer que a deformabilidade celular € uma
propriedade critica para que as hemacias possam desempenhar bem suas fungdes na microcirculagéo,
sendo esta uma consequéncia da sua capacidade elastica ou simplesmente da sua elasticidade celular ().
Por outro lado, as cargas da superficie eritrocitaria originam um potencial repulsivo denominado potencial
Zeta () que atua prevenindo a agregacao entre as hemacias e consequentemente a oclusao dos vasos
sanguineos. A pode ser medida capturando as células através das POs e arrastando as mesmas a uma
velocidade constante através do soro sanguineo, simulando assim seu comportamento na microcirculagao.
J& o pode ser obtido através da mensuragdo da velocidade terminal atingida pelo eritrécito apés ser
liberado das POs sob agao de uma voltagem
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