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RESUMO

Estudo do Potencial Zeta e da Elasticidade de Erifcitos utilizando Pingas Opticas
e Avaliacdo da Acdo Conservante do Polifosfato dé@o

O estudo de lesbes de estoque e a avaliacdo @meians de qualidade em
concentrados de hemacias, hemocomponente amplamglzado em transfusdes
sanguineas, sdo importantes por predizerem aidiadd pos transfusional das células
estocadas. Para mensuracdo do potencial zeta ledtizi@ade celular, indicativos do
estado oxidativo e do grau de envelhecimento aeltdautilizada a técnica da pinca
optica, que possibilita manipulacdes precisas samar danos aos sistemas bioldgicos.
A avaliacdo temporal da elasticidade de eritréciosazenados em CPD/SAG-M
comprovou a tendéncia de perda gradual da defolinede celular em funcdo do
tempo de estocagem, tornando-se menos viaveis. AgAso semanas de
armazenamento, as células se apresentaram 134%rigigias. Ja os valores do
potencial zeta decresceram 43% com a estocagentanold perda de carga de
membrana, sinal de lesdo oxidativa. A acdo do geihito de soédio, polimero
inorganico antioxidante, sobre as propriedades éo@micas das hemacias estocadas foi
também estudada. As hemacias na presenca do failif@presentaram menor perda
elasticidade (em funcé&o do tempo de estocagemmgipalmente a partir da 52 semana
de armazenamento, indicando que o polifosfato pmmEfeum potencial candidato a
solucéo preservante de concentrado de hemaciasla”facgdo sob a coagulacdo foi
também analisada através do tempo de tromboplgstitéalmente ativada e tempo de
protrombina, mostrando aumento do tempo de coa@ulacalcio dependente
proporcionalmente ao aumento da concentracédo dlegiato no meio. Por final, uma
avaliacdo de parametros usuais de qualidade demivado de hemacias (hematdcrito,
teor de hemoglobina, grau de hemdlise e controleramiol6gico) ndo mostrou
alteragBes negativas significantes quando na praseo polifosfato. A Pinca Optica
mostrou-se eficiente na quantificacdo do potenoédh e elasticidade de eritrocitos.
Essas medidas podem nos ajudar a compreenderia agkfeitos de hemacias sobre

variadas condicdes de estocagem.

Palavras-chave: concentrados de hemécias, lesdes de estoque, cipbtereta,
elasticidade celular, polifosfato de sodio, pinpada.
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ABSTRACT

Study of Zeta Potential and Elasticity of Erythrocytes using Optical Tweezers and

Evaluation of Preservative Action of Sodium Polyphsphate

The study of storage lesions and evaluation ofityyaarameters in packed red
blood cells, blood components widely used in blaahsfusions, are important for
predicting post-transfusion viability of stored IselfTo measure the zeta potential and
cell elasticity, indicative of oxidative status athe degree of cellular aging, we used the
technique of optical tweezers, which enables peeoisinipulation without damage to
biological systems. The assessment of temporati@tgsof erythrocytes stored in
CPD/SAG-M showed the tendency to gradual loss bfdeformability as a function of
storage time, becoming less viable. After five weelk storage, the cells had 134%
more rigid. The values of the zeta potential dessedad3% with storage, indicating loss
of membrane charge, a sign of oxidative damage.athien of sodium polyphosphate,
inorganic polymer antioxidant, on the biomechanpalperties of stored red blood cells
was also studied. The red blood cells in the preseh polyphosphate showed less loss
elasticity (depending on storage time), mainly frira 5th week of storage, indicating
that the polyphosphate may be a potential candistaltgion preservative of red blood
cells. Its action on coagulation was also analyaesing the activated partial
thromboplastin time and prothrombin time, showimgiacrease of clotting time with
increasing calcium dependent on the concentratiguolyphosphate in the middle. In
the end, an evaluation of the usual parametersiality of red blood cells (hematocrit,
hemoglobin, and hemolysis degree of microbiologmahtrol) showed no significant
adverse change in the presence of polyphosphateaDpweezers proved to be
efficient in the quantification of zeta potentiahda elasticity of erythrocytes. Such
measures may help us understand and evaluate fdetsedf erythrocytes on various

storage conditions.

Keywords: packed red blood cells, storage lesions, zetanpatecell elasticity, sodium

polyphosphate, optical tweezers.
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CAPITULO 1 — INTRODUCAO
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O concentrado de hemacias é o hemocomponente til@ado nas praticas
transfusionais. Obtidas a partir da centrifugac@osdngue total, as hemacias séo
estocadas em solugcBes especiais que contém sapsasgenciais ao metabolismo
celular em sua formulacdo. O estudo de lesGestdgquese a avaliagdo de parametros
de qualidade em concentrados de hemacias sao msygois podem refletir a
qualidade da solucédo preservante utilizada e ailidatte celular pos transfusional.
Normalmente sao realizados ensaios de controleiaiédgde de rotina nos servigos de
hemoterapia, onde a qualidade do hemocomponentevaktada por analise de
hematdcrito, niveis de hemoglobina, nimero dedeitys, grau de hemalise e controle
microbiolégico [ANVISA, 2004].

Algumas caracteristicas mecanicas e elétricas atekilpodem também estar
relacionadas a qualidade dos concentrados de hesn&xipotencial zeta, determinado
pela distribuicdo cargas elétricas ao redor dala@m funcdo da estrutura superficial
externa da membrana plasmética, pode indicar alestaidativo da membrana e
refletir a tendéncia de aglutinacdo intercelularO[@N E CAPRANI, 1997,
JOVTCHEYV, 2000]. A elasticidade ou deformabilidaxddular, ligada as caracteristicas
arquitetbnicas da célula e as propriedades elasticaolégicas de constituintes ndo sé
da membrana, mas também do citoplasma, pode iralicandicao fisiolégica da célula
como um todo, sendo também preditivo da viabilidade transfusional do eritrécito
[MOHANDAS, 1993; PEARSON, 2001].

Dentre varias técnicas de manipulacao e microapésa o estudo dos sistemas
biolégicos desenvolvidas na década de 80, destaeapinca Optica, desenvolvida por
Ashkin. Esta ferramenta é baseada nas propriedadessculares da luz, que através da
transferéncia demomentumde fotons emitidos por um laser, permite a captura
manipulacdo e medida de diferentes microestrutbi@égicas de maneira eficiente e
sem causar danos aos sistemas estudados [ASHK4N, €i986]. Esta metodologia
pode ser empregada para o estudo das caracterisi@eanicas e elétricas celulares
[FONTES, 2011].

A mensuracgdo do potencial Zeta e da elasticidaderittécitos pela técnica da
pinca optica € interessante por permitir além dantificacdo destes parametros, avaliar
a evolucdo com o tempo de armazenamento e analefaito provocado por diferentes
substancias adicionadas ao concentrado de heméoa®, conservantes ou agentes

toxicos.
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O polifosfato de sodio (n = 9), que ja vém sendiizatlo como agente
estabilizante e veiculador de fosfato em formulagde Nutricdo Parenteral, pelas suas
propriedades antioxidante, anticoagulante e tampenaapacidade de complexar ions
calcio e por ser fonte bioenergética [PEREIRA, 20@Yostra-se como um potencial
agente preservante de hemocomponentes estocados.

O estudo da acéo do polifosfato (n = 9) nas caiiatitas mecanicas e elétricas
de concentrados de hemacia mostra-se interessardeapobservacdo de possiveis
efeitos conservantes ou deletérios deste agentideam a constituinte de solucbes
conservantes de componentes sanguineos. Somadwaliacdo de parametros de
qualidade de rotina de concentrados de hemaciag) goau de hemdlise e hematdcrito,
0 estudo da elasticidade e potencial Zeta, pod#izeneum possivel comprometimento
da viabilidade pés-transfusional de eritrocitoseacidos de polifosfato.

Apesar de suas caracteristicas vantajosas a hemésiados anteriores
demonstram a acéo pro-coagulante do polifosfat@afpeacédo de fatores da coagulacdo
e estabilizacdo do coagulo de fibrina formado. Poestes resultados sé@o obtidos
apenas para polifosfatos com numero elevado deatéssfcondensados (n > 25)
[SMITH, 2006]. A possivel acao do polifosfato sobreoagulacdo sanguinea € também
interessante de ser avaliada, para observacao tdac@ acdo indesejada por este
mecanismo.

Este trabalho sugere que medidas de elasticidddarce potencial Zeta de
membrana podem ser utilizados como indicadores a&netros de qualidade
transfusional, por estarem relacionados ao estadiatoyo da membrana e ao grau de
envelhecimento da célula. Sugere também a aval@dggmssivel acdo preservante do

polifosfato de sodio sobre eritrocitos em armazesrdm
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CAPITULO 2 — OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Aplicar metodologia baseada na técnica da pincacapgbara mensurar a
mudanca de elasticidade de eritrocitos mantidosselincao preservante com ou sem
polifosfato de sédio bem como a mudanca do potereta da membrana eritrocitaria

com o tempo de estocagem.

2.2 Objetivos Especificos

. Avaliar a evolucdo temporal do potencial zeta denbrana e da elasticidade em
eritrocitos armazenados em bolsas de CPD/SAG-Manito

. Analisar a acdo do polifosfato de sédio (n=9) sqgmedmetros de qualidade
adotados por servicos de hemoterapia para condestde hemacias e sobre o tempo

de coagulacédo sanguinea

. Avaliar o efeito do polifosfato de sédio (n=9) selmpropriedades mecénicas de

eritrocitos armazenados em CDP/SAG-Manitol.
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3.1 Propriedades Bioldgicas do Eritrocito

O eritrécito é o tipo celular mais abundante dogsan Possui forma discoidal
bicbncava, com diametro médio de 7 a 8 um, espessanando de 2 a 1 um da
periferia para o centro e volume celular de 9C (figura 1). Em condices normais o
sangue contém de 4,5 a 6,5 milhdes de glébulos elkawn por milimetro cubico
[KLINKEN, 2002].

7.5 um

Figura 1. Hemacias com forma anatbmica biconcavaactaistica (Adaptado de
http://intranet.hemobras.gov.br/).

O eritrécito € uma célula sanguinea da linhagemloidee O processo de
eritropoiese, maturagdo a partir de célula precar@@iem-ce)l da medula 6ssea, dura
em média 14 dias. Apos ganharem a circulacdo, possuma vida meédia de 120 dias,

percorrendo cerca de 250 km neste tempo.

A principal funcdo dos eritrécitos € o transpore akigénio dos alvéolos
pulmonares para todos os tecidos corporais. Em meguantidade, transporta gas
carbonico dos tecidos para o pulmao. Aléem de ekevpntidade de hemoglobina no
citoplasma, a eficiéncia do transporte gasoso dkpele: manutencdo das cargas de
membrana, o que permite repulséo intercelular midgaaglutinacdo; manutencéo da
forma bicbncava, que garante um rapido fluxo dadana circulacéo; e a capacidade
de prevenir o estresse oxidativo, mantendo os q@aabmos de ferro em cada molécula
de hemoglobina no estado ferroso 4Feconfiguracdo da ligacdo reversivel com a
molécula de oxigénio [KLINKEN, 2002].
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A grande capacidade de se deformar permite a hartracispor vasos capilares
e sinusoides de diametro bastante reduzido. Qupediem estas caracteristicas as
hemacias envelhecidas sao eliminadas da circula@éoélulas fagocitarias do sistema
reticuloendotelial, principalmente no bago e na uteeadssea, 6rgdos encarregados da
hemocaterese [DOBBE, 2002].

3.1.1 A Membrana Eritrocitaria

A membrana plasmatica € composta por dupla camead#siolipidios que
delimita o fluido intracelular no liquido extracklue permite captacdo de nutrientes,
ions e gases. Ela possui varias estruturas pret@issociadas, como canais idnicos,
sistemas enzimaticos e proteinas estruturais queafo o citoesqueleto (Figura 2). A
membrana da hemacia em especial é dotada de focorssisténcia que Ihe permite alto
grau de deformabilidade [MURADOR, 2007].

Fluido extracelular

Glicolipideo

Carboidrato
Glicoproteina
-
Proteina
Bicamada Integral
Lipidica {

- 2RI

-

o

Filamentos de
Citoesuaueleto

citoplasma

Figura 2. Modelo esquematico de mosaico fluidophiico da membrana plasmatica
(MURADOR, 2007).

A forma do eritrécito € mantida por proteinas extiembranares localizadas na

regido periférica interna da bicamada lipidicatadds para o citoplasma. Dentre estas
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proteinas, que compdem o citoesqueleto membrasapriacipais sao espectrina,

anquirina, actina e tropomiosina.

A espectrinaé uma proteina bifilamentar flexivel e fibrosae asta ligada por
sua cadeia beta a um compleatina-tropomiosina, formando uma malha contratil
envolvida na deformabilidade do eritrocito. Essaugra ancora-se na membrana pela
ligacdo da cadeia alfa da espectrina em dois poBtpsimeiro ponto ocorre na proteina
integralglicoforina C, numa ligacao estabilizada pela proteina de bdridaD segundo
ponto é através danquirina, que faz a ponte com @roteina de banda 3 mais
abundante da membrana eritrocitaria, incorporad@gido mais profunda da bicamada
lipidica (Figura 3) [MURADOR, 2007; HERNADES & BLAGIO, 2005].

Banda 3
Residuos de catholudratos

ik Glicoforina C

Tropomodulina {

Figura 3. Proteinas do citoesqueleto celular (¢gpacanquirina), ancoradas nas proteinas de
membrana (banda 3 e banda 4.1) (HERNANDES & BLANZ@D5).

Além da funcdo mecanica, a proteina de banda 3 éamad i6nico que media a
troca de ions cloreto (Glpor carbonato (HCE). Por esse mecanismo ela regula o
equilibrio &cido-bésico celular, aumentando a ddpde de transporte de ¢Qela
hemécia em situacfes de baixa pressdo de oxigénioaagdose metabdlica
[MURADOR, 2007].

Outra proteina ionofora, conhecida pomba de calcig expulsa o célcio para

fora da célula, evitando o aumento da sua conggrantracelular. O calcio esti
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envolvido na regulacdo e estabilizacdo da estrufosdolipidica da membrana.
Concentracbes elevadas de calcio no interior dalacébrnam-a menos deformavel
[WOLFE,1985].

3.1.2 Potencial Zeta da Membrana Eritrocitaria

A superficie eritrocitaria € dotada de carga negatievido principalmente a
presenca do acido sialico conjugado a glicoproteirde membrana. Este
monossacarideo possui um grupamento carboxil quemmi® aquoso e no pH
fisiol6gico torna-se ionizado (COQsendo o principal responsavel pela carga nemativ
da membrana (Figura 4). Assim, a hemécia exerdeémdia na distribuicdo espacial
dos ions em meio salino, como o plasma e solugiiesecvantes. ions de carga oposta
se aproximam por atracdo eletrostatica formando nuvem eletrénica em volta da
célula. A densidade de contra-ions cresce comaxiapacao da regido perimembranar
[EYLAR et al, 1962, ALBERTS et al, 1997].

o ACIDO SIALICD

Figura 4. Estrutura de uma molécula de acido siakn destaque grupo carboxil que em meio
aquoso adquire forma ionizada (CQ@naior responsavel pela eletronegatividade eittioa.
(EYLAR et al, 1962, ALBERTS et al, 1997).

Alguns cations ligam-se fortemente a superficieedtrocito, chegando a se
mover junto com a célula, formando uma camada cotapde ions, ou camada de
Stern. Outros ions positivos continuam sendo aisgiéla carga superficial da hemacia,
porém sao repelidos pela camada de Stern, resaltamdormacdo de uma segunda
camada difusa de contra-ions (Figura 5). A difemethe potencial elétrico no ponto de

cisalhamento — plano que delimita as camadas dm @gue se movem e que nao se
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movem com as hemacias — é chamada de potencialQuedato maior for o potencial
zeta de membrana maior sera a repulséo interceklasse potencial repulsivo que
previne a agregacdo dos eritrocitos em solucdca gsindeza € dependente da

constante dielétrica e da concentracdo de contiario meio [HUNTER ET al, 1981].

* +
T +
o ot -
Superiicie Eritrocitaria + + +
Cargas Negativas e +
+ 4+
— G +
++ — -
- 4 + _
- ++ +
- 4++ 4 +
Tt - 4 -
= -
by L
++ i +
B s
Camada Compacta { +1T +4 +
Plano de Cisalhamento -+ > -+ = ®

Potencial Zeta
Camada Difusa + +

Figura 5. Representacdo esquematica do Potendialefe Eritrocito, com carga superficial
negativa (Modificada de POLLACK et al., 1977).

Nos vasos de pequeno calibre, for¢as de repulsfrosthtica entre os eritrocitos
e células endoteliais faciltam o fluxo de sangBOIRN, 1985; BORN, 1989].
Quando o acido siadlico é removido do glicocalix pratamento enzimatico com
neuraminidase, os eritrocitos sao capturados erdeg@specificas, ocorrendo reducao
do fluxo sanguineo [SIMCHON et al. 1988]. Entdeducao das cargas da membrana
afeta o comportamento do fluxo das hemécias naoniiculacdo, e ilustra a

importancia do acido sialico na patogénese de @sevgsculares.

3.1.3 Metabolismo do Eritrécito

A manutencéo da forma e do volume do eritrécitodma) o transporte de gases
e a protecao contra oxidacdo da hemoglobina eshioanoléculas importantes, como
lipidios de membrana e proteinas estruturais, sferdlentes do funcionamento de
sistemas enzimaticos baseados no catabolismo adzsglpara producdo de adenosina

trifosfato (ATP). Devido a sua pressao osmoticallaelser maior que a do plasma, a

24



tonicidade e integridade da membrana sdo mantidaimfensa troca de ions sédio e

potassio, num transporte ativo realizado pela bordea sodio-potassio-ATPase
[NAKAO, 1960].

Por ser uma célula anucleada e desprovida de dagamehemacia madura nao
sintetiza proteinas nem realiza fosforilagcdo oxidatA Figura 6 apresenta um esquema
contendo as rotas principais observadas no metatwlidos eritrécitos. O seu
metabolismo energético é suportado pela via aneerdeEmbden-Meyerhoff do tipo
nao-oxidativa e interligada a trés vias menoreviaAFosfogluconato(ou via das
pentose$ do tipo oxidativa, via d&letahemoglobina redutase a via deRapoport-
Luebering [RAPOPORT, HEINRICH & RAPOPORT, 1976; MULQUINEY, 29;
WIBACK, 2002].

ATF Glucose

app . i
v [
F-6-F B-P-Gluconate

pigal 1T AE,

F-1,6-P—__ pibulose-5-P

DHAP =& 3-P-G1 ucera]dehudeJ

nap o ¥
1,3-DPG w—
Sate 1} 2,3-DPG
T-PGA i—
1 |
2-PGA
1 |
280F PEF
Zatp o}
HADH Pyruwvate
::”,
MaD
Lactate

Figura 6. Via glicolitica principal do metabolismenergético eritrocitario (via de
Embde-Meyerhoffom vias acessorias (via do fosfogluconato owaitds pentoses e via de
Rapoport-Luebering, produtora de 2,3DPG) (Adaptado de  http://www.med-
ed.virginia.edu/courses/path/innes/nh/energy.cfm).
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Para inicio e manutencdo da viaktabde-Meyerhofsdo consumidos dois mols
de ATP para cada mol de glicose a ser catabolizaddinal sdo gerados quatro mols
de ATP, resultando em rendimento de dois mols dé pdr mol de glicose. Além da
reserva energética, metabolitos essenciais a harsaoi gerados por vias assessorias a
via principal [RAPOPORT, HEINRICH & RAPOPORT, 1976]

Pelavia do fosfogluconatq ou desvio das pentoses, a enzima glicose-6-fosfato
desidrogenasg@>-6-PD), converte glicose-6-fosfato (glicose GaR-fosfogluconato (6-
PG), com producéo de nicotinamida-adeninadinuaeotfosfato reduzido (NADPH) e
glutation reduzido (GSH). O NADPH é gerado comocpsso final da transformacéo
do glutation peroxidase (GPx) em glutation reduz{@&H), agentes protetores de
processos oxidativos (Figura 6) [RAPOPORT, HEINRIEIRAPOPORT, 1976].

O NADH gerado é util na prevencao da oxidacado dwmfdos grupamentos
Heme, evitando a transformacdo de oxihemoglobina reetahemoglobina, num
processo mediado pela enzima metahemoglobina ssd[RAPOPORT, HEINRICH &
RAPOPORT, 1976].

A via delLuebering-Rapopore um caminho alternativo entre o 1,3-DPG e o 3-

PG, que diminui o rendimento de producéo de ATRs gaaa 2,3 difosfoglicerato (2,3
DPG) — metabdlito essencial ao mecanismo de liBerage oxigénio fixado a
hemoglobina — que pela acdo de uma fosfatase dicanldi a 3-Fosfoglicerato, dando
continuidade as etapas subsequentes da via ptinéigaura 6). Em condicbes de
extresse oxidativo até cerca de 90% da glicoseucaidsa no metabolismo eritrocitario
pode ser destinada a producéo de 2,3 DPG [RAPOPBRINRICH & RAPOPORT,
1976; LEE, 1999].

O 2,3 DPG liga-se de maneira reversivel a hemaggobntre as duas globinas
beta. A remocdo do 2,3 DPG permite a fixacdo espante do oxigénio pela
hemoglobina. Quando o oxigénio é liberado no teaider oxigenado, o 2,3 DPG torna
a se ligar a hemoglobina, num equilibrio controlgma pressdo de oxigénio na
corrente sanguinea (Figura 7) [MULQUINEY, 1999; WKIBK, 2002].
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Figura 7. Sequéncia dos estagios da oxigenacBewhaglobina. A) Hb desoxigenada; B) e C)
fixacdo de @ por globinas alfa; D) e E) fixacdo de @r globinas beta e deslocamento de 2,3
DPG. (Adaptado de http://www.hemoglobinopatias.dwthemoglobina/fisio-oxi.htm).

Todos estes mecanismos metabdlicos sdo interbgadanterdependentes,
qualificando o eritrocito a desenvolver sua fundaaransporte de oxigénio durante o

seu periodo vital.

3.1.4 Elasticidade do Eritrocito

Mesmo sendo submetida a ciclos continuos de detd@mna elongacéo,
causados pelo fluxo sanguineo e pela transposiedwados de reduzido calibre, a
hemacia consegue restabelecer sua forma originderglo alongar-se até 230% em
relacdo a sua dimensdo normal. Esta elevadacafaste, ou deformabilidade, esta
ligada as caracteristicas arquitetbnicas da cél@s propriedades elasticas e reologicas
dos constituintes da membrana e citoplasma [MOHASDP093; PEARSON, 2001].

Quanto maior for a raz&do &rea superficial/volumelag maior sera a elongacgéo
e habilidade de deformacéo. Hemacias grandes degetleformar mais para transpor
pequenos vasos. O citosol funciona como um flueletaniano ideal, com viscosidade
constante para uma temperatura discriminada. Sempatamento reologico
correlaciona de maneira linear uma forca aplicadslala com a sua velocidade de
deformacéo. Elevadas concentracdes de hemoglotyiphca em maior viscosidade

celular.

A deformabilidade celular € também influenciadaapilidez da membrana.

Este parametro depende da integridade das protpémndéricas componentes da rede
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citoesquelética e da distribuicdo das estrutunaislitas. A densidade de proteinas
estruturais, com destaque para a espectrina, tamieate proporcional a rigidez da
membrana. A elasticidade celular pode ser regytetiainteracdo da espectrina com a
bicamada lipidica. Em relagédo aos lipidios conisii@s, um conteudo aumentado de
colesterol ou diminuido de fosfatidilcolina tornangmbrana mais rigida [NASH,
1993].

3.2 O Concentrado de Hemacias

O concentrado de hemacias € o hemocomponente mplaraente utilizado nas
praticas clinicas. E indicado para aumentar a maess@citaria em pacientes que
necessitem aumentar sua capacidade de transpootdagdmio, como em hemorragias
agudas e nas anemias normovolémicas. Entre asvaotgyens frente ao sangue total
tem-se a mesma capacidade de oxigenacdo tecidual roetade do volume
transfundido e reducdo da concentracdo de isoamglas (Anti-A e Anti-B).
[RAZOUK, 2004].

Normalmente a separacdo dos hemocomponentes é feitatécnica de
centrifugacdo refrigerada do sangue total, em funga diferenca de tamanho e
densidade dos seus elementos. O concentrado deibsméar ser a por¢gdo mais densa
se deposita no fundo da bolsa de sangue centrdudgémia camada leuco-plaguetaria
(buffy-coa} se forma sobre as hemacias e o plasma sobrerademtem plaquetas é
extraido para uma bolsa satélite (Figura 8) [CAIRIST1985].

As Dbolsas utilizadas para fracionamento e armazentm dos
hemocomponentes sédo confeccionadas em policloeetonda (PVC) e plastificantes
(ftalatos) que permitem troca gasosa entre o ortedla bolsa e 0 meio externo
[PIERRE, 1981].
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hemicias

Figura 8. a) Bolsa de Sangue ap0s primeira ceg&iffio, com separagdo das fases de
hemocomponentes. b) extracdo do plasma sobrenagante bolsa satélite (Adaptado de
http://intranet.hemobras.gov.br/).

3.2.1 Metabolismo do eritrocito em armazenamento

Os eritrocitos armazenados sofrem alteraces nsidigigicas que se acentuam
com o passar do tempo. Ocorrem as chamadas les@satjue, advindas da crise de
nutrientes e metabolitos essenciais (Tabela 1)edugdo do pH é comum durante
estocagem devido ao acumulo de acido latico prdduziela via glicolitica.
Inicialmente ocorre uma rapida queda nas concdigsage 2,3 DPG por supressédo da
via de Luebering-Rapoportpara um aumento do rendimento da via principal de
producdo de ATP, na tentativa de manter as funigidé®&gicas dependentes de energia.
Posteriormente a exaustao das reservas glicolldégazambém a queda de producédo de
ATP. A propria diminuicdo dos niveis de 2,3-DPGtdbui para a deficiéncia de ATP,
porque no pH acido este fixa-se preferencialmenteraoglobina nédo ligada ao 2,3-
DPG e diminui a sua quantidade disponivel para lasnde membrana e manutencdo
das via energética principal [VALTIS, 1954; DERMNGY; RAAT, 2005].
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Tabela 1. Alteracbes observadas em diferentes itontts de concentrados de
hemacias com o estoque prolongado de 42 dias. (Adiaple ZUBAIR, 2010)

Constituintes 42 dias de estocagem
Pré Pos
pH 6.8 6.4
ATP (mmol/g Hb) 4.1 2.9
2,3 DPG (mmol/g Hb) 9 0.3
K+ (mEg/L) 2.4 63
Hb livre (MG/dL) 9 372
Hemolise (%) 0 0.61

A diminuig&o dos niveis de 2,3-DPG durante o armazesnto celular aumenta
a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, de tainto que dificulta a oxigenacao
tecidual apos a transfusédo [CAIRUTAS, 1985].

A manutencdo da forma discoide e da integridadendenbrana é também
dependente de cadeia energética. A faléncia da ddalK-ATPase provoca perda da
resisténcia osmotica com acumulo de sédio e lignaloitoplasma, aumentando o grau
de hemdlise. A reducdo do ATP também comprometefarrdabilidade celular. O
acumulo de calcio por faléncia da bombd ®4g™*- ATPase, leva a desestabilizagdo
da estrutura fosfolipidica da membrana [WOLFE,1985]

Mudancas conformacionais das glicoforinas e degéma da rede
citoesquelética provocam o desprendimento de fp$ficds da membrana, com
formagdo de microvesiculas no meio. As heméciaslepera forma bicbncava,
tornando-se esferdcitos (Figura 9). A precipitagéaespectrina polimerizada provoca o
aspecto caracteristico dos equindcitos [GALVEZ @ B0ALBHURBER, 1983].
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Figura 9. a) Hemacias normais com formato bicémchy Esferdcitos, caracteristica da perda
de membrana em hemacias envelhecidas. c) Equispatvacteristica da precipitacdo de
espectrina em hemacias envelhecidas. (adaptadédide¢Ez Et al, 2006)

Com o passar do tempo os fosfolipidios constitgirda membrana também
acumulam lesBGes causadas pelo estresse oxidativabdlieo. Os acidos graxos
polinsaturados constituintes dos fosfolipidios dembrana sdo alvo dos metabdlitos
reativos do oxigénio (ROM). As hemacias sdo célutass suscetiveis a acdo destes
radicais livres, por estarem sob alta tensdo dgéox», possuirem maior proporcao de
acidos graxos polinsaturados na membrana e pedamga de do ferro nos grupamentos
heme [CLEMENS, 1987].

Estudos recentes sugerem que a transfusédo de agolerimelhos com mais de
duas semanas de armazenamento esta associadaresmiamos de complicacdo pos-
operatdria e maior taxa de mortalidade, o que rebaeuma antiga discusséo sobre o
impacto clinico das lesdes de armazenamento nosegiroentos transfusionais
[ZUBAIR, 2010].

3.2.2 Solugdes Preservantes

O uso de solugbes preservantes € uma forma de osarpeas perdas de
metabolitos essenciais a viabilidade das hemadiigsénuir o aparecimento de lesdes de
estoque e manter a integridade e a deformabilidallgar, caracteristicas fundamentais

a sobrevida po6s-transfusional das hemacias.

As primeiras solu¢des conservantes utilizadas catn elevada concentracéo
de glicose e citrato de sodio como agente antidaatpl pelo mecanismo calcio
dependente, e mantinham a viabilidade das hem@casaté 21 dias [LOUTIT e
MOLLISON 1943]. A adicao do ion fosfato, substrpra sintese de ATP e 2,3 DPG,
gera um efeito tamponante, retardando a acidifccal@ meio. O fosfato € também

componente dos fosfolipidios de membrana. Hemaesascadas em CPD (solucdo
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citrato-fosfato-dextrose) séo viaveis por até 28sdiO acréscimo de adenina a
composicao é benéfico a manutencao dos niveis d& AS solucdes do tipo CPDA
(solucéo citrato-fosfato-dextrose-adenina) incrammenem até 7 dias a viabilidade
celular, se comparadas com CPD, e estdo entre ramilégdes preservantes mais
utilizadas em servigcos de hemoterapia [GIBSON, 1G8REENWALT, 1990;NAKAO,
1960].

O advindo da solucédo aditiva SAG-M (solucdo deettmrde sédio, adenina,
glicose, manitol) especifica para conservacao aeeardrados de hemacias, trouxe a
vantagem de manter o hemocomponente por até 42Ed@smposta por solugéo salina
de tonicidade semelhante ao plasma e manitol, mpede hemaglutinacdo, além de
glicose e adenina. Esta solucdo € adicionada aoentrado de hemacias apds a
completa extracdo do plasma da bolsa centrifugaapermite um maximo
aproveitamento deste hemocomponente. A solucéovaddvorece indiretamente a
producédo industrial de proteinas derivadas do @a@gramoderivados) por aumentar o
rendimento de plasma por bolsa de sangue fraciqid@MAN, 1991].

A Tabela 2 relaciona as principais solu¢cfes utlima na preservacao de
hemocomponentes, com suas composi¢coes e respegraass de validade para
concentrados de heméacias.

Tabela 2. Principais solucdes preservantes e telapmnservacao de concentrados de

hemacias.
Solugbes Componentes Validade (dias)
ACD acido citrico, citrato, dextrose 21
CPD citrato, fosfato, dextrose 28
CPDA citrato, fosfato, dextrose, adenina 35
SAG-Manitol cloreto de sodio, adenina, glicose, itwhn 42

3.3 O Polifosfato

7

O Polifosfato € um polimero inorganico pertenceate grupo dos fosfatos
condensados, constituidos por unidades basicasngeoftofosfato (P§). Possuem

formula geral [P@],, sendon o grau de polimerizacdo (Figura 10). Podem sadobt
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sinteticamente comn variando de 2 a 300 mondémeros polimerizados. Paném

natureza sdo encontrados coma ordem de PJKULAEV et al., 2004].

O O O O O O O O O
i il i ! il i | i Il

P. _P_ _P_ _P___PL P _P_ _P_ P
o 0 O 0 O O 0O O O

Figura 10. Estrutura molecular de uma cadeia déopftito [PQ7],, comn = 9.

Os polifosfatos inorganicos encontram-se amplamgisgeminados em todos os
seres vivos (bactérias, fungos, protozoarios, atane animais). Em alguns
microorganismos o polifosfato atua como fonte dergia, com reciprocidade de
conversdao com o ATP, que ocorre por meio de enzirasferases e hidrolases
[KULAEV & KULAKOVSKAYA, 2000]. Andlises fisico-quimicas mostram que a
hidrolise de ligacbes P-O-P em polifosfatos lingalibera energia equivalente a
aproximadamente 10 kcal/mol, a mesma quantidadendgegia liberada pela hidrélise
do grupo fosférico terminal do ATP [KULAEV et al2004]. Os polifosfatos
constituem uma reserva de grupos fosfatos, netess#r crescimento e metabolismo
celular. A atividade tamponante dos polifosfatoli@m tem importancia bioldgica pela
acdo neutralizante de alcalis no interior das a8lUKORNBERG et al., 1999].
Pesquisas comprovaram a presenca de polifosfatogamcos em uma larga variedade
de células e tecidos humanos [KORNBERG et al., 1999WLING & BIRNBOIM,
1994; LEYHAUSEN et al., 1998].

As propriedades conservantes dos polianions plifos sdo largamente
exploradas nas industrias farmacéutica e alimenti€ls polifostatos retardam a
oxidagdo de gorduras insaturadas, inibem crescanenicrobiano e promovem
maturacdo de alimentos carneos, entre outras agiiles [DALMAS, 2004]. Foi
sugerido recentemente que podem também ser utiBzadmo fonte alternativa de

fosforo em formulacdes para nutricdo parenteraRPIRA, 2004].

Entre suas caracteristicas Uteis em formulacbesacdes-se o potencial
antioxidante e bactericida, a capacidade de centiolpH (propriedade tamponante),
acdo quelante sobre ions bivalentes e estabilizzmtam modo geral [HOURANT,
2004; KIM, 2004].
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Estas caracteristicas dos polifosfatos aparentemmaostram-se interessantes a
preservacdo de hemocomponentes. A acdo quelantee sobs C& torna-o
anticoagulante e estabilizante de membrana. Odeetda acidificacdo do meio, a
prevencdo de danos oxidativos causados por radloaess, a fonte de fosfato
inorganico e o potencial de reserva energéticamaskr Uteis para diminuir as lesdes

de estoque e aumentar a viabilidade postransfusienaemacias.

Os efeitos toxicos dos polifosfatos sdo equivakerses dos monofosfatos e
estdo relacionados ao desequilibrio metaboliceedasforo e calcio [OMS, 1964]. Por
administracdo parenteral, o polifosfato sofre Hidedna circulagcdo sanguinea e sua
excrecdo ocorre principalmente por via urinaria.e@rendo-se os limites de
concentracdo corpodrea indicados (70 mg/Kg), o uws@alifosfatos em alimentos e
produtos farmacéuticos néo oferece riscos sigtifiea a saude [OMS, 1974; WEINER
et al., 2001].

Estudos recentes propuseram a uma acdo pro-cosguanpolifosfato, por
aceleracdo da via intrinseca e estabilizacdo dgubodle fibrina. Porém, este efeito €
dependente do tamanho do polifosfato, ocorrendccaseias a partir de 25 fosfatos
condensados, e sendo mais significativo em cadesésres que 75 fosfatos, como as
encontradas nos granulos das plaquetas [SMITH,]2006

3.4 Pinca optica como ferramenta de manipulacao lcgar

Lasers sdo amplamente utilizados nas ciéncias blicag® para fins
diagnosticos, intervencgfes cirlrgicas e manipukddielégicas. Dentre suas varias
aplicacdes, destaca-se o0 trabalho pioneiro de Ash&i colaboradores, que
desenvolveram uma técnica de captura e manipuldedestruturas microscopicas,
baseada na transferénciardementunde fétons de um feixe de luz de laser de argbnio
(A =514 nm) [ASHKIN et al., 1986]. Posteriormente, estentéa, conhecida por pinca
Optica, foi empregada com sucesso para manipulagtiase extracelulares sem causar
dano ao sistema organico, substituindo a fonte rgén& por Neodimio Yttrium
Alluminum Garnet(Nd:YAG), de menor freqiéncia e maior comprimento ahda
(1064 nm). A maioria das estruturas biolégicasrandparente ao infravermelho
proximo, com pouca absor¢éo de radiacdo nessardgi@missao, ndo sofrendo danos
estruturais [ASHKIN e DZIEDZIC, 1987; ASHKIN, 1989A figura 11 exemplifica o
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comportamento de absor¢cdo dos pigmentos de henogloligenada (Hbg) e da

melanina em funcdo dos comprimentos de onda.

514 nm (100) 1064 nm (10)

1
)
)
|}
)
1
)
J

102

coeficiente de absorgéo (u. &)

400 500 600 700 800 900 1000

comprimento de onda (hm)
=== HbO, - melanina

Figura 11: Absorcdo dos pigmentos melanina e havhog em funcdo do comprimento de
onda (Adaptado do site http://csernigm.hu/).

O sistema de pinca Optica consiste de um feixeaser Ifortemente focalizado.
Para comprimentos de ondas menores do que os ®bj@igionados, a captura pode ser
entendida a partir da 6ptica geomeétrica. Tem-se comapreensao mais intuitiva da
armadilha éptica examinando dois raios de um feigdaser conico incidente sobre
uma microesfera. Pela teoria da dualidade ondé&epktproposta por Einstein, a luz
pode ser entendida como particula (féton) que iagia microesfera tera sua trajetoria
desviada e imprimird um recuo ao objeto na diréEdpocomo mostra a Figura 12. Os
raios “a” e “b” da Figura 12(b) se encontrariamfoco “f” se ndo houvesse o objeto. O
desvio desses raios produz os recuos nas dire¢eéEs € “Fb”, que compdem o
deslocamento “F”. Esta forca “F” leva o centro digeto a coincidir como o foco do
laser mantendo-o aprisionado neste ponto [FONTES9;IBRANDAOQ, 2003].

Uma forma intuitiva de entender o aprisionamentia p& é associar uma mola
ligando o centro da particula ao foco do lasert®fEgma um feixe de laser focalizado
sobre a microesfera, cria uma “armadilha” que nmartéentro da particula no foco do
laser. Toda vez que deslocarmos o laser, o cemdtratias do laser e assim a particula

esta aprisionada e podemos mové-la em tridimensi@mde.
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a) b)

Figura 12. Transferéncia de momentum do féton negpdptica para uma esfera. a) sentido do
desvio sofrido pelo objeto quando da incidéncidader. b) dois laser produzindo uma forca
que mantém a esfera aprisionada por fazer o séw amincidir com o foco (FONTES, 1999).

Desta forma um feixe de laser focalizado sobre araesfera, cria uma
“armadilha” que mantém o centro da particula nafdo laser. A resultante F € uma
forca restauradora, assim como forgca elastica de mnola, conectando o centro da
particula ao foco do laser. Quando o laser € meniado, a particula acompanha seu

movimento tridimensionalmente.

Apesar das forcas Opticas envolvidas nessa pingansmuito pequenas, em
torno de 0,1 - 100 pico (¥6) Newtons, sdo suficientemente grandes para captura
particulas com tamanho abaixo de8f, cuja massa € também muito pequena. Dessa
forma a pinca 6ptica é capaz de manipular parccten dimensdes aproximadamente
entre 50 nm a 5@Qm, tornando-a ideal para estudos de células, nmgansmos e
biomoléculas [FONTES, 2005]. No entanto esses galpequenos de forca aplicados
sdo importantes para preservar as células e ajudléen diferencas significativas de

medidas mecanicas para populacoes semelhantes.

Entre varias aplicagfes, a técnica da pinca Ofidai utilizada na insercéo de
material genético em diferentes tipos celularesRIRIES, 2009], para mensurar 0
comprimento de moléculas de DNA [SAKATA, 1998], deteccdo de concentracdes
femtomolares de antigenos [LALIBERTE, 2009], paedin deslocamentos celulares e
forcas de contragcdo actina-miosina cardiaca [SU@I@Ral., 1998], na avaliagdo da
rigidez de microtaubulos e manipulagdo para engémlti biomoléculas [FELGER et
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al., 1996; DINU et al., 2009] e para andlise da ilidade de espermatozoides
[NASCIMENTO et al., 2008] e tripanossomideos [POZ2009].

As primeiras manipulacdes de eritrécitos com piopéica foram feitas por
HURUTA et al 1998 e SLEERt al. 1999. Recentemente foram consolidados métodos
de medidas de propriedades mecanicas e elétritaxcigdirias [FONTES et al., 2008;
FONTES et al., 2011]. Varios métodos ja foram pedp® para se avaliar as
caracteristicas elasticas eritrocitaria, tais coaspiracdo em micropipetas [EVANS e
MOHANDAS, 2000], filtracdo [BEREZINA et. al., 2001teoscopia [SUTERA et al.,
1985; DOBBE et al., 2002] e extensdo por camposi@é de alta frequéncia
[KOZLOV & MARKIN, 2000]. No entanto estas técnicado baseadas em médias e
consideram um U(nico aspecto do comportamento nwxaoelular, fornecendo
informacfes somente qualitativas. A técnica derag@d por micropipetas apresenta a
vantagem de analisar cada célula individualmergeerfdo uma correlagdo entre a
por¢cdo de membrana invaginada para o interior @dsopipeta e a elasticidade celular.
Porém este método avalia a influéncia somente oipponente membranar do eritrécito,

nao considerando o componente citosolico na deteigéd da elasticidade (Figura 13).

AN

Figura 13. llustracdo do método de aspiracao porapipeta (FONTES, 1999).

Nenhum desses estudos apresenta, como a pinca, @sticantagens de fornecer
guantitativamente os parametros de viscosidadeetiabmana e elasticidade celular com
apenas um método analitico, considerando a coigéibude todos os constituintes
celulares, e de ter o controle das forcas aplicadadeformacdo celular. Por exercer
forcas bem pequenas (da ordem de piconewtons)nga pido danifica as células e

permite uma maior sensibilidade na deteccéo degmegualteracdes fisioldgicas.
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CAPITULO 4 — MATERIAIS E
METODOS
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4.1 Coleta e preparacao das amostras de concentoadde hemécias

As amostras de concentrados de hemacias utilizzal@&studo foram todas de
fendtipo O (sistema ABO) e Rh positivo, coletadas solucdo preservante/aditiva
CPD/SAG-Manitol. Foram retiradas aliquotas atrad®s segmentacdo dos tubos
conectores das bolsas de concentrado de heméunijpreshomogeneizadas previamente
por ordenha com auxilio de pinca rolete. A separadd@s fragmentos foi feita de
maneira estéril por aparelho selador de tubo modelmpose&l Frasenius-Kabi

evidenciado na Figura 14.

Figura 14. a) Aparelho selador de tubo conectobalsas de coleta de sangue (comp&seal
Fresenius-Kabi). b) Detalhe do tubo conector dstésado para coleta de amostras de hemacias
(adaptado de http://intranet.hemobras.gov.br/p/Miww.freseniuskabi.com).

Todas as amostras foram fornecidas pelo Hemoceté&roFundacédo de
Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE)bdsas de sangue foram
provenientes de doadores de sangue comprovadarsadi®s, conforme protocolos
selecdo de doadores, triagem clinica e sorotipagstabelecidos pela Resolucdo
Sanitaria vigente [ANVISA, 2004; ANVISA 2010].

Os estudos foram realizados com anuéncia dos demder sangue, através de
assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esithy no momento da doacédo. A
pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica da FeimlelEMOPE (parecer 03/2009).

Para medidas de potencial Zeta e elasticidade elasdias estocadas, foram
preparadas suspensdes celulares diluidas em sonanbude modo a facilitar a
manipulagdo pela pinga Optica. Para evitar aglgiioafoi sempre utilizado soro de

paciente com fator Rh positivo, isento de isoaginéis anti-Rh. Para todas as
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suspensdes foram adicionados 0,5 ul de concerdmtiemacias, retirado de fragmento

do tubo conector, em 500 pl de soro humano.

4.2 Avaliagéo preliminar do efeito do polifosfatesob hemécias

Para avaliacdo do efeito sob as propriedades nuesAdas hemacias, solucdes
de polifosfato foram preparadas utilizando o sdifédato de Sédio [(NaPg)y, Aldrich
co.] com grau de pureza de 96% e numero de poliagfo de 9 fosfatos, confirmado
por técnica de Ressonancia Magnética NucledRIfPEREIRA, 2004].

A guantidade de partidx)(de polifosfato de sddio adicionado as amostras de
células foi de0,1 mg/ml de concentrado de hemacias. Essa quantidadetiimiada a
partir da equivaléncia como o fésforo contido ndugio conservante CPDA-1
remanescente na bolsa de concentrado de hemaeipsis dde retirada a porcao
correspondente ao plasma rico em plaquetas (PR&)a Bste calculo foram
considerados os valores médios por bolsa de saolieitados na Tabela 3.

Tabela 3. Valores de referéncia utilizados pareutdldas quantidades de polifosfato de

sddio a serem acrescentadas na bolsa de conced&ddonacias.

Volume de solugdo CPDA-1 63 ml (140 mg de Fésforo)
Volume da bolsa de Sangue Total (ST)(450 ml de ST coletado + 63 ml de CPDA-1)
Volume do PRP 263 ml

Volume do CH 250 ml (30 mg de Fésforo)
Hematdcrito do ST 40%

Os estudos preliminares foram feitos com quantidadscente do polifosfato
(0,5x, 1x, 2x e 4x) a fim de se verificar possivefsitos nocivos sob as células e
otimizar a quantidade a ser adicionada nas bolsadad. Para esta avaliacdo inicial
adicionou-se o polifosfato em hemacias coletadasE@&MA, suspensas em solucdo
salina isotdnica, sem acréscimo de nenhum outnot@genservante, e fez-se analise da

sua morfologia em microscopio éptico.
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4.3 Incluséo estéril do polifosfato nas bolsas @encentrado de hemécias

A solucdo de polifosfato a ser adicionada ao cdneeéa de heméacias foi
depositada uma bolsa satélite que é conectadasa telconcentrado de hemacias por
sistema de conexdo estérii CompoDockresenius-Kabi (Figura 15). Os tubos
conectores sdo unidos por radiofreqiiéncia, mantsados prazos de validade do
hemocomponente. Este mecanismo permite a conexauuttplas bolsas satélites,
possibilitando a separacdo de uma bolsa de coadentde heméacias em varias

amostras, com variadas concentracdes de polifosfato

Figura 15. a) Sistema de conexo estéril CompobdikLigacdo dos conectores das bolsas
satélite e de concentrado de heméacias por radigrexp.

4.4 Testes de controle de qualidade em bolsas @mcentrado de hemacias

Para avaliagdo de possiveis efeitos negativos sisbegitrocitos armazenados,
foram feitos ensaios de controle de qualidade dear@m bolsas de concentrado de
hemécias coletadas em CPDA-1 e CPD/SAG-M, acresdaldapolifosfato de sodio
também em quantidades crescentes (0,5x, 1x, 2x )e HMoram determinados
hematécrito, niveis de hemoglobina, nimero dedeitys, grau de hemalise e controle
microbiolégico. A Tabela 4 mostra os valores deenéicia para estes parametros
[ANVISA, 2010].
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Tabela 4. Valores de referéncia para parametrogudtidade de concentrado de

hemacias.

Parametros de .
Valores de Referéncia

Qualidade
Teor de Hb >12.4 g/dL
Hematocrito 50 a 70%
Hemolise Negativo
Microbioldgico Negativo

A determinacdo de hematdcrito (Hct), hemoglobind)(t¢ contagem de
eritrécitos (RBC) foi feita de maneira automatizapar analisador modelo XS-1080i
(Sysmex), em tubo de ensaio fechado preenchido abtiquota da amostra de
concentrado de heméacias. Para controle microbmd¢gis amostras de concentrados de
hemacias foram inoculadas em meios de culturaggasgimento de bactérias aerdbicas
e anaerdbicas. As culturas foram analisadas autansnte por sistema
BacT/ALERT® (bioMerieux) que indica o eventual crescimentadr@ano por deteccao
de CQ produzido no meio. A hemolise é observada apodriteyacdo dos
concentrados de hemacias por em 3500 RPM por l@tosinTodos estes ensaios foram
realizados para concentracdes crescentes de fatifddx, 2x, 4x). As analises foram
feitas apO0s duas e trés semanas de armazenamentwolsas de dois doadores
diferentes, sendo duas do primeiro coletadas emAPP duas do segundo coletadas
em CPD/SAG-M.

4.5 Avaliacéo do efeito do polifosfato sobre a cgalacéo (TP e TTPA)

A acéo direta do polifosfato sobre a coagulacadémfoi avaliada. Através do
Tempo de Protrombina (TP) e do Tempo de TrombdpdParcialmente Ativada
(TTPA) pretendeu-se constatar possiveis variagéesvias extrinseca e intrinseca da
coagulacéo respectivamente. Estes testes de maonénto da coagulacdo envolvem a
ativacdo da cascata da coagulacdo de modo aitdicreedem o tempo transcorrido até
a formacdo do coagulo. Foram feitas analises emmgalacitratado adicionado de
guantidades crescentes de polifosfato.
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As andlises do tempo de coagulagdo foram feitamateeira automatizada em
aparelho coagulémetro ACL 70DQ(Instrumentation Laborato)y com valores de
referéncia 10,8 e 29,1 segundos para TP e TTPAcg#gpmente. Foram utilizadégs

de insumos reagentes BiotécHicaspecificos para determinacdo de TP e TTPa.

Foram calculados os tempos de coagulacao pararasdst plasma adicionadas

de solucbes de concentragdes crescentes de patidfakd n=9 (1x, 2Xx, 4x e 10x).

4.6 Montagem do aparato da pinga optica
FONTE DE LASER

Foi utilizada fonte emissora de laser do tipo Nd&ANeodimium Yttrium
Aluminium GarnétIPG Photonics, com emisséo na regido do infragdranQ. = 1064
nm), pouco absorvido por estruturas biologicasggarapaz de aprisionar as hemécias

sem lhes causar danos térmicos.

CONJUNTO OPTICO

Para focalizacdo nas hemacias o feixe emitidorécidnado, por espelhos
dicréicos, a um microscopio de fluorescéncia (Aafipl Carl Zeiss, Alemanha)
modificado, com remocdo do seu sistema de fluonesgé O seu conjunto Optico
direciona o feixe para a amostra posicionada ni@nplaFoi selecionada a objetiva de
100x (abertura numérica 1.25), que permite a atlmadias trés dimensdes, com maior
forca de captura no plano vertical (figura 16) [FES$, 2004].

>

vV ¥

Pequena abertura numérica: menor forga vertical
menor componente horizontal

1l
] s

Grande abertura numérica: maior forga vertical
maior componente horizontal

Figura 16. Influéncia da abertura numérica na fateaaprisionamento da armadilha Optica.
Uma maior abertura numérica produz uma maior compenvertical (adaptado de FONTES,
2004).
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Antes de chegar ao microscoépio o feixe de lasatidmmdeve passar por duas
lentes confocais que funcionam como um telescdplas possibilitam modificar a
posicdo do foco do laser incidente na amostra ficddpara que coincida com o plano
de visdo das oculares do microscopio, permitindis@alizacdo da captura. A mudanca

da posicéo de captura é feita ajustando a disténtia as lentes (Figura 17).

—» lentes
%-} foco da
_— objetiva — foco da
l ‘L abjetiva
plano de visdo plano de visdo |

Figura 17. Funcédo do Telescopio na pinca Opticafi@dio de FONTES, 2004).

Outra funcao do telescopio € regular a larguréetk® de laser que vai entrar no
microscopio (Figura 18). O uso de lentes com dasé@&focais diferentes, de 6 cm) @
5 cm (%), nesta ordem, possibilitou um melhor “preenchitoéda objetiva, com mais

eficiéncia nas capturas.

—h
iy
—h
>N
—h
Vol
—h
>N

L
>
L
>

A\ 4

Figura 18. Representacdes de como as lentes dadple podem mudar o tamanho do feixe, f
e f, sdo as distancias focais (adaptado de FONTES).2004

A menor poténcia inicial alcancada pelo laser é 0. Devido a fragilidade
da heméacia a essa poténcia de radiacao, paracauaa foi necessario o uso de uma

lente atenuadora, que diminui a poténcia do lgsera valores nao superiores a 50 mWw,
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insuficiente para causar danos a hemacia. A Fitiraostra uma hemé@cia aprisionada

na armadilha éptica criada pelo laser incidente, sefrer danos estruturais.

a) b)

Figura 19a) Hemécia em Repouso b) Hemacia sob acdo da fgitica.

SISTEMA CONTROLADOR DE MOVIMENTO

O movimento da platina do microscopio € realizado um motor de passo
(modelo x) interfaceado a um software desenvoleitioplataforma LABVIEW (versao
6.0), denominadoCorrida das Hemécids Este sistema faz o gerenciamento l6gico
dos movimentos, controlando sentido, direcdo, vedmle e intervalos através de
comandos previamente programados. Este softwanaitpeas realizacdo automatica da

manipulagdo da célula a partir momento do aprisi@Tdo.

SISTEMA DE CAPTURA DE IMAGEM

O microscopio possui um sistema de captura de amagm tempo real
acoplado, constituido de camera de video (SDC-413Bdnsung, Japao) e placa de
captura (Pinnacle Systems, EUA) conectada a um e@mpr. A camera foi incluido
um filtro moével azul para nao visualizacdo do feide laser no momento da
manipulacdo, o que facilita a visualizacao da astaua ser capturada. Este sistema de
captura de imagem também é essencial para a cdltbda pinca Optica, pois através
dele é possivel visualizar se feixe do laser es&n bfocado, incidindo
perpendicularmente na amostra e onde esté incidindo

A Figura 20 mostra o esquema geral de montagennda pptica, as fotografias
da Figura 21 tiradas no laboratério de Biofisican@ca Professor Ricardo Ferreira,

ilustram os equipamentos utilizados.
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Figura 20. Esquema geral de montagem da pincaadptic

Figura 21. Fotos tiradas da pinca 6ptica montadaahoratdrio de Biofisica Quimica Professor
Ricardo Ferreira.

4.7 Quantificacdo do Potencial Zeta

O calculo do potencial zeta de membrana do erit@baseado na mobilidade
eletroforética das células submetidas a voltageascentes. Para sua mensuracao,
desenvolveu-se uma camara especialmente arquit@i@da permitir a geracdo de
campo elétrico e migracao das células no seu amteffista camara feita em acrilico
apresenta dois reservatorios laterais que se cecamnatravés de um canal de 25 mm
de comprimento (L), 1 mm de largura (W) e 75 pm mefundidade &). Nos
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reservatorios foram instalados eletrodos de pla(@h95%, Heraeus, S&do Paulo),
material ndo reativo em processos eletroliticosyma distancia de 40 mm entre si

(Figura 22). Para a geracao do campo elétricotitizada uma fonte de alta voltagem

ligada aos eletrodos (Figura 22).

Eletrodos

P g
////?/L’{%%//

Reservatorios

Figura 22. Camara especial usada nas medidas @ecfatzeta eritrocitario.

A suspensao de hemacias em soro humano foi aditaamacamara acrilica em
volume suficiente para preencher o canal que carauns dois reservatérios que
contém os eletrodos ligados a uma fonte geradoraotlagem. Utilizando a Pinca
Optica captura-se uma hemacia e para essa cémlaptitadas voltagens crescentes
(10, 40, 50, 60, 70 e 80 V). Com esta voltagempaigicie da hemacia ficara carregada
e induzird a formagdo de camadas de ions no seunentEla se mover4d com
velocidade constante de acordo com a voltagemaalaljccomo ilustra a Figura 23 a.
Para cada voltagem mede-se a velocidade adquirela peméacia. Todas as
manipulacbes foram gravadas em tempo real e asemadoram analisadas
qualitativamente com auxilio dos softwares ImageMus (Media Cybernetics, Silver
Spring, MD) e VirtualDub (by Avery Lee). Pelo meritds células foram analisadas para
cada situacdo de armazenamento. O potencial Zeteterminado experimentalmente

através da equacao de Smoluchowski [SZE, 2003]:

v=(eZ/n)E

Ondev é a velocidade adquirida pela céluaé o campo elétrico dado pela
voltagem dividida pela distancia entre os eletrpdos a constante dielétrica do soro

sanguineo q é a viscosidade do soro sangiuineo medida utilzandviscosimetro de
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Ostwald. Assim, através da determinacéo do coefieiangular da curva de velocidade
em funcdo do campo elétrico podemos quantificasterial Zeta do eritrocito, em mV
(Figura 23 b).
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Figura 23. a) Migracdo de hemacia submetida a caehfimico. b) Grafico da velocidade
adquirida pela hemacia em funcdo do campo elége@do pela diferenca de potencial
aplicada.

4.8 Quantificagédo da Elasticidade

No modelo proposto para calculo da elasticidadellaela suspensdo de
hemacias em soro humano é depositada em uma céalteaNeubauer. Depois de
capturadas pela armadilha 6ptica as hemacias s@memtadas com velocidades
progressivas constantes (entre 150 e 250 pm/syvéatrdo controlador logico
comandado por computador. As hemacias sofrem p@sigee elongagdo quando
arrastadas no meio, até o ponto de equilibrio emtseia capacidade de deformacéo
(forca elastica) e a forca hidrodinamica exercidip pneio, onde se atinge a maxima
elongagéo celular. Neste momento tem-se:
nLs
HZeq

L=L,+ \%

OndelLo é a elongacdo da hemacia em repolsé,a sua elongacéo sob efeito
da forca hidrodindmica; é a velocidade cuja célula foi submetidaq é distancia da

heméacia até o fundo da camara de neubanyer @scosidade do fluido.
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A medida da resisténcia elastica celujarpode ser feita pelo calculo do
coeficiente angulas da reta da elongacdo celular em funcédo da veldeid@licada
(Figura 24).
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Figura 24. Equacéo modificada para célculo daieldatle () a partir do coeficiente angular
(o) da reta da elongacao da hemacia em funcao deidatte aplicada.

Os softwares Image Pro-Plus e VirtualDub sdo aquoibtm usados, para
afericdo das elongacbes Lo e L, a partir das inmgétidas pelo sistema de captura
acoplado ao microscépio da pinga (Figura 25).
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Figura 25. Medi¢éo da elongacao do eritrécito caile do software Image Pro-Plus.

O valor de | é expresso em dina/cQuanto maior for a variacdo da elongacéo

entre as velocidades aplicadas a uma mesma cébelagr sera o valor de p. Pelo

49



menos 15 células foram analisadas para cada staEcarmazenamento. A Figura 26

mostra o acréscimo da elongacédo de uma mesma eéiwalocidades progressivas.

Figura 26. Exemplos de elonga¢do de heméacias sidaset velocidades crescentes (um/s).

Vale a pena ressaltar que a elasticidade calcdladaa grandeza inversamente
proporcional a elasticidade celular, assim comoomstante elastica de uma mola:

guanto maior for o seu valor, mais rigida serdlaaé
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CAPITULO 5 - RESULTADOS E
DISCUSSOES
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5.1 Resultados da avaliacdo preliminar do efeitoadpolifosfato de sodio sobre
hemacias

Os estudos preliminares feitos com quantidadescentss de polifosfato de
sédio (0,5x, 1x, 2x, 4x) adicionadas a hemaciapenss em solucdo salina néo
mostraram alteragBes morfologicas significantegedatdo ao controle (sem adi¢do de
polifosfato) apds 24 horas de armazenamento. P@gds, duas semanas de incubacao,
as amostras com polifosfato apresentaram célulam owelhor morfologia, se
comparado a amostra controle. Imagens represeagalass hemacias sdo demonstradas
na Figura 27. Vale a pena lembrar que aqui as Hamfaram armazenadas em EDTA
a £C que ndo é um conservante e sim apenas um antlaoss

Figura 27. Imagens de microscopia de diferentepoamapresentando: a) Hemacias controle
apos 24 horas de armazenamento. b) Heméacias coifosfaib (4x) ap6s 24 horas de
armazenamento. ¢) Hemacias controle apés duas asrdararmazenamento d) Hemacias com
polifosfato (4x) ap6s duas semanas de armazenamento

Outra observacao relevante € de que apos duas aem@rincubacdo, percebe-
se uma menor quantidade de equindcitos por campanmastra de hemacias na

presenca do polifosfato. As hemacias com a quatdidie polifosfato 4x (0,4 mg/ml)
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apresentaram melhor morfologia, sendo entdo estmtigade a escolhida para
incubacdo nas bolsas de sangue. A forma de eqtonéca morfologia eritrocitaria
caracteristica de células envelhecidas, sendodana@égradacéo de proteinas estruturais
e de constituintes de membrana. [HALBHURBER, 1988]menor quantidade de
equindcitos na presenca do polifosfato pode indicaretardo na ocorréncia de lesdes

de estoque, sugerindo sua possivel acao presesabrehemacias.

5.2 Resultados dos testes de controle de qualidade concentrados de hemacias

com e sem o polifosfato de sddio

Os resultados dos testes de controle de qualidadenrtentrados de hemacias,
rotineiros nos servicos de hemoterapia, permiteali@ava eficacia e seguranca pos-
transfusional do hemocomponente. Os testes deot®rde qualidade realizados em
bolsas de concentrados de heméacias de dois doatditeesntes, um armazenado em
CPDA-1 e outro armazenado em CPD/SAG-M, ap06s duessesemanas de incubacgao
com polifosfato, mostraram resultados aceitaveiasiderando os parametros de
qualidade estabelecidos pela normatizacao vige&i®/[SA, 2004; ANVISA, 2010],

conforme mostram as Tabelas 5 e 6.

Tabela 5. Resultados de testes de controle dedqdalipara concentrados de hemacias
sem e com a acdo do polifosfato apds duas e tréanses de armazenamento em
CPDA-1.

Parametros . 2 semanas 3 semanas
de Qualidade Referéncia . .
Controle PoliP Controle PoliP
RBC u/pL 8.13x10 803x16 76x16 7.35x16
Hb >12.4¢9g/dL  24.3 24 23.7 23.7
Hct 50 a 80% 71 70.2 73.1 68.9
Hemolise Negativo Negativo  Negativo Negativo Negati

Microbiolégico  Negativo Negativo  Negativo  Negativo Negativo
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Tabela 6. Resultados de testes de controle dedaqdalipara concentrados de hemacias
sem e com a acao do polifosfato de sédio apos @ltiEs semanas de armazenamento
em CPD/SAG-M.

Parametros o 2 semanas 3 semanas
de Qualidade Referéncia _ _
Controle PoliP Controle PoliP
RBC u/pL 65x10  6.49x16 66x16 6.49x16
Hb >12.4 g/dL 19.3 19.1 19.2 19.1
Hct 50 a 80% 58.9 60.3 60.6 61.0
Hemolise Negativo Negativo Negativo Negativo Negati
Microbiol6gico  Negativo Negativo Negativo  Negativo Negativo

A presenca do polifosfato provocou uma discretardigdo na quantidade total
de células, sem aumento dos niveis de hemogloiviread diminuicdo do hematdcrito.
As variacdes observadas ocorreram em proporcoesigi@dificantes, permanecendo 0s
concentrados de hemacia acrescidos de polifostasbdio em condi¢des viaveis para
transfusdo, tanto nas bolsas de CPDA-1 quanto oé&smd de CPD/SAG-M. Os
resultados negativos do controle microbiolégicadach a eficiéncia do procedimento
adotado para adi¢ao do polifosfato nas bolsas, mamutencdo da esterilidade mesmo

apos a abertura do sistema.

5.3 Resultados da avaliacao do efeito do polifosbesobre o tempo de coagulagao

Os resultados do teste de TP (Tempo de Protromindedaram que a presenca
do polifosfato (n = 9) néo interferiu na via exséga da coagulacdo sanguinea (Figura
28 a). Ja os tempos observados para o TTPa (Tempoothboplastina Parcialmente
Ativada) mostraram um retardo do inicio da coadidagindicando influéncia do
polifosfato de sédio na via intrinseca. O TTPa doéscente com o aumento da

quantidade de polifosfato adicionada na amostrhaalea(Figura 28 b).
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Figura 28. a) Evolugéo do Tempo de Protrombina eamtidades crescentes de polifosfato de
sédio (n =9). b) Evolucdo do Tempo de TrombopladParcialmente Ativada em quantidades
crescentes de polifosfato de sédio (n = 9).

Estudos anteriores mostravam que o polifosfato @kosatua diminuindo o
tempo de coagulacdo por ativacdo de fatores dantriaseca, porém esta acdo sO se
mostrou aparente em cadeias com mais de 25 grusfatds condensados, sendo
realmente significativos em cadeias com mais den@domeros [SMITH, 2006]. Os
resultados com o polifosfato (n = 9) mostraram gueesmo nao diminuiu o tempo de
coagulacdo, e sim aumentou, possivelmente por di¢dia sobre o sequestro de ions
Cd"*, agente co-fator da ativacdo da coagulacdo. Aqgd® entre cadeias de polifosfato
e fons C& é bastante efetiva tendo sido evidenciada atravésmidos de RMRP em

formulacfes aquosas contendo estes ions [PEREIBX] 2

5.4 Resultados das quantificacfes da elasticidades eritrocitos pela técnica da

pinca optica

A perda da deformabilidade pode ser facilmente gieda visualmente pela
observacdo microscopica das células aprisionadasnemimento, sob velocidades
crescentes. A Figura 29 mostra a diferenca ergterjacéo de células na primeira e na

quinta semana de estocagem.
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Figura 29. Micrografias de hemacias aprisionaddes p@ca Optica, submetidas a velocidades
crescentes (Lm/s), apos primeira e quinta semaaandezenamento.

Apds o estabelecimento da metodologia para a metfidelasticidade através
das pincas opticas, a Figura 30 ilustra a elongagéduncdo da velocidade de arraste
da primeira hemacia do grupo estudado, na prinfeina 7 dias) e na quinta semana de
armazenamento (com 35 dias). Através da comparegie as retas, € possivel
verificar a perda de elasticidade sofrida pelasduoias da quinta semana. A deformacao

sofrida pela hemacia é proporcional & velocidadssa proporcionalidade é dada pelo
coeficiente angular. Assim como vimos na metodalogi -L, =AL = (nL} /b2 o)y
onde v é a velocidade, L é a elongacég,éLo tamanho em repouso extraido do

coeficiente linear e€n LZO/uZeq) € o coeficiente angular de onde extraimos a eidatie

p da hemacia. Quanto menos inclinada a reta, menocagficiente angular e maior o
valor dep — lembrando que quanto maiompmenos elastica é a célula — vemos que a

hemécia de 35 dias apresenta menor coeficientdaargportanto € menos elastica.
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Figura 30. Comparacao da inclinagédo das retasldagagdes celulares médias em funcdo da
velocidade aplicada referentes a primeira e a g@@tana de armazenamento.

ApoOs a primeira semana de armazenamento (dia &po médio de elasticidade
obtido (apés a andlise de todas as células medidiade aproximadamente 4,0xf0
dina/cm, permanecendo este valor constante ateabda segunda semana (dia 14). Ao
final da terceira semana observou-se uma leve digéin da elasticidade e o valor
encontrado foi 4,6xI0 dina/cm, acentuando-se ao término da quarta semana
apresentando o valor 6,4xf0dina/cm e atingindo o valor de 9,6xi@lina/cm na
quinta semana de armazenamento, assim como modtiguea 31 e a Tabela 9.
Observa-se uma reducéo de 134% ao longo da esto@geelacdo a deformabilidade

inicial.

57



1,20E-03 -
1,00E-03 -
8 00E-04
5,00E-04 4

4,00E-04 -

EBinah:m2

2,00E-04 I

0,00E+00 -
0 7 14 21 28 35 42

Dias

Figura 31. Evolucdo temporal da elasticidade dedoéas estocadas em CDP/SAG-Manitol.

Tabela 7.  Valores de elasticidade calculados p&taica da pinga Optica para

hemécias armazenadas em DPD/SAG-Manitol

Tempo de Elasticidade
Armazenamento (dina/cnf)
7 dias 4,08 x 16
14 dias 4,07 x 10°
21 dias 4,57x 10*
28 dias 6,37 x 10"
35 dias 9,60 x 10'

A partir de 21 dias de armazenamento, observaiseagperda de elasticidade
torna-se mais acentuada, o que condiz com a candigdural do eritrécito em
armazenamento. E conhecido que se a hemécia sstinespresenca de apenas um
agente anticoagulante e de glicose, teria vialiédsomente até este prazo [LOUTIT e
MOLLISON 1943]. Além disso, estudos feitos em heilamcirradiadas também
mostraram perdas mais significantes das propriedade elasticidade ap6s
armazenamento por mais de 21 dias [FONTES, 200djados em conjunto, 0s
resultados sugerem gque a transfusdo de hemaciasspodhais eficiente durante as trés
primeiras semanas de armazenamento. Apos a qeimi@ns. de armazenamento (prazo

de validade do concentrado de hemacias em CPD/SA@td) o estado fisioldgico
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das células estava comprometido a ponto de inizabias medidas da ultima semana

de estocagem (42 dias).

5.5 Resultados da avaliagdo do efeito do polifosfade sodio sobre a elasticidade

de eritrocitos em armazenamento

As hemacias incubadas com polifosfato de sédiosaptaram menor perda de
elasticidade em relacdo as hemacias controle. nPardiferenca s6 foi significativa
apos a quarta semana de armazenamento (FiguraCs8®). 35 dias, o valor de
elasticidade calculado foi de 6,7X1@ina/cnf, uma deformabilidade cerca de 30%

maior em relacao ao controle.
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Figura 32. Comparativo das evolugdes temporaislastidddade de hemécias estocadas em
CDP/SAG-Manitol, na auséncia (controle, linha azilhpa presenca de polifosfato de sodio
(linha vermelha).

O valor do teste estatistico nivel-p para a gusetaana foi 0,038. Isso significa
que existe 3,8% de chance de que a diferenca @oseseja um “acaso”, desta forma
podemos dizer entdo que esse resultado € estatistite significante e que as
populacdes sao distintas (nivel-p < 0,05 é conatliteestatisticamente significante). Ja
para as outras semanas, o nivel-p foi maior qué ib@cando que ndo héa diferenca

significativa entre as populagdes.

Estes resultados inicialmente indicam a manutedgaoabilidade das hemacias

na presenca do polifosfato de sédio (grau de caaéio n = 9) e corroboram para
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afirma-lo como um potencial agente conservanterii®&@tos em armazenamento. As
suas caracteristicas conservantes podem expliagé@ do polifosfasto no retardo do
aparecimento das lesdes de estoque em concentladbemacias. Pelo menos 15
células foram avaliadas para cada dia para o ctadende hemacias com e sem
polifosfato. Isso totaliza aproximadamente um td&afl50 células analisadas. A andlise
das imagens € laboriosa, pois ainda € manual,géatgoritmos de processamento de
imagens ainda apresentam falhas na medida aut@auatida elongacdo. Apesar do
namero de células analisadas ainda néo ser ideddnmos confiar nos resultados, pois
0Ss mesmos apresentam o mesmo perfil de estudosoeggerealizados através da
mesma metodologia onde mais de 1000 células fovafradas [FONTES, 2011].

5.6 Resultados das quantificacbes de potencial Aedos eritrécitos pela técnica da

pinga optica

Apds o estabelecimento da metodologia para a meldigmtencial Zeta através
das pincas opticagmy valor médio de potencial Zeta para hemacias cénhd?as de
armazenamento em CPD/SAG-Manitol foi de —14,8 m¥sili como mostra a figura
33 e a tabela 10, as células estocadas apreseniataras decrescentes de potencial
Zeta a partir do primeiro dia de doacgéo até segsetd®mna de armazenamento (até dia
15), estabilizando-se a partir da segunda semabser@a-se que a maior queda do
potencial Zeta ocorre na primeira semana de arraazemo e que no total existe uma
gueda de aproximadamente 47% do potencial Zetaoagolda estocagem. Esse
trabalho foi publicado na Revista Brasileira de se& Clinicas em decorréncia de ter
ganhado o prémio de melhor trabalho no CongresasilBiro de Analises Clinicas em
2010 [SILVA et. al ., 2011].
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Figura 33. Evolucdo temporal do potencial Zetaeladrias durante o armazenamento em
CPD/SAG-Manitol.

Tabela 8. Valores de potencial Zeta (mV) calculapasa hemacias armazenadas em

CPD/SAG-Manitol.

Tempo de Potencial zeta
Armazenamento (mV)

1 dia -14,8

5 dias -13,5
10 dias -9,0
15 dias -7,5
20 dias -7,5
25 dias -7,8

A mobilidade eletroforética do eritrocito esta threente relacionada com a
densidade de &cido sidlico, principal responsaekd parga negativa da membrana. A
perda gradual de carga superficial sugere um m&waniisiolégico de eliminacdo dos
eritrocitos senescentes da circulagdo [DANON e MABRSVSKY, 1961;
DUROCHER, 1975]. A remocao do acido sialico da mema por enzimas sialidases
(ex. neuraminidase) diminui a sobrevida vivo e aumenta acdo fagocitica de
macrofagos sobre as heméacias vitro [SEAMAN, 1977]. O aumento da
hidrofobicidade por perda de carga eleva a adexé@teritrécito a superficies, como o
endotélio vascular e intercelular [JOVTCHEV, 2008%sim verifica-se, que ndo soO a

avaliacdo da elasticidade, mas também a avaliagdwoténcial Zeta € um parametro
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importante de qualidade da célula referente ao z@n@snento do concentrado de

hemacias que pode refletir no rendimento transfiatio

A glicoforina A é uma das proteinas que mais aptes&cido sialico e, portanto
uma das principais responsaveis pela carga negdt@ga hemacias. A perda de
glicoforina esta relacionada a danos oxidativosp ifndica que a diminuicdo do
potencial zeta observado no armazenamento pode legda a danos oxidativos
gerados em consequéncia das lesbes de estoque NGE@GDICAPRANI, 1997;
JOVTCHEV, 2000].

A glicoforina A possui uma interligacdo com a piogéebanda 3. Além da banda
3 ser o principal ponto de ancoragem do citoestugla membrana plasmatica, de
acordo com os autores a modificacdo da proteindabaresta intimamente relacionada
com o comportamento elastico da membrana. Eletamelgue ocorre uma perda da
elasticidade em células que tiveram o acido siakeoovido por neuroamidase e que
isso pode ter ocorrido devido a proxima relacdsterte entre a glicoforina A e a
banda 3 [GODIN E CAPRANI, 1997]. Dessa forma exist®a hipotese que a
diminuicdo do potencial zeta nas primeiras semdaagmazenamento, ocorrida devido
a lesbes oxidativas, venha refletir na perda detieidade celular observada de forma

mais critica a partir da terceira semana de arnaazento (21 dias).

Além de predizer a qualidade das hemacias estqcadagtodologia proposta
para medir o potencial zeta pode ajudar a padrofizade rotinas automatizadas nos
centros de hemoterapia e melhorar os testes imuatolgicos, baseados na
aglutinacdo celular causada pela interacdo entigesmos e anticorpos eritrocitarios,
que frequentemente necessita da reducdo do pdterate através de substancias
potencializadoras artificiais (ex. Papaina, bronzek polietilenoglicol) para permitir a
aglutinagéo. Pode ainda ser estendida e usada #&os dipos de amostras, onde o
potencial zeta é parametro importante. Por exenmglaaso do cancer, existem relatos
que mostram que o potencial zeta e a viscoelaatieidsdo parametros celulares
importantes ndo so para estudar e compreendemgalaeas também para desenvolver

novos protocolos de diagndstico, principalmenteoah@t mais precoces.
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CAPITULO 6 — CONCLUSOES E
PERSPECTIVAS
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Os resultados apresentados neste estudo mostraeditiéacia de uma nova
metodologia, sensivel e reprodutivel, utilizandocps Opticas para determinacédo de
propriedades elétricas e mecanicas de eritréo@tsjitindo além da analise qualitativa,
a quantificacdo da elasticidade e do potencial Zeitaocitarios. A capacidade de
captura e manipulacdo da armadilha Optica nos parcaracterizar individualmente
cada célula, de modo mais sensivel a pequenasriies do que outras técnicas

baseadas em valores médios, que nao consideramitaiescelular como um todo.

O polifosfato de sodio (com n=9) mostra-se notaddenénteressante como
possivel agente preservante de eritrocitos, pelas saracteristicas conservantes de
membrana e constituintes citoplasméticos, acabiéstate, entre outras. Este insumo
nao causou modificacbes negativas significativas pawémetros de qualidade dos
concentrados de hemacias e promoveu reducdo na gerelasticidade celular em 30%
quando comparado ao grupo controle, preditivo ddneong da condicao fisiologica e
viabilidade pos-transfusional do eritrocito, tAaupo reduziu o tempo de coagulagéo,
apresentando resultados contrarios ao relatadateratlira para cadeias maiores de

polifosfato.

Apesar dos resultados observados condizerem caiiossanteriores, onde mais
de 1000 células foram analisadas. Um maior nimenmeldidas deve ser realizado em
unidades de sangue doado, aumentando o “n” e wonas resultados estatisticamente
mais significantesOs estudos célula a célula séo vantajosos, masmexigcnicas mais
laboriosas de andlise e isso também levou a um mmenoero de células analisadas.
Pretendemos investir esforcos na otimizacdo deritdgms para processamento de

imagens e para a automatizacdo das medidas.

Um estudo futuro sera realizado para avaliacdocda &olada do polifosfato
(n=9) em concentrados de hemécias, na ausénciautlies cagentes preservantes,
associado a um estudo quimiométrico para se cheedgarmulacdo de solucdo com
concentracdo “ideal” de polifosfato para adicada@isas de concentrados de heméacias.
Além disso serdo avaliados efeitos do polifosfatiors células irradiadas por radiacao
gama. As células irradiadas apresentam lesfestalguesmais significativas e assim a
acao do polifosfato pode ser mais aparente. Estlal@gao do polifosfato no potencial

Zeta também esta entre nossos objetivos futuros.

A seguranca clinica do uso do polifisfato (n=9)aleer levantada por estudos

toxicologicos, com destaque para possiveis efsibgse a coagulagdo sanguinea.
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