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y-rad Células irradiadas com radiagao gama
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Dyn/cm Dina por centimetro, unidade de forca
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RBC Células vermelhas do sangue (Red Biood
Cell)
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Adenina, Cioreto de sodio e manitol

%
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4 - Resumo

Lasers tém sido uma ferramenta cada vez mais utilizada na area da Biologia Celutar e
Medicina para medidas, diagnéstico e manipulagio. Dentre essas utilizacbes destaca-se o
trabalho pioneiro de A. Ashkin e colaboradores em 1986 que demonstraram o uso de uma
técnica baseada na transferéncia de momentum dos fétons para capturar particuias
dielétricas. Logo a seguir eles utilizaram essa técnica para capturar e manipular particulas
biolégicas com tamanhos variando de décimos a centenas de micra, demonstrando, desta
forma, que este sistema funciona como uma “pinga optica” para realizar manipulagdes intra
e extracelulares sem causar prejuizo algum ao organismo vivo. Neste trabalho, a pinca
Optica foi empregada para a andlise do comporiamento mecanico de hemacias normais,
portadoras de hemoglobina S (homozigotos e heterozigotos) no estado normal e em crise
faicémica, esferocitose hereditaria e anemia ferropriva. Foi ainda estudada a acéo da
hidroxiureia na reologia dos eritrécitos, da irradiacdo gama e da heterozigose para
hemogiobina S em células estocadas em bolsas de doag&o de sangue. As andlises foram
feitas com um feixe de laser fortemente focado por uma objetiva de x100 de um
microscopio, acoplado a um sistema de video utilizado para gravar as imagens e
posteriormente envia-las para analise em um computador. Pelo menos 20 células de cada
participante foi pingada pelo laser e arrastada contra plasma humano AB + com
viscosidade conhecida em 6 velocidades constantes variando de 150 pm/s a 250um/s
(150, 170, 190, 210, 230, 250umvs). A analise da deformacéo celular em razdo da
velocidade nos permitiu ter uma visdo da elasticidade celular. A pinga optica apresenta
uma vantagem em relacéo as técnicas comumente utilizadas para aferir a deformabilidade
celular, a andlise das células é individual, levando em consideracdo a interacio do
citoplasma e da membrana. Os resultados sugerem que alteracbes na membrana da
hemacia ou da hemoglobina causam um distlrbio no comportamento mecénico normal dos
eritrocitos,. tornando-os mais rigidos, algumas vezes ultrapassando a capacidade de
medida da metodologia. Com a pinga foi possivel caracterizar a acdo da HU no
comportamento mecanico das células HbSS. A metodologia de pinga 6ptica pode ser muito
util para se verificar o efeito de outras drogas na deformabilidade de hemacias normais ou
em pacientes com alteracdes da hemoglobina ou da membrana celular e também, estudar

o efeito de diferentes conservantes para estocagem de hemacias.
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§ - Summary

The deformability of erythrocytes is a critical determinant of biood flow in microcirculation.
By capturing red blood celis with optical tweezers and dragging them through a viscous
fluid we were able to measure their overall elasticity. Laser optical tweezers, based on
photon momentum transfer, have been used successfully in a variety of biological
applications. This technique is capable of measuring the whole red blood cell elasticity and
viscosity. The optical trap was performed with a Nd:-YAG laser strongly focused in a
microscope connected to a CCD camera. A computer captured the images, where they
were quantitatively and qualitatively analyzed. The elasticity measurement was obtained by
dragging the RBC with the optical tweezers through the plasma fluid with a known viscosity.
it should be pointed out that the laser does not exert any pressure or photo-damage on the
cell. The analysis of the cell deformation vs velocity allowed us to obtain cell elasticity
expressed in dyn/em. The model we used to extract the values for the membrane elasticity
and viscosity assumed that the cell is a parallelepiped with length Lo, width W and
negligible thickness which is located at distance Z, from the bottom of the Neubauer
chamber and Z, from the cover slip. We assumed that the elastic response to an applied
force is given by F=pu(WI/Ly)AL, where F is the force, p is the elasticity and AL is the cell
length deformation. We assumed a drag force F given by F=n(WLo/Zeq)V, where n is the
plasma viscosity, (1/Ze)= (1/Z1)+ (1/Z2) and V is the drag velocity. The equilibrium occurs
when one force cancels the other. Therefore the elongation AL as a function of drag velocity
is given by AL= [nlg {uZey)] V, which can be used to extract a value for i1 provided by the
plasm viscosity 1, length L, and Zeq which are easily measured. We measured, and
compared, the red blood cell deformability from normal controls (HbAA), patients with:
homozygous (HbSS) and heterozygous (HbAS) sickle hemoglobin, HbSS subjects on
sickling crisis, hereditary spherocytosis and with iron deficiency anemia. We also studied
the action of hydroxyurea on rheologic behavior of HbSS cells, the gamma irradiation and
the heterozygosis for sickle hemoglobin on cells storage on blood donation bags. Our
results showed that the red blood cell deformability was significantly lower in HbS subjects
(HbSS and HbAS), except for HbSS/HU cells, whose deformability was similar to the
normal controls. Our data showed that the laser optical tweezers technique is able to detect
differences in HbS red blood cells from subjects taking hydroxyurea, as well as to
differentiate red blood cells from normal controls and HbAS, indicating that this is a very
sensitive method and can be applied for detection of drug-response in sickle cell disease.
The sensitivity of the laser optical tweezers method showed that there is no significant
change in elasticity over time up to 14 days of storage, regardless of whether the unit was
iradiated or not. However, beyond 21 days of storage, irradiated units demonstrate
decreased elasticity. RBCs elasticity from AS units stored for 1, 14 and 21 days presented
significantly lower elasticity when compared to HbAA celis stored for the same period.
Mostly of RBcs from HbAS units stored for 28 and 35 days, Hereditary spherocytosis cells
and sickle crisis celis were very rigid or escaped from the optical trap. So these cells did not
stay in the trap when the velocities were increased. Hence, the accuracy of elasticity
measurement was impaired.
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6 - Introducéo

6.1 -As Hemacias e membrana celular.

As celulas vermelhas do sangue s&c um compartimento liquido envolto por uma
membrana o qual contém uma solugéo de hemoglobina usada para a entrega de oxigénio
e retirada do gés carbénico dos tecidos do organismo. Em humanos saudaveis, sua forma
caracteristica &€ um discéide bicéncavo com circunferéncia média de 8 a 10 pm e tém um
ciclo de vida de, em média, 120 dias. Neste periodo, a hemacia percorre os vasos
sangliineos por aproximadamente 500.000 vezes totalizando uma distancia de cerca de
250 km. E impressionante que, durante este periodo, 2 membrana do eritrécito mantenha
sua integridade estrutural, mesmo sendo submetida a ciclos continuos de significativa
deformac@o causados pela pressdo sanguinea e a necessidade de transpor vasos com
calibres, as vezes, menores que seu diametro, podendo se alongar até 230% da sua
dimens&o original (Shohet and Mohandas, 1988). Tais fenbmenos, sé sdo possiveis se o
glébulo vermelho mantiver a integridade de suas principais propriedades: durabilidade e
deformabilidade celular.

A membrana das células vermelhas do sangue e um composto trilamelar com uma
camada bilipidica superficial suportada por uma cadeia de proteinas rigidas (figura 1).

Tese de Doutorade - Marcelo Mendes Brandio . 16
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figura 1 - Esquema mostrando a composi¢do protéica e lipidica da membrana. Adptado de (Voet
and Voet, 1993)

8.2 -Caracteristicas mecénicas das hemdacias

Por ser o maior constituinte do sangue, a deformabilidade das células vermelhas
influencia significativamente as caracteristicas fluidas do sangue, especialmente na
microcirculacdo. A perda ou diminuigdo da capacidade de deformagao destas células leva
a sua retirada prematura da Circulagéo e, conseqlentemente, a diminuicdo da oferta de
oxigénio aos tecidos .

Cs eritrocitos possuem uma propriedade viscoelastica tGnica, na qual se comportam,
as vezes, como um sdélido e outras como liquido (Sleep et al.,, 1999). A transigéo do
movimento como um corpo rigido para o comportamento de um corpo liquido é
determinado pela rigidez dindmica da céluia, a qual depende de fatores constituintes tanto
da membrana como do citoplasma. Exceto em estados de extrema desidratacdo ou em
situagbes patoldgicas, como a desoxigenacdo de células falcémicas, a solugdo de
hemoglobina encontrada no citoplasma dos eritrécitos se comporta como um liquido

Newtoniano ideal, onde a viscosidade é constante numa determinada temperatura, seu
Tese de Doutorado — Marcelo Mendes Brandéo 17



INTRODUCAD

comportamento mecénico se caracteriza por correlacionar linearmente a forca aplicada
com a velocidade de deformacgdo, e sua viscosidade depende da sua concentragdo e
qualidade (Evans, 1989).

A deformabilidade celular & regulada primeiramente por 3 propriedades celulares: a
viscosidade interna; a razdo darea de superficie por volume e as propriedades
viscoelasticas da membrana (Mohandas et al., 1980).

Os termos °‘rigidez celular” e “deformabilidade celular” sdo representagbes
descritivas das respostas da célula a forgas externas aplicadas. Estes termos dependem
de varios fatores extrinsecos e intrinsecos. Fatores extrinsecos sdo aqueles relacionados
as caracteristicas arquitetdnicas da célula, tais como a razaoe area de superficie — volume e
contorno da membrana (liso ou crenado). Por outro lado fatores intrinsecos sdo as
propriedades elasticas e viscosas dos constituintes da membrana celular e do citoplasma.
A importancia relativa de fatores extrinsecos na deformabilidade celular também depende
das propriedades intrinsecas dos materiais constituintes (Johnson, 1989; Pearson, 2001).

O estudo da deformabilidade das células vermelhas do sangue requer que se
separe cuidadosamente a propriedade intrinseca dos materiais constituintes das
caracteristicas geometricas e estruturais das células. Esta consideracio é especiaimente
importante quando se quer relacionar o comportamento mecanico anormal ao estado
patofisioldgico da célula (Evans, 1989).

Devido ao tamanho reduzido das células vermelhas, as medidas das forgas de
deformacdo e a definicdo precisa da geometria celular & dificil e trabalhosa. Existem
diversos métodos para se testar a deformabilidade celular: aspiragdo em micropipetas
(Evans and La Celle, 1975; Havell et al., 1978; Smith et al., 1981; Stokke et al., 1986; Nash
et al., 1988), filtracdo (Ballas et al., 1978; Adewuyi and Awarun, 1990; Reinhart, 1992;
Berezina et al., 2001), ectacitometria (Bessis et al., 1980; Johnson, 1989; Kuypers et al.,
1980), reoscopia {Groner et al., 1980; Sutera et al., 1985; Dobbe et al., 2002), bExtenséo
por campos elétricos de alta freqiiéncia (Kozlov and Markin, 2000) e outros (Evans, 1989).
Entretanto, cada {écnica é baseada em um critério partiCLilar da deformagédo celular e pode
estar envolvido em apenas um aspecto do comportamento mecénico celular (Mohandas et
al.,, 1980). Destes exemplos, a aspirago por micropipetas & o de mais facil analise para
elucidar as propriedades mecanicas intrinsecas dos constituintes da membrana celular, e
providenciar meios de diferenciar fatores puramente oriundos da membrana, de fatores

extrinsecos como a razao area volume (Evans and La Celle, 1975). As outras técnicas de
Tese de Doutorado — Marcelo Mendes Branddo 18



INTRODULDAQO

medicéo envolvem complicadas cinematicas da deformacao celular bem como o resultado
€ uma mistura de propriedades reologicas. Entretanto, estes métodos séo muito Gteis para
uma avaliacdo qualitativa da deformabilidade dinamica do eritrocito, o qual é importante
para estudos clinicos(Mohandas and Evans, 2000; Stokke et al., 2000).

Experimentos mecénicos em células individuais, como na pinga éptica, oferecem
vantagens distintas sobre o estudo de “pools” celulares, as forgcas que causam a
deformacéo das células podem ser diretamente controladas e analisadas. Entretanto, sdo
encontradas duas dificuldades significativas quando se desenha um experimento para
analise individual das células: devido ao tamanho das células a difracéo éptica da luz limita
a acuidade da medida da geometria celular e da deformagéo; devido & membrana ser uma
estrutura fina suportada por uma matriz de citoesqueleto (figura 1 ), as forgas requeridas
para deformar a célula, ou mesmo lesionar a membrana, s&o muito baixas, da ordem de
10 dyn ou 10, assim métodos de amplificacado e controles precisos computadorizados
s&0 necessarios para medida em laboratério (Evans, 1989).

A membrana celular é, conceitualmente, vista como um mosaico de pequenos
elementos retangulares, ndo distinguiveis quando comparados ao conjunto de sua
superficie. A deformagédo global do envelope celular pode ser reduzida a deformagdes
locais destes pequenos elementos “imaginarios”. Dentro deste conceito, toda deformagao
pode ser reduzida a trés modos independentes de acao: dilatagio ou condensacao da area
de cada elemento; simples extens&o de cada elemento com sua area permanecendo
constante e a dobra ou curvatura do elemento sem alterar suas proporgdes retangulares
(figura 2 )(Evans, 1989).

As propriedades mecanicas da membrana celular podem ser utilizadas para
modificar um grande ndmero de fungbes celulares, como por exemplo, transporte de ions e
pequenas moiéculas. Mais ainda, alguns processos de transporte (endocitose, exocitose e
outros eventos de fusGo de membrana) envolvem deformagSes grandes e locais na
membrana. Realmente, diversos fendmenos celulares sao acompanhados por mudangas
morfolGgicas nas células e podem ser afetados pela deformabilidade intrinseca da
membrana e de sua tenséo (Dai and Sheetz 1998).

Devido a situagdes onde a reologia das células vermelhas esta alterada levando a
patologias como, isquemia por mau funcionamento da microcirculagdo e a anemia por
retirada prematura das células no sistema reticuloendotelial, o estudo das propriedades

mecéanicas das hemacias tem sido objeto de diversos estudos clinicos(Nash, 1981). A
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tabela 1 apresenta um resumo das alteragbes e caracteristicas dos eritrocitos que
comandam sua habilidade de se deformar.

figura 2 - Jlustracdo esquemdtica dos modelos de deformagdo das regides de superficie: A ~
dilatagdo da drea (ou condensacdo), B — extensdo sem a dilatagdo da drea e C — dobra ou
alteracdo da curvatura. T = tensdo isotrdpica, Ts = arrasto da superficie (equivalente a tensdo
uniaxial) e M = torque. Adaptado de (Evans, 1 989).

O que ainda nao estd muito claro, dentro de todos estes trabalhos, é o grau de
anormalidade mecanica tolerado antes que os problemas clinicos acontecam.
Recentemente desenvoiveu-se a técnica de pingas 6pticas, na qual um feixe de luz de um
laser pode ser utilizado para capturar particulas em seu foco e modifica-las
mecanicamente. isso abre a possibilidade de utilizacio dessa técnica para medidas das
propriedades reoldgicas das hemdcias e acompanhar suas modificagdes em processos
clinicamente importantes.
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Tabela 1 - Fatores mecdnicos celulares que afetam a circulacdo das células vermelhas do

sangue.
- Far _____________ Deemna
1) Geometria
Razao area / Volume - Deformabilidade méaxima:

1. Diametro minimo de um capilar por onde a
célula pode passar
2. A habilidade de passar através de poros de
pequeno diametro
3. Elongacédo méxima no fluxo sanguineo.
Tamanho e forma - Grau de deformagéo:
1. Células maiores devem se deformar mais para
transpor pequenos vasos
2. Formas distorcidas devem se adaptar para
transpor vasos ou as condigbes do fluxo
2) Membrana
Viscoelasticidade: * Extensado da deformacgéao
1. Forga de arrasto, dobra e = Ritmo da deformaggo

modulo elastico; Resposta as deformacoes periddicas.
2. Viscosidade da superficie.
Fragilidade e estabilidade * Perda de éarea da membrana
* Alferagdo da forma
3) Citoplasma

Viscosidade / viscoelasticidade * Razdo da deformagdo e resposta a

deformagdes periddicas.

W

Madificado de (Nash, 1991).

Lasers tém sido uma ferramenta cada vez mais utilizada na area da Biologia Celular
e Medicina para medidas, diagndstico e manipulacéo. Dentre essas utilizagdes destaca-se
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o trabalho pioneiro de A. Ashkin e colaboradores em 1986 que demonstraram o uso de
uma tecnica baseada na transferéncia de momentum dos fotons para capturar particulas
dielétricas (Ashkin et al., 1987). Logo a seguir eles utilizaram essa técnica para capturar e
manipular particulas bioldgicas com tamanhos variando de décimos a centenas de
microns, demonstrando, desta forma, que este sistema funciona como uma “pinca éptica”
para realizar manipulagtes intra e extracelulares sem causar prejuizo algum ac organismo
vivo (Ashkin and Dziedzic, 1987; Ashkin, 1991).

Desde entdo essa técnica tem sido usada para uma grande variedade de fins na
biologia molecular/celular e areas correlacionadas, em basicamente, duas vertentes: 1.
manipulagdo direta de microorganismos e organelas celulares e 2. medidas de
propriedades mecanicas de membranas. Como uma ferramenta de manipulacéo ela foi
utilizada para inserir DNA's dentro de diferentes tipos de células, para conectar DNA ao
silicio na tentativa de construgdo de uma interface biomecanica e para fertilizagdes in vitro
(Obruca et al., 1997; Buer et al., 1998). Como ferramenta de medida ela foi utilizada para
medir propriedades mecanicas de hemacias (Huruta et al., 1998; Sleep et al., 1999), para
medir e comparar deslocamentos celulares e forgas de miosinas cardiacas (Sugiura et al.,
1898), para caracterizagdo de motores bioldgicos moleculares (Thomas and Thornhill,
1998) e rigidez flexural de microtiibulos (Felgner et al., 1996), para medir o comprimento
de uma molécula de DNA (Sakata-Sogawa et al., 1998) e motilidade de espermatozéides
humanos (Konig et al., 1996). Também foi utilizada para detectar concentragées da ordem
de femtomolar de antigenos (Helmerson et al., 1997) e permitiu a observacao da auséncia
de travamento do movimento de rotacdo reversa de flagelos motores de bactérias (Berry
and Berg, 1997).

O trabalho de Sieep et al (Sleep et al., 1999) utilizou um sistema de pinga 6ptica
diferente do que foi utilizado por Huruta et al (Huruta et al., 1998) e do apresentado neste
trabalho. Eles utilizaram uma pinga dupla onde cada feixe capturava uma esfera de latex
acoplada em extremidades opostas de hemacias livres do contetdc de hemoglobinar
(Ghosts) para analisar a resposta da membrana & forgas aplicadas. O objetivo destes era
correlacionar as caracteristicas estruturais do citoesqueleto da membrana celular com
anomalias hereditarias. Entretanto, o fato deste estudo ter avaliado apenas a membrana
isolada da hemacia, isto €, sem o contetdo citoplasmatico, impede uma real avaliagédo das
caracteristicas mecanicas da hemacia
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7.1 -Principio de funcionamento da pinca opfica

Uma pinga Optica a laser consiste de um feixe de laser fortemente focado. A forma
mais intuitiva de entender o principic de operagéo da “armaditha optica” é examinar dois
raios, um de cada lado, do feixe de laser conico que se encontrardo no foco. Para
comprimentos de ondas muito menores do que as particulas aprisionadas, a captura pode
ser entendida a partir da éptica geométrica. Esta "armadilha optica” acontece devido a
transferéncia de momentum (quantidade de movimento) do féton para a particula
capturada.

Pode-se imaginar o féton como uma particula que ao ter sua trajetéria desviada
obriga o objeto que a desviou a sofrer um recuo na diregéo de F, como mostra a figura 3 a.
Os raios a e b da figura 3 b se encontrariam no foco f se ndo houvesse a esfera. O desvio
desses raios produz os recuos na direcdo F, e Fy, @ a combinacéo dos dois leva ac recuo
na diregdo F em (b). Note 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 feco do laser.
A) B)

figura 3 - Esquema da transferéncia de momentum do foton na pinga Optica em uma esfera com
indice de refracdo n=n;.
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7.2 -Modelos para medida das propriedades mecénicas da Hemacia.

7.2.1- Modelo Hidrodindmico

O modelo hidrodindmico utilizado para as analises assume que, a hemacia na forma
bicbncava caracteristica, pode ser aproximada a um paralelepipedo de comprimento L,
largura W e espessura § desprezivel (figura 5 ). Pelo teorema da dissipacéo de energia,
para escoamentos no regime de baixos numeros de Reynolds, a forca de arraste & sempre
maior na superficie que engloba outra. A figura 4 mostra um esquema de visdo lateral de
uma forma biconcava que estd contida em um paralelepipedo de espessura dma e que
contéem um paralelepipedo de espessura 8mn. Pelo teorema da dissipacdo a forca
hidrodindmica na forma bicéncava sera menor do que a forca no paralelepipedo de
espessura dma € maior do que a forga no paralelepipedo de espessura dmin. Como a forca
varia continuamente existird um paralelepipedo com espessura Sequivalente NO qual a forga
hidrodindmica sera igual a for¢a na forma biconcava. Desde que Smin < & equivalente < Omax << L
<< d, sendo d a profundidade da camara de Neubauer (100 um), a espessura da hemacia

pode ser desprezada e a aproximag&o da mesma por um paralelepipedo se justifica.

o

equivalente

€ >
L

figura 4 - Esquema mostrando uma hemdcia contida dentro de paralelepipedos.
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As analises sao feitas com a hemacia localizada a uma protundidade £4do fundo de
uma camara de Neubauer (cuja profundidade total & de 100 um) e Z» da laminula. Com a
pinga essa hemacia é arrastada contra um fluido (plasma humano AB +) com viscosidade

conhecida (77} com uma velocidade constante V, conforme mostra a figura 5 .

Fundo da cémara

figura &5 - Modelo geométrico da hemdcia na cdmara de Neubauer, assumindo a forma da
hemdcia como de um paralelepipedo. Z; e Z, representam, respectivamente, distdncia da
hemdcia ao fundo da ldmina e ao topo da laminula na cdmara de Neubauer. L, W e & indicam o
comprimento, a largura e a espessura da hemdcia e V é a velocidade de arraste.

Para o célculo da forga hidrodindmica consideramos um escoamento de Couetie e
ndo um escoamento de Stokes devido ao universo a ser estudado apresentar dimensdes
pequenas. O escoamento de Couette relata o fluxo de um fluido entre duas superficies
causadas pelo movimento de um em rela¢do ao outro. O liquido é literaimente, arrastado
pela superficie movel. Para superficies planas paralelas o perfil resultante da velocidade é
linéar, variando de zero na parede estacionaria a velocidade da superficie movel, assim
neste caso existe um gradiente linear de velocidade entre duas placas conforme mostra a
figura 6 sendo a forgca de arraste dada pela expresséo:

WL
Etidro = W?U ,

onde 7 é a viscosidade do fluido e U a velocidade de arraste.

UNICAMP
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Escoamento de Couette

7 A
U
Ve=U gf Velocidade do fluido
z \.7
L

/

figura 6 - Gradiente de velocidades em um escoamento de Couette.

o

Se, a distancia entre as placas se torna muito grande essa expresséo perde a
validade. Nesse caso o gradiente de velocidade deixa de ser linear e se desenvolve uma
camada limite apos a qual a velocidade do fluido ndo muda mais. A distancia caracteristica
8 dessa camada limite depende da dimens&o da placa ao longo da direcéo da velocidade

conforme mostra figura 7 e sua expressao é dada por,

§ =5.u.x/U

onde Vv ""—-*% = 0,01 cm?s (p = densidade da agua) e U a velocidade do fluido longe da

placa.

Com essa expressdo podemos estimar a espessura da camada limite no nossc
caso. Para x = L ~ 10 um e U ~100 um/s obtemos 8 ~ 1500 um que & da ordem de 15
vezes maior do que os 100 um da profundidade da camara de Neubauer. Se a distancia
até as paredes é muito menor do que essa camada limite o escoamento de Couette é uma
boa aproximacao, caso contrario deve-se utilizar um calculo muito mais complicado para

um escoamento de Stokes entre duas paredes.
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Desenvolvimento de Camada Limite

ZJ\

figura 7 - Desenvolvimento da camada limite

Considerando a validade do escoamento de Couette, existem quatro superficies
envolvidas; duas da hemacia, uma da lamina e outra da laminula. Neste caso a forga total
nas duas superficies da hemacia sera dada por:

1 WL
F=nWLig+-)U=n ——U
7 (ZI Zz) n Y

eq

1 I 1
...I..

onde Zeq - Zl Zz )

7.2.2 - Modelo para a forca elastica

A célula deforma-se sobre a agdo da forga hidrodinamica criando uma forga elastica
igual e em direg@o oposta ao movimento. No limite de pequenas deformacdes a forga
elastica é proporcional a deformac@o F = k AL, no entanto essa constante da mola
depende da geometria e tamanho da hemécia. Para obter um parametro intrinseco da
hemacia, independente de seu tamanho, observamos o comportamento de molas em
paralelo e em série.

Nas molas em paralelo da figura 8 as deformagfes AX séo idénticas enquanio a

forca € aditiva, i.e.
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F=KAX, +K,AX,
como AXi ZAXZq
entéo F:(Kl +K2)AXI :Keq :Kl +K2.

figura 8 - Exemplo de molas em paralelo com constantes eldsticas K; e Ko,

Ja para as duas molas em série (figura 9 )}, é a forga, ou tracdo, que & igual nas

duas molas enquanto a deformacao é aditiva. Neste caso:

F F 1 1
levando a AX = A'Xl +AX2 B E’;W‘Fg B (ém+g) ‘F, do qual

1 _1 .1
extraimos a expressdo para O Keg! éﬂ] B ;{1 &2 . No caso de ki = k; = k entdo

Keq = k/2.
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figura @ - Esquema de molas em série com constantes eldsticas K; e Ko.

Dessa forma percebemos que duas hemacias idénticas, uma ao lado da outra
equivalendo a uma hemacia com o dobro da largura, ou uma embaixc da outra,
correspondendo a uma hemacia com o dobro da espessura §, teriam um k duas vezes
maior que o de uma das hemacias, ou seja, 0 ke deve ser diretamente proporcional a
largura x espessura da hemacia. Ja duas hemacias em série equivalendo a uma hemacia
com o dobro do comprimento teriam um ke que é metade do k de uma delas, logo 0 Keq
deve ser inversamente proporcional ao comprimento da hemacia. Esse fato pode, entao,

ser expresso da seguinte forma:

{Z&¢ W

Q;[Icistica - KTAL = H _Zw AL ,

onde u =8, supondo § & constante, & o parametro intrinseco que se quer determinar.

Esse pardmetro € a elasticidade de uma camada de espessura constante homogénea
sujeita a tragdo, mas vamos denomina-lo por elasticidade aparente por que ele ndo &
idéntico a elasticidade da membrana da hemacia conforme sera discutido adiante. Para o
propdsito de medir as propriedades mecanicas da célula, trata-se de um parametro
intrinseco das hemacias que pode ser medido e associado & varias condigdes da mesma.

A medida da pinga Optica € quantitativa, logo, qualquer constante multiplicada infere
uma alterac&o na grandeza numérica, e ndo no resultado comparativo.
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7.2.3- Modelo do Equilibrio das forgas elastica e hidrodindmica

No equilibrio as forgas elasticas e hidrodindmicas s&o iguais, logo vale a relacao:
W WL
W—AL =1

L Zog

U

portanto:

e

T que pode ser re-expresso Como:
eq

-

L=( +—
N M Zyg

AL =

Este modelo, entdo, prediz que o comprimento da hemacia sera proporcional a
velocidade do fluido, e que a inclinagdo da reta L vs U, depende da viscosidade do fluido n,
do comprimento da hemacia ao quadrado, da elasticidade aparente e da altura Z
I I O
Zeq Z (d-2)

profundidade da lamina. Medindo a inclinacdo dessa reta, conhecendo a viscosidade, o

equivalente em relacdo ao fundo da lamina dada por onde d é a

comprimento da hemacia e o Ze, podemos obter o valor de i . O comprimento L, é medido
diretamente através da imagem obtida na camera do microscopio. Para a obtengéo do Zy,
& necessario se focalizar o fundo da 1&mina e depois subir o foco graduado em microns até
a altura desejada, todo este processo controlado por computador. Ja a viscosidade do

plasma é medida com viscosimetros calibrados.

7.3 -Validacdo Experimental do Modeio Utilizado para medida das

propriedades mecénicas da Hemacia.

O primeirc teste para validagdo do modelo € o comportamento linear do
comprimento da hemacia em fun¢do da velocidade de arraste. Estudos prévios realizados
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por Huruta et al (1998) analisando mais de 3000 células normais demonstraram a aita
reprodutibilidade do método. A figura 10 mostra ¢ comportamento linear encontrado pelo
modelo. Apesar de importante esse é um teste pobre para valida¢ao definitiva do modelo
por dois motivos: (1) toda funcdo com primeira derivada continua pode ser aproximada por
uma reta para um intervalo pequeno de seu argumento e (2) o comportamento linear &
uma aproximacéo até mesmo no contexto do modelo utilizado, pois L em uma dada

velocidade foi aproximado por L.

12
y=0,0132x + 8,1916
g 1141 R®= 0,9869
= _
el
p 10,8 A
15
a
E 102
&
g i
G 96
9 T 1 3
100 180 200 250 300
Velocidade (um/s)

figura 10 - Deformacdo da hemdcia em fungéo da velocidade (Huruta et al., 1998).

Um teste de validade muito mais restringente € o comportamento da inclinacdo da
1 1

1
= fern um
Zeq z (£-2)

comportamento assimptético estranho, divergindo para infinito quando Z tende a zero e Z

reta em fungdo da altura equivalente (Zo). A funcéo

tende a d = 100 um. Nesses casos a hemacia estaria colada no fundo da lamina ou da
laminula. A figura 11 mostra o comportamento da inclinacao da reta em funcgio da
profundidade Z junto com o ajuste da expressdo para Ze; prevista no modelo. A boa
concerdancia entre os resultados experimentais e a expressdo para Z, é 0 principal teste

de validade do modeio utilizado.
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Coeficiente Angular

figura 11 - Coeficiente angular da deformagdo da hemdcia em func¢do da profundidade 7.

O modelo acima se aplica ao caso estacionario, no qual a somatdria das forcas que
atuam na celula € nula. Porem tanto nos estdgios iniciais, antes de completar-se a
deformacéo, quanto nos finais, antes de retornar completamente a morfologia inicial, tem-
se uma situagdo dindmica onde ndo existe equilibrio de forcas. No caso em que a
membrana esta se movendo junto com o citoplasma tem-se que considerar a viscosidade
interna da membrana e do plasma sangiineo. Esta situacdo j& foi estudada, mostrando
que ela & equivalente ao movimento de um sistema massa-mola superamortecido, no qual
em lugar de oscilar, a mola retorna a situagdo de equilibrio segundo uma exponencial

decrescente do tempo da forma (figura 12 ):
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Comprimento {tm)
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»

figura 12 - Deformacdo da hemdcia em funcdo do tempo segundo L = Lﬂe—;

- T?membrana

C tempo de retornoc T“T. onde Mmemorana & @ viscosidade interna da
membrana e p a sua elasticidade. Hochmuth ef al mostraram que as viscosidades do
citopiasma e do plasma sdo despreziveis comparadas com a viscoelasticidade da
membrana para efeitos rapidos, na escala de cenfenas de milisegundos. Esse tempo de
retorno ¢ € uma propriedade infrinseca da membrana, totaimente independente de sua
geometria. Conclui-se entdo que podemos obter Nmembrana € 1 Separadamente (Hochmuth
et al., 1979). Medindo-se a deformagao em funcdo da velocidade obtermos a elasticidade ¢
e medindo-se o tempo de retorno 1 obtemos a razdo viscosidade/elasticidade (n/u) da
membrana. Vale ressaltar que ambas as medidas séo realizadas em uma mesma hemécia.

A padronizacéo do métode, conforme exposto acima, assumindo ¢ modelo de uma

hemacia na forma de um paralelepipedo, permitiu a obtencio de resultados
surpreendentemente bons.

7.4 -Grandeza medida p

A grandeza medida com essa técnica pode ser denominada “elasticidade aparente”
ou “elasticidade total” da hemacia em lugar de elasticidade da membrana da hemacia que
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& uma grandeza bem definida. Isso porque esta técnica analisa a estrutura da hemacia
como um todo e ndo apenas a elasticidade intrinseca de sua membrana. Um exemplo que
mostra a diferenca entre os dois casos pode ser visualizado através da figura 13 (a) e (b).
Considere duas folhas de papel idénticas, uma dobrada e outra ndo, cujo comprimento em
fung&o da forca F aplicada é observado de cima, de onde se percebe apenas sua projecio
vertical. A deformacdo do papel dobrado sera muito maior do que a do papel nao dobrado,
embora os dois sejam feitos do mesmo material. A elasticidade intrinseca do papel seria
medida no papel ndo dobrado enquanto no dobrado se mede uma elasticidade aparente,
muito menor do que a intrinseca. Note no caso do papel dobrado que o comprimento
medido € uma projecao vertical do comprimento total do papel. Pode existir uma variacéo
de comprimento aparente sem qualquer variagdo do comprimento, ou area, real do papel,
apenas através de rotagfes ao longo das dobras. S6 depois de esticar completamente a
folha atingiriamos a situacdo em que a deformagéo da folha dependeria apenas da
elasticidade real do papel.

figura 13 - Folhas de papel, dobrada e ndo dobrada, submetidas a uma tragdo F. 4 deformacdo no
comprimento da folha dobrada serd dada pela elasticidade aparente e é muito menor que a
elasticidade intrinseca da folha de papel medida com a folha ndo dobrada.

O modelo da folha dobrada também permite discutir efeitos de histerese na medida
da elongacédo. Suponha que algumas proteinas simbolizadas pelas molas na figura 14
mantenham a folha dobrada. Ao estica-la quebram-se algumas dessas ligagdes. Nesse
caso a hemacia néo retornaria a mesma situacao inicial apés o desaparecimento da tracao
que a deformou. Teriamos atingido o limite plastico da hemacia.
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figura 14 - Modelo da agdo da histerese

A elasticidade intrinseca pode ser medida usando o método da pipeta (Evans and
La Celle, 1975). Nesse método suga-se a membrana da hemacia através de um capilar
com raio interno dado com uma difereng¢a de presséo conhecida. Observando a elongagao
da hemacia em funcgdo da diferenca de pressdo pode-se calcular sua elasticidade (figura
15 ).

figura 15 - Foto da pipeta aspirando uma hemdcia. Nota-se que todo conteldo intracelular estd do
lado de fora da pipeta.

Entretanto, na corrente sanguinea, € a elasticidade aparente da hemacia o fator
principal que possibilita a mesma transpor vasos com dimensdes menores do que seu
didmetro. Além disso, a elasticidade aparente & muito mais sensivel a influéncia de fatores
externos, como pressdo osmética ou presencga de drogas, do que a elasticidade de sua
membrana. No limite de tracionamento da hemacia, correspondendo a situacéo em que a
folha dobrada se desdobrou completamente, as duas medidas de elasticidade devem
coincidir. Isso sugere que a técnica de medida com pinga éptica € mais adequada para
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caracterizar patologias das hemacias. Outra vantagem dessa técnica, além de sua
sensibilidade, ¢ sua individualidade, medindo hemdcia por hemacia. Considere um
individuo com distarbio hereditario ou adquirido que altere as propriedades das hemacias.
E esperado que a maioria de suas hemacias apresentem comportamento normal ou muito
préximo deste, uma vez que as mais alteradas tendem a ser destruidas. Isso tende a trazer
os valores médios dessas propriedades para dentro da faixa de normalidade diminuindo a
sensibilidade de técnicas capazes apenas de observar grandezas estatisticas como
tamanho médio ou frag&o de hemécias destruidas apés passagem por parede porosa. A
caracteristica da doenca pode ser a presenca de hemécias completamente fora da regiao
de normalidade que deixaria de ser percebida pelas técnicas nao individuais. Por outro
lado, as medidas individualizadas devem ser feitas em grande numero de heméacias para
diminuir a probabilidade de erro amostral. No inicio desse trabalho, guase todo o
procedimento de medida era manual, lento e que s6 permitia a obtencdo de um nidmero
razoavel de dados através de trabalho intensivo. Percebendo a importancia da velocidade
de aquisi¢do de dados para andlise estatistica, decidimos devotar grande esforco na
automatizagédo do procedimento, para o qual trabalhamos com o software LabView, ideal
para a interface hardware/software. Foi fundamental, portanto, para os resultados dessa

tese, o trabalho desenvolvido na automatizacao do procedimento de medidas.

Em vista do exposto, é objetivo principal deste trabalho verificar a aplicacdo da técnica .
de pinga dptica para o estudo das propriedades mecanicas das hemacias.
Outros objetivos deste trabaiho:

1. Aperfeigoar e adaptar a técnica de medida das propriedades mecanicas celulares,
por pinga oOptica, através da produgdo de novos softwares de analise e controle,
tornando assim esta medida possivel de realizacdo em laboratorio, em menor
tempo e com maior acuidade dos resultados;

Analisar as propriedades mecanicas de células vermelhas anormais;
Verificar a aplicacdo da pinga &ptica para o estudo de populacbes de hemacias

estocadas para doagéo de sangue e submetidas a diferentes condicoes.
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9.1 -Montagem do aparato da pinca optica

A pinga optica consiste em um feixe de laser Nd:YAG, Neodimium Yttrium Alluminum
Gamet, (A = 1064) (figura 16 ) fortemente focalizado sobre o material de estudo através de
uma objetiva de 100x (abertura numerica 1.25) de um microscépio com sistema de captura
de imagens acoplado (figura 17 ) e um sistema eletrénico de confrole tantoc do movimento

como do foco (figura 18 ).

figura 16 - Laser de ND:YAG e aparato da pinga dptica.

Um aparato de lentes e espelhos guiam o feixe do laser da fonte até a entrada no
microscopio, possibilitando a medicao da poténcia do laser e corre¢éo do plano focal do
laser.
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figura 17 - Microscopio utilizado na pinga optica com as objetivas, cdmera CCD para gravagdo e
controlador de movimento eletrénico

A pinga dptica opera com um feixe
de hiser e o bisturi com dois. Bles sdo
direciomdos para 3 Bimina do microscdpio

O pesquisador amlisa o
experimento pela TV ¢
arquiva s imagens na
video-rassete. Por meio de um
transeodificador, ehs seguem
para um computador onde
sdo realiradas, por exemplo,
as madicbes de hemicias.

INas tehs, 0 corte de uma
embrara celslar

capta apenas &
do iwmimdor O hser ndo
& registrado porque
o divisor de feixa barra
a sin pasagem

onde interferem ma particula anafisada

Transcodificador
Jigital

lkiminador

figura 18 - Esquema de montagem da pinga dptica de feixe simples, cortesia Revista Pesquisa
FAPESP.

Para ajuste do plano focal do laser e dptico, este feixe deve passar por um conjunto de
duas lentes que funcionam como um telescépio (figura 19 ). Sem estas, o foco do laser néo
iria coincidir com o foco 6ptico, impossibilitando assim a visualizagdo da captura. As
imagens da captura sdo, primeiramente adquiridas por um sistema VHS de imagem e
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posteriormente sac digitalizadas para analise. U mMOvVIMenio aa camera ae neuvduet ©
feito através de um sistema eletrénico de franslagdo controlado por um software
desenvolvido especificamente para este fim.

figura 19 - Lentes de corregdo dos planos focais.

9.2 -Dano térmico causado pelo laser

Para os trabalhos iniciais com a pinca 6ptica foram utilizados um laser de argdnio que
emitia um feixe no espectro visivel (A = 514 nm). Devido ao alto coeficiente de absorgédo da
radiagdo no comprimento de onda visivel, este causava danos e morte aos individuos
analisados (Ashkin and Dziedzic, 1987). Para se contornar este problema utiliza-se um
laser de ND:YAG, opsrando na faixa do infravermelho. Como a maioria das substancias
que compde o ser vivo sdo transparentes a este comprimento de onda, a absorgac nessa
regido do espectro de luz é peguena ndo causando grandes danos ou alteraces
significativas as estruturas celulares analisadas (figura 20 ), ainda mais, a poténcia
utilizada na armadilha éptica é muito baixa da ordem de 85 100 mW. Mesmo com essa
poténcia diminuta é possivel geral uma forga da ordem de piconewtons, consideravel na

escala microscopica.
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figura 20 - Grdfico da absorgdo de luz em relacdo ao comprimento de onda,

9.3 -Medida da viscosidade do plasma

Para determinarmos a viscosidade do plasma foi utilizado o viscosimetro de Ostwald

a seguinte relacao:

1 _ B
p

onde t & o tempo requerido para o liquido percorrer a distancia de a até b (figura 21), p é a
densidade do liquido, B & uma constante do viscosimetro que deve ser determinada

através da calibragdo feita com um liquido conhecido (Agua ou dlcool) , e n é a

viscosidade.
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figura 21 - Esquema do Viscosimetro de Ostwald

9.4 -Software de controle do experimento.

O programa de controle dos experimentos da pinga dptica foi totalmente escrifo em
LABVIEW vers3o 6 (figura 22 ). O Labview & um sistema grafico de programacéo tanto da
interface como dos comandos de controle de equipamentos. Todo o experimento de
corrida, bem como a configuracac e sistemas de seguranca do laser sdo gerenciados pelo
aplicativo produzido para este projeto.

Com este novo aplicativo foi facilitada a realizacdo dos experimentos, uma vez que
nédo é necessario digitar linhas de comando para execuc¢ao das fungdes do controlador de
movimento e, ainda, pode se controlar diversos outros fatores durante a corrida do
experimento tais como: aceleragao inicial, sistema de aborto de corrida e gerenciamento
de erros do controlador. Este dltimo um fator importante para a manutencdo do
equipamenio e diminuicdo da despesa com manutencio das cdmaras de Neubauer e
Objetivas do microscdpio.

UNICAMP
MBU;OTECA CENTRAL
SECAQ CIRCUI ANTE
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This wash shwen e orocessee ine:

figura 22 - Tela de programacdo do novo sistema de controle da pinga optica

Qutras caracteristicas foram implantadas nesta interface de controle dos

experimentos:

Escolha do tempo de parada entre as velocidades, facilitando a marcacgéoe para
aquisigao das imagens (figura 23 a);

Programa de escolha aleatéria das céluias;

Configuragéo da aceleragao das células no inicio de cada velocidade (figura 23 a);
Aperfeigoar o sistema de comunicag@o e configuracio do microcontrolador (figura
24 ),

Configurar individuaimente cada velocidade, tornando assim possivel a utilizagéo do
mesmo software para diferentes aplicagdes na pinga dptica (figura 23 a);

Um feedback de informagdes do microcontrole. Todo comando enviado para o
microcontrole gera uma resposta, assim podemos saber se todos os comandos
estdo sendo executados corretamente (figura 23 b)

Um sistema de LOG onde todos os dados dos experimentos sdo gravados, sendo
possivel checar estes dados em caso de duvida. Sdo gravados: Nome do operador,
Data e hora de cada corrida, padrdes de configuracdo do microcontrole e resposta
do feedhack.
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figura 23 - @)Tela de configuracdo das corridas que compreendem os
controle e acompanhamento dos experimentos e sistema de feedback.
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figura 24 - Tela de envio de comandos para o microcontrolador

9.5 -Preparacdo do Laser e aquisicdo dos dados.

Uma vez focalizado o fundo da camara de Neubauer (figura 32 ) uma célula era
escolhida aleatoriamente e pingada pelo laser, neste momento é entdo iniciada a
“Seqliéncia de analise e aquisicdo” comandada pelo software.

Nos primeiros experimentos a corrida da célula contra o plasma era realizada em
movimentos de vai e vem, mas o comportamento celular variava em relagdo a diregao
tomada pelo controlador de velocidade. No experimento padronizado as velocidades sio
aplicadas apenas em uma dire¢8o, melhorando assim a aquisicdo dos dados e ©
comportamento do Grafico. O gréfico abaixo (figura 25 ) ilustra o comportamento de uma
mesma célula controle. A diferenga no comprimento celular inicial &€ esperada uma vez que
a mesma céiula foi utilizada nos dois tipos de corrida, e nem sempre & possivel escolher o

mesmo campo para a captura das imagens.
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figura 25 - Grdfico representando o comportamento anormal das células quando a corrida é
aplicada em movimentos alternados. (Velocidade /s x Comprimento pam)

Deste modo, foi padronizado que a corrida dos experimentos seria feita em socmente
uma diregdo, ndo importando se esta fosse para o sentido direito ou esquerdo. Esta
escolha & feita pelo aplicativo de controle que mede a distancia necessaria para a corrida e
evita que a célula, durante o experimento, saia do campo central da cadmara.

No ponto ceniral & escolhida uma célula qualquer, é entdo disparado o laser e a
célula pingada € suspensa a 50um do fundo da camara. Esta € arrastada contra o plasma
em seis velocidades que variam de 150 um/s a 250 um/s, com acréscimo de 20 um/s e
uma parada de 400 - 600 milisegundos entre cada velocidade. A éada velocidade, a célula
é arrastada por 180 um. Destes, os primeiros 70 a 100 um sé&o utilizados para aceleragéo e
0s 4 a 6 Ultimos para desaceleragio, assim temos pelo menos 70um onde a célula atinge
sua elongacao maxima naquela velocidade, facilitando a captura das imagens. Todos o0s
movimentos da célula séo gravados em VHS, para posterior aquisicdo.

Apds a ultima velocidade da-se inicio a fase na qual a célula & libertada da
armadilha optica, fechando-se o obturador do laser.

A pinga entao, livre de célula, volta para o ponto de origem e executa a escotha de
um ponto aleatéric na cadmara para a captura da célula seguinte. O software escolhe uma

regido da lamina com uma distancia minima de 5 a 10um do ponto de origem da ultima
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celula pingada. Neste novo local, caso nédo existam células no campo, outro campo &
escolhido mantendo a area de exclusdo mencionada. Esta nova escolha do campo, bem
como o posicionamento da armadilha optica exige a intervencéo do usuario. Com a
integrag&o de aquisicdo de imagens ao aplicativo de controle sera possivel controlar esta
fase diretamente do aplicativo de controle do experimento.

O tempo decorrido entre o aprisionamento e a liberagéo da célula é de 18 segundos.
Foi observado que as células normais podem ficar aprisionadas pelo laser por um periodo
de até 1 minuto e 20 segundos sob uma poténcia de 80 mw, apds o qual a célula é
deformada. Este tempo pode ser bastante estendido caso n&o haja a necessidade de ser

movimentar a célula, pois pode se diminuir a poténcia do laser.

8.6 -Captura das imagens

As imagens dos experimentos sdo gravadas em video VHS de alta resolugdo sendo
depois digitalizadas através do software Adobe Premiere por processo de captura de
quadros (Stop motion}, com isso & possivel escolher o melhor quadro para a realizacdo
das analises levando se em conta a padronizagido do campo de captura. Deve se tomar
cuidado em adquirir as imagens na regido do ter¢o final de corrida onde as hemacias ja
atingiam sua elongagdo maxima para aquela velocidade (figura 26 ). As medidas do
comprimento celular em repouso e nas diferentes velocidades foram analisadas, utilizando-
se 0 Software Image Pro-Plus (figura 27 ), e os calculos foram realizados numa planilha do
EXCEL

1 2 3 4
| 180 wm :

figura 26 - Esquema de uma velocidade do experimento. O quadro 1 indica a drea de aceleragdo, 2
= local onde as células atingem o elongamento mdximo (melhor local para aquisicdo das
imagens para andlise), 3 desaceleracdo e 4 pausa entre velocidades. A seta indica o sentido do
movimento.
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As primeiras medidas deste projeto foram feitas manualmente, somente apés a
produgéo de um conjunto de macros, do préprio Image Pro-Plus, foi possivel realizar a
medida automatica das imagens capturadas. Com a automatizagéo da medida foi possivel
aumentar a quantidade de células pesquisadas por experimento, sendo que a medida
manual s6 era realizada nas células que apresentassem distorgdes focais ou baixo
contraste. Outra vantagem importante foi que com a automatizagéo das medidas, o tempo

de analise foi enormemente diminuido, podendo-se analisar até 8 células por minuto.
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figura 27 - Image Pro-plus com o sistema de medida automdtica das varidveis celulares.

A medida manual foi uma das maiores dificuidades na analise dos dados deste
projeto, por ser muito demorado e dispendioso medir célula por célula em duplicata para
uma melhor aferic&o da medida. Cada célula demorava, em média, de 2 a 3 minutos para
ser medida. Com a automatizaggo, a medida do comprimento e largura celular é a media
de 50 medidas, e o resuitado individual nao leva mais do que poucos segundos para ficar
pronto. Apos a realizagao de cada medida os dados s&o enviados automaticamente para a

planitha de calculo do Excel.
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9.7 -Planilhas de Cédlculos

Para agilizar a realizag8o dos calculos foi desenhada uma planilha onde todas as
formulas para os célculos estdo prontas e formatadas para analise, apenas a insercéo das
medidas de cada célula foi necessaria (figura 28 e figura 29 ).

Apos medida das células os dados s&o exportados para a planitha automaticamente
pelo software de medigdo (Image Pro-Plus). As planilhas foram escritas em Visual Basic
utilizando-se a plataforma Microsoft Excel.

bt L:..- IRIE AR NG 5

e b LT

figura 28 - Planilhas de cdlculos. A — Tabela de importacdo dos dados; B - Tabela de cdlculos e
resultados
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figura 29 - Tabela de Resumo dos resultados.
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OUs dados sao entad enviados para um bahco, € estao prontos para a analise

estatistica.

Os experimentos foram realizados no laboratério de Pingas Opticas aplicadas a
Biomedicina do Departamento de Eletronica Quéntica do instituto de Fisica da UNICAMP.

10.1 - Casuistica

Foram selecionados para o estudo 7 pacientes com esferocitose hereditaria, 20
pacientes homozigotos para anemia falciforme sendo 5 em crise falcémica (HbSS/CF), 15
em fase estavel (HbSS) e, destes, 5 utilizavam medicamento hidroxiureia (HbSS/HU) por
pelo menos 6 meses. Foram também selecionados 3 pacientes com anemia ferropriva, 10
portadores de trago falciforme (HbAS). Foram também estudadas 20 bolsas de doacgao de
sangue sendo 7 de heterozigotos para hemoglobina S, 3 bolsas irradiadas com 25 Gy de
radiacdo gama (y-rad) para uso em imunossuprimidos e 10 bolsas de controles normais.
Participaram também do estudo 90 controles normais (Tabela 2 - ).

A coleta de sangue foi realizada no Hemocentro da UNICAMP com a autorizacéo dos
pacientes ou doadores de sangue, dependendo do experimento. A coleta de sangue dos
pacientes era realizada no dia de ambulatério de Hematologia do Hemocentro. Eram
cansiderados fatores de excluséo, presenca de infecgéo ou febre e uso de medicamentos
como aspirina, descongestionante nasal ou antiinflamatério.

Os pacientes selecionados tinham duas amostras de 5 mi de sangue colhidas em
tubos Vacuntainer contendo EDTA, uma das quais era enviada para realizagio de
hemograma completc e confirmagdo do tipo de Hemoglobinopatia, a outra para o
experimento com o laser pelo sistema de duplo cego. Em todos os experimentos
realizados com células de pacientes ou doadores era feito um experimento com sangue
controle. No caso do estudo das bolsas de doacdo, o sangue seguia todos os padrées de
coleta e controle de qualidade comumente aplicados as bolsas de doacédo captadas pelo
Hemocentro da UNICAMP.
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Tabela 2 -  Casuistica apresentada neste projeto,

L ]

Condigio celular N NC

Participantes
Esferocitose 7 140
Crise falcémica 5 180
Anemia Ferropriva 3 116

HbSS 10 265
HbSS/HU 5 100
HbAS 10 238
Controles 90" 6254
Bolsas de doagéo
HbAS 7 210
Irradiadas 3 69
Controles 10 400
7972

N — numero de casos; Ncm HbSS — Homozigoto para
anemia falciforme; HbSS ~ Homozigoto para anemia faiciforme tratado com hidroxiuréia;
HbAS — Heterozigoto para anemia falciforme; * inclui controles utilizados na fase de
montagem e calibragéo da pinga.

As bolsas de sangue eram guardadas em camara fria com temperatura controlada
(4°C) por até 35 dias. Durante este periodo eram feitas coletas nos dias 1 (dia da coleta do
sangue), 14, 21, 28 e 35 para analise na pinga optica. Esta coleta era feita retirando-se
cerca de 10 cm do tubo de conexdo (espaguete) da bolsa atraves de um sistema de coleta
estéril automatizado (figura 30 ).
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figura 30 - Coleta da amostra de bolsa de doagdo através do “sterile collector”.

Alguns cuidados no transporte e acondicionamento do sangue eram tomados:

a.
b.

As bolsas de doacao eram mantidas a 4°C,

O tempo maximo decorrido entre a coleta e o inicio dos experimentos néo
ultrapassava 2 horas,

Os tubos de coleta ndo eram centrifugados, apenas deixava se decantar por agao
da gravidade,

No momento da coleta, as bolsas de sangue eram levemente homogeneizadas,

Os tubos de coleta ndo eram expostos ao sol ou refrigerados,

A diluicao do sangue no plasma somente era feita no laboratério de Pinga Optica
momentos antes de se iniciar 0 experimento,

A solugiio de plasma e sangue era trocada a cada 5 minutos de exposigdo ao laser

e a luz do microscépio ou a cada 10 células analisadas.

As células para analise eram diluidas em plasma humano AB + fresco com viscosidade

conhecida (1,615 a 1,623 poise), para se evitar a agao de antigenos sobre as células, na

proporgao de 0,5 ul de concentrado de hemacias para 1000yl de plasma (figura 31 ).
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figura 31 - Sangue diluido em plasma AB Humano,

Desta solug@o, 13ul eram colocados em uma camara de Neubauer e cobertos por
laminula. O aparato de observagéo (Camara, solugdo de hemécias e laminuia) era entdo
colocado no microscopio e focalizado o fundo da cdmara com a objetiva de 100x de
aumento. Para calibragéo do aplicativo de controle do experimento devia se posicionar o
foco do microscopio na regigo central da area de contagem representada pela letra E na
figura 32 .

A

iﬁei?%

figura 32 - Esquema do hemocitémetro manual (Cdmara de Neubauer).

Todas as variaveis controladas pelo software eram dependentes desta calibracao,
em especial a posi¢éo no eixo Z do movimento. Uma calibragao errada poderia quebrar a
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camara de Neubauer ao for¢a-la contra a objetiva do microscopio. Outra caracteristica
importante era o correto posicionamento aleatério durante o experimento.

10.2 - Analise estatistica dos dados

As analises estatisticas foram baseadas no teste de soma de ranks de Wilcoxon
(Wilcoxon Rank-sum test). Os calculos das analises foram feitos com o auxilio do software
S-plus.

O teste de Wilcoxon € um teste ndo paramétrico alternativo ao teste ¢ de duas
amostras, e equivalente ao teste U de Mann-Whitney.

Este € utilizado para testar a hipétese nula de que a distribuicdo de duas populacdes,
vindas de duas amostras aleatorias, & idéntica, contra a hipétese alternativa de que elas
diferem na média, mediana, moda ou média geométrica.

Este teste assume que:

1. dentro de cada amostra os valores s&o independentes e igualmente
distribuidos,
2. As duas amostras séo independentes entre si,

O teste de Wilcoxon é baseado nas notas (rank) das observacdes n,+n,. A cada
observagado ¢ atribuida uma nota, a menor tem nota 1, a segunda menor nota 2 e assim
em diante. O teste estatistico de Wilcoxon é a soma das notas das observagfes de uma
das amostras. Tanto o p-valor como as notas de cada observacéo séo calculadas pelo
programa estatistico.

As hipéteses testadas na maioria dos experimentos eram se a populagédo alterada
tinha comportamento reol6gico igual a do controle.
(http://www.basic.nwu.edu/statguidefiles/sghome.html,
http:/Avww.stat.auckiand.ac.nz/~wild/ChanceEnc/)
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11 - Resuitados

11.1- Potencia do laser utilizada

Apb6s os procedimentos de inicializagdo do equipamento, o laser era disparado
sobre a camara de neubauer, através da objetiva do microscopio. Para que a potencia do
laser na amostra fosse entre 80 mW foram testadas diversas potencias da lampada do
faser. A Tabela 3 - mostra a variacio da potencia em relagéo ao tipo de alteragso da
hemacia. Os dados de esferocitose s&o para uma potencia final de 100 mW.

Tabela 3 -  Relagdo tipo de hemoglobina celular e poténcia do laser.

Poténcia da 13
Tipo de hemécia oténcia da lampada do

laser
Controle 23,0-235
HbSS com ou sem HU 233235
HbAS 23,5
HbSC 237-240
Esferocitose 240-243

s

11.2 ~ Automatizacdo do método de medida

Com os pacotes de medidas automaticas o tempo de realizadas das mesmas diminuiu
enormemente. A Tabela 4 - mostra os dados da elasticidade obtidos nos dois métodos de
medida, manual e automatico.

11.3 - Uniformidade das medidas

Antes da realizagdo dos experimentos com portadores de alteracbes nas hemécias,
foram testados 21 controles normais. Estes testes visaram a padronizagdo das técnicas de
medida e aquisi¢do das imagens e dados durante as andlises.
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As medidas da pinga Optica se mostraram altamente reprodutivas. Os desvios padrao
das analises de um mesmo individuo sdo sempre muito baixos. A média de todos os
controles feitos foi de 0,8895 dyn/cm x107°, com desvio padréo de 0,4942 dyn/cm x107,
Tabela § - . Nos experimentos com heméacias alteradas, o desvio padrdo chegava a ser 6
vezes a media.

Tabela 4 - Elasticidade celular medida manualmente e medida automdtica.
Elasticidade p (Dyn/cm)
Célula Manual Automatica
HbSS 0,002456 0,002551
HbSS 0,001262 0,001269
HbSS 0,002891 0,002919
HbSS 0,003192 0,0030
HbAS 0,008553 0,008553
HbAS 0,000953 0,000949
HbAS 0,001745 0,001732
Controle 0,002147 0,002009
Controle 0,001811 0,001787
e
Tabela 5 - Dados da elasticidade de todos os individuos controles estudados.

W
Elasticidade {(dyn/em x107)

N_| N Meédia Desvpad Mediana
90 6254 0,8885 0,4942 0,6920

Variagao
0,1084 - 2 7180

N_I = nimero de individuos; N = nimero de células; Desv pad = desvio padrao

Na Tabela 6 - estdo mostrados os resultados de diferentes medidas da elasticidade
em dois individuos do grupo controle. As amostras foram colidas e analisadas em dias
diferentes.
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Tabela 6 -  Elasticidade de hemdcias obtidas em diferentes amostras de 2 individuos controles.

E!asticidai

Tipo Amostra de Tipo Amostra Ele:’stn;ldade
(dynicm) (dynicm)
Controle 1 1 1,121  [Controle 2 1 0,803
2 1,233 2 0,795
3 1,158 3 0,964
4 1,110 4 0,884
5 1,132 5 0,802
6 1,089 6 0,811
7 1,289
8 1,110
°] 1,122
10 1,095
Média 1,115 0,843
Desvio
padréo 0,065 0,068

%

11.4 - Experimentos com portadores de Esferocitose Hereditiria
EsH

A Esferocitose Hereditaria (EsH) é uma doenga autossdmica dominante,
cosmopolita com prevaléncia de 1 caso em cada 5000 individuos gque causa uma anemia
hemolitica de express&o variada. Caracteriza-se pela presenga de numerosas hemacias
que perderam a capacidade de deformagdio e, devido a um decréscimo da razao
superficie/volume, se tornam esféricas (esferécitos). As hemacias possuem um aumento
da fragilidade osmética e encontram-se relativamente desidratadas e por isso apresentam
uma maior concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) (Beutler and
Williams, 1995).

As anormalidades moleculares sédo heterogéneas. A EsH pode ser dividida em 4
subtipos: 1- deficiéncia parcial da proteina de membrana espectrina; 2- combinacgdo da
deficiéncia parcial de espctrina com deficiéncia da anquirina; 3- deficiéncia parcial da
proteina banda 3 e 4- deficiéncia da proteina 4.2 e outras deficiéncias menos comuns
(Beutler and Williams, 1995).
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11.5 - Morfologia dos esferécitos :

A principal caracteristica morfoloégica dos esferdcitos é uma célula vermelha sem a
concavidade cenfral, possui um didmetro menor e parece ser mais hemoglobinizada do
que as hemacias normais. Estas caracteristicas refletem, em parte, alteracdo da geometria
celular: o didmetro de uma esfera € menor e a camada de hemoglobina € mais

concentrada do que em um disco do mesmo volume (figura 33 ).

figura 33 - Morfologia dos esferécitos

Os esferécitos sdo menos deformaveis que as hemacias normais, apresentam um certo
grau de rigidez de membrana, incapazes de sofrer a acentuada deformacéo necessaria
para atravessarem os capilares e sinusdides do baco, sendo sequestrados e destruidos
neste Ultimo (Hoffbrand and Pettit, 1993).

11.6 - Estudos da deformabilidade da EsH com Pinca Optica

Em 1980 Mohandas ef al., usando ectacitometria, demonstraram que esferdcitos,
em meio isoténico, apresentam uma menor deformabilidade comparada aos controles.
Quando diminuida a osmolalidade ha um aumento na deformabilidade das células
(Mchandas et al., 1980).

Neste projeto, foram analisados 7 pacientes com EsH comprovados por analises

clinicas no Hemocentro da UNICAMP e moleculares em nosso laboratério, Tabela 7 - .
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Os esfercitos apresentaram-se rigidos e estatisticamente diferentes quando
comparados as células dos controles normais (p=0,0022 Wilcoxon — Mann Whitney),
Tabela 8 - .

N&o houve diferenca na elasticidade celular quando os tipos de deficiéncia das
proteinas de membrana foram comparados (Tabela 9 - ), bem como entre individuos
esplenectomizados ou n3o.

Tabela 7 - Dados hematoldgicos dos individuos analisados.

) VCM CHCM Reticulécitos Hb
Individuo Contetido protéico relativo
iy (g/ (%) (g/dl)

7 104,0 358 1,0 12,2 80% Espectrina

2 87,0 358 ND 13,8 79% Banda 3

3 942 33,8 7,6 15,1 75% Espectrina

4* 82,1 355 1,0 14,1 66% Ank

5 88,5 354 2,8 13,3 80% Banda 3

6 89.0 353 5,1 11,6 70% Banda 3

7 88,0 36,1 3,5 15,8 88% Especirina

m
* individuo esplenectomizado, VCM = Volume corpuscular médio, CHCM = Concentracédo
de hemoglobina corpuscular média, Hb = hemoglobina, ANK = anquirina, ND = Dado nio
disponivel. |

Tabela 8 -  Quadro comparativo entre as médias, medianas e variagdo (minimo e mdximo) da

elasticidade nos grupos controle e portadores de esferocitose hereditdria.

Elasticidade (dyn/cm x1 0"5)

N Meédia Mediana Variagdo
Controle 100 0,86 0,69 0,11-2,15
EsH 90 3,03 1,39 0,22 - 23,27

L T e e e S .
N = nimero de células analisadas, EsH = portadores de esferocitose
hereditaria.
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Tabela 9 -~ (uadro comparativo das elasticidades entre as diferentes mutagoes.

" Elasticidade (dyn/cm x107)

Proteina
N Média Mediana Variagdo
deficiente
Banda 3 32 267 1,28 0,37 -19,43
Anquirina 39 4,86 1,67 0,38 - 23,30
Espectrina 19 3,80 1,56 0,38 -17,00

N = Namero de células analisadas.

Cerca de 30 % do total de células analisadas nao apresentaram deformacéo
suficiente para se calcular sua elasticidade, apresentando um p, igual a zero ou um valor
negativo. Para se contornar este problema foram feitas algumas tentativas de ajuste no
programa de corrida.

Para demonstrar se estas células apresentavam este comportamento devido a baixa
forga aplicada pela pinga, foram acrescidas as velocidades de 270 e 280 um/s e eliminou-
se a primeira velocidade 150um/s das seis habituais (150, 170, 190, 210, 230, 250 um/s),
com o intuito de ndo estender o tempo em que a célula fica presa a armadilha optica.
Como antes, aproximadamente 30% das células que completaram o experimento néo
apresentaram nenhum tipc de deformagdo e, daquelas que foram pingadas,
aproximadamente 20% ndo completavam um experimento, soltando-se da armadilha
optica nas velocidades 250 ou 270um/s.

Outra alternativa tentada foi o aumento da poténcia do laser. Esta havia sido fixada
em torno de 80,0 mW (mili watts) para todas as anélises, a fim de padronizar e tornar as
analises estatisticas mais reais. No caso do estudo dos esferdcitos, foi tentado elevar a
poténcia do laser para, aproximadamente, 105 mW, com o intuito de aumentar a forga da
armadilha e forcar as células a completar um experimento sem se desprender da pinga
tanto nas seis velocidades padrdo como no teste com sete. Este procedimento foi valido
em pincar as células pelo tempo necessario mas se tornou nulo devido as alteragdes
morfoldgicas causadas nas celulas, possivelmente um efeito térmico causado pelo laser
(figura 34 ).
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figura 34 - 4. Célula pincada no inicio da andlise. B. Célula com aumento da potenciado laser,
morfologia alterada.

A principio foi pensado que devido ao seu formato caracteristico a elasticidade dos
esferocitos ndo poderia ser calculada utilizando—se a férmula matematica usual. A primeira
parte do experimento (pingamento com o laser e arrasto contra o plasma) foi realizada sem
alterag@o na técnica. Os caiculos da elasticidade foram feitos, primeiramente, com as
formulas e planilhas padronizadas. Em seguida a deformabilidade foi calculada utilizando
os dados do didmetro maximo dos esferdcitos em cada velocidade, sem alterac@o nas
férmulas utilizadas. Esta medida, didmetro maximo, pode ser obtida automaticamente pelo
software Image Pro-Plus. Ambos os tipos de calculos apresentaram respostas muito
proximas, devido a alteragéoe da forma celular ndo ser muito grande.

Foram realizadas quatro andlises duplas sendo que as médias das elasticidades nao
foram significativamente diferentes (p=0,875 Teste f para amostras pareadas), os dados
estédo mostrados na Tabela 10 - .

Tabela 10 - Quadro comparativo da Elasticidade média de esferdcitos usando como modelo para

o cdlculo uma esfera e um paralelepipedo.

Elasticidade (dyn/cm x107)
Paciente Esfera Paralelepipedo
1 1,302 1,254
2 4,956 4,814
3 3,489 3,319
4

3,929 3,824
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Decidiu-se entdo manter a forma de calculo j& padronizada, com todos os
programas de computador prontos e em pleno funcionamento, evitando-se assim ter
diferentes planilhas de calcuios.

Nas analises da esferocitose hereditaria viu-se que o indice de células com
experimento completo € muito baixo para se ter certeza de seu comportamento reolégico.
Outro fator que dificultou a andlise dos dados foi, como j& mencionado acima, 30% das
células néo sofreram nenhuma deformagao com aplicagéo das forcas de arrasto durante o
experimento. E possivel que a técnica de medicao da elasticidade celular por pinca Optica
de feixe Gnico néo possa diferenciar células com baixa deformabilidade. Assim, pode-se,
dizer que células cuja elasticidade esteja acima de um determinado valor, possivelmente
superior a 25,0 dyn/cm x107, ndo podem ser corretamente medidas por esta técnica. O
mesmo problema se repete quando as células s&o muito deformaveis.

11.7 - Experimento com pacientes em crise falcémica

Foram estudados cinco casos de pacientes em crise faicémica. Os experimentos
com essas células foram extremamente dificeis de se realizar. Todas as células
apresentavam grande instabilidade quanto a integridade da membrana celular. A maioria
das células, cerca de 60%, se rompia ao ser capturada pela pinga 6ptica, outros 12%, ac
entrarem na armadilha Optica, apresentavam uma falcizacdo néo mais se deformando,
impossibilitando a realizacdo dos experimentos de corrida. De fato, em apenas um dos
cinco pacientes foi possivel capturar mais de 10 células com o experimento de corrida
compieto. Em outro paciente foi impossivel a realizacdo da captura e corrida contra o
plasma. Nos restantes a captura foi finalizada apenas com 10 células. Os dados da analise
da deformabilidade celular estdo mostrados na Tabela 11 - .

Denota-se que as células que puderam ser estudadas apresentaram elasticidade
proxima do normal. Entretanto, a impossibilidade de avaliar o conjunto de células impediu
uma conclusdo definitiva.
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Tabela 11 - Dados da deformabilidade celular dos pacientes homozigotos para anemia falciforme

em crise falcémica,

W
Elasticidade (dyn/cm x107)

Paciente N NC Média Mediana Variagao

1 15 20 0,86 0,65 0,13-1,97
10 60 0,65 0,46 0,10~ 2,01
10 40 0,70 0,61 0,11-2,16
10 30 081 0,71 0,11-2,20
0 30 ND ND ND

g b oW N

. ?‘% .
N= Ndmero de células onde foi possivel a realizagdo dos experimentos, NC = Ndmero de
células capturas para se obter N.

11.8 - Propriedades mecéanicas de células de _bortadores de anemia
ferropriva

Neste projeto foi realizada analise com trés pacientes portadores de anemia
ferropriva por hiperfluxo menstrual (Tabela 12 - ). Um minimo de 30 e um maximo de 56
células de cada individuo foram submetidas e analisadas pela pinga optica, As células de
individuos com anemia ferropriva se apresentaram mais rigidas quando comparadas aos
controles (p=0,0021 Wilcoxon — Mann Whitney) com uma elasticidade média de 1,256
dyn/cm x10°, contra 0,850 dynfcm x10 dos controles. Ainda assim, um dos pacientes com
anemia ferropriva apresentou uma deformabilidade maior gue o grupo controle.
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Tabela 12 - Dados hematologicos dos individuos com anemia ferropriva utilizados neste

experimento.

Hb Fer HCT VCM HCM N Elasticidade (dyn/cm x10™)
(g/dh) (%) (fl) (rg) Média Mediana
(Variagéo)
955 <150 30,54 7040 2201 30 1,11 0,56 (0,065 - 6,360)
781 <150 2578 56,00 16,97 30 124 0,99 (0,085 — 13,280)
830 <150 2890 6560 1830 56 063 0,34 (0,096 - 2,02)

Hb = concentracdo de hemoglobina, Fer = Ferritina, HCT = Hematécrito, VCM = Volume

corpuscular médic, HCM = Hemoglobina corpuscular média, N = Ndmero de celulas

analisadas.

800

&
o
&

4,00 4 e

Elasticldads {dyniem x10%

2,00

0,00

- Gontrole — Ferropriva

figura 35 Grdfico com a distribuigdo da elasticidade das células com anemia ferropriva.
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11.9 - Trabalhos publicados e submetidos

11.9.1 - Optical tweezers for measuring red blood cell elasticity:

Application to the study of drug response in sickle cell disease.

M. M. Brandao’, A. Fontes®, M. L. Barjas-Castro’, L. C. Barbosa®, F. F. Costa', C. L.
Cesar?, S. T. O. Saad"

‘Department of Internal Medicine and Haemocentre, *Physics Institute Gleb Wataghin,
State University of Campinas —~ UNICAMP, Campinas, Sao Paulo, Brazil.

Trabalho publicado no “European Jounal of Haematology 2003 70:207-211”

11.8.1.1- Summary

The deformability of erythrocytes is a critical determinant of blood flow in microcirculation.
By capturing red blood cells with optical tweezers and dragging them through a viscous
fluid we were able to measure their overall elasticity. We measured, and compared, the red
blood cell deformability of 15 homozygous patients (HbSS) including five patients taking
Hydroxyurea for at least six months (HbSS/HU), 10 subjects with sickle cell trait (HbAS)
and 35 normal controls. Our results showed that the red biood cell deformability was
significantly lower in HbS subjects (HbSS and HbAS), except for HbSS/HU cells, whose
deformability was similar to the normal controls. Qur data showed that the laser optical
tweezers technique is able to detect differences in HbS red blood cells from subjects taking
hydroxyurea, as well as to differentiate red blood cells from normal controls and HbAS,
indicating that this is a very sensitive method and can be applied for detection of drug-
response in sickle cell disease.

Optical tweezers, sickle cell, hydroxyurea, red blood cell elasticity, deformability.
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11.9.1.2 - Introduction

The deformability of erythrocytes is a critical determinant of blood flow in the
microcirculation. This deformability is the combined result of several mechanical and
geometrical properties, such as internal viscosity, surface area-volume ratio, and
membrane elasticity and viscosity.

The sickle mutation substitutes thymine for adenine in the beta globin gene, thereby

encoding valine instead of glutamic acid in the sixth position of the haemoglobin beta chain
(Haemoglobin S or HbS). This mutation causes a defect in the haemoglobin structure,
responsible for profound changes in molecular stability and solubility. In sickle cell anaemia,
the red blood cells exhibit reduced deformability and the abnormalities in the erythrocyte
rheology are of clinical importance in sickle cell disease.
Patients homozygous for this mutation (HbSS) present haemolytic anaemia and vaso-
occlusive crises, leading to damage of most tissues (Platt, 1990). On the other hand,
heterozygous individuals for this mutation (HbAS or sickie cell trait) are asymptomatic
(Platt, 1990).

Hydroxyurea {HU) has been successfully used for treatment of this disease. It is
known that, in addition to the improving foetal haemoglobin production, HU has a great
effect on whole cell deformability (Ballas et al., 1989). Recently, we proposed a new
method for measuring the elasticity and viscosity of red blood cells using laser optical
tweezers (Huruta et al., 1898). This technology is based on photon momentum transfer
(Ashkin et al., 1987), and has a variety of biological applications such as the trapping of
cells and organelles, micromanipulation of gametes, biomolecular genetic assay and study
of membrane mechanical properties.

In the present study, using sickle cell anaemia as a clinical model, we show, on
experimental and theoretical grounds, that this technique is very sensitive and can be
applied for clinical and research purposes.
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11.9.1.3 - Methods

Patients:

We studied the red blood cell deformability of 25 haemoglobin S (HbS8) subjects aging from
23 to 51 years old (15 homozygous for HbS including five patients taking Hydroxyurea for at
least six months, and 10 subjects with sickle cell trait) and 35 normal controls, seen at the
Haematology and Haemotherapy Center of Campinas — Brazil. Regarding pB-globin
haplotypes, 8 patients were Benin/Bantu, 4 Benin/Benin and 3 Bantu/Bantu. oa-Thalassemia
was absent in 8 HbSS patients (Table 13). The Ethical Committee of the University Hospital
of Campinas approved this study.

Data Analysis

To examine whether significant differences were present between HbS Groups and controls
we use the Mann-Whitney-Wilcoxon Rank Sums nonparametric Test (unpaired,
independent groups). P-values were identified as significant if they were less than or equal
to 0.05 (for a 2-tailed hypothesis). Resuits are presented as medians, minimal and maximal
values.

Apparatus assembling:

The optical trap consisted of a Nd:YAG laser strongly focused through 100x oil immersion
objective of an microscope (Olympus Optical Co, Ltd, Tokyo, Japan) equipped with a CCD
camera (JVC Company of America, Elmwood, NJ). The images were recorded in real time
(VHS) and captured by a computer. The analysis of the images was performed with Image
Pro Plus Software (Media Cybernectics, Baltimore, MD) and the mathematical calculation
was performed using MS Excel (Microsoft Corp., Richmond, CA).
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Optical tweezers analysis:

The analysis was performed in a 100 um depth Neubauer improved chamber attached to a
computer-controlled motion control (Prior Scientific, Rockland MA). Five mi of peripheral
blood was collected in a vacuntainer containing EDTA and the erythrocytes, at 50%
haematocrit, were diluted (0.5:1000 ul) in AB human plasma, Rh positive, with known
viscosity (n = 1.856 centipoise at 23°C).

At least 17 cells of each subject were submitted to 6 velocities varying from 150 to 250
pmv/s with an addition of 20 um/s on each step and laser power of 100 mW. This force was
applied only in one direction to avoid abnormal deformation caused by back and forward
movement. All cell preparations and measurements were carried out at room temperature

(25° C) within 2 hours of venipuncture, and no cell hydration, oxygenation or deoxygenating
procedure was performed.

Measurement Technique and Models:

In order to evaluate the red cell membrane elasticity and viscosity, the cell model was
assumed as a parallelepiped with length L, width W and negligible thickness 8. The cell
was located at a distance Z, from the bottom of a Neubauer chamber and Z, from the cover
slip. Optical tweezers dragged it with 6 constant velocities (V) through a fluid (Human AB
plasma) with viscosity  (figura 5 ).

To define the drag force F, we assumed a simple model of two surfaces with W and L
dimensions, one surface standing still (cell surface) and the other moving with velocity V in
a viscous fluid with viscosity 7.This resulted in the mathematical expression,

V where n is the plasma viscosity and L ~1-+—1~. We assumed that the

eq egq ZE 2

0

Foe =77

overall cell elastic response to an applied force F is given by F,__ = in—AL, i being the
0

“overall elasticity” and AL (L - Lo) the cell length deformation, adopting L, as the cell length

in the absence of any force. Equilibrium occurs when the elastic force cancels the drag

2

force. At the equilibrium, the cell length L is givenby L =L, + ";“’ V, independently of the

eq
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cell width W. Therefore, the measurement of the cell length as a function of the drag
velocity can be used to extract a value for H, once the plasma viscosity 1), the initial length
2

Lo and Zeq are known. The slope of this curve nL, is also a function of the equivalent

HZ,

depth Zeq, and can be used to test this model.

In order to verify the previsions of the parallelepiped model, the cell length was measured
as a function of the drag velocity for various Z;. The camera of the optical tweezers
microscope registered the cell images. These images were captured in a computer where
its length was measured. We used the Neubauer chamber squares as the length
calibration. The depth Z; was measured by focusing the bottom of the Neubauer chamber
and then lowering the chamber by the desired amount (10 to 80 um) while keeping the cell
fixed with the optical tweezers. figura 10 shows the result of the cell length measurement
as a function of the drag velocity and figura 11 shows the slope of the cell length vs
velocity as a function of the depth Z;. The slope of this straight line (L vs V) shows a

=—1—+~3-~=-—1—+m~}~——, assuming Z; = d -

dependence on Z1 given by the expression
P rgven by P Z, Z, 7, d-z,

eq
Z1 - 8z d - Z4. This slope tends to infinity as Z; tends to zero or d, producing the odd
shaped curve of figura 11 .

With this proposed technique, the entire cell is analyzed and not only the intrinsic
membrane elasticity.

11.9.1.4 - Results

Our results showed that the deformability of red blood cells was lower in subjects with HbS
than normal controls (controls vs HbSS, p = 0.0037; controls vs HbAS, p = 0.004). Onthe
other hand, the red blood cell deformability of HbS homozygous taking Hydroxyurea was
similar to that observed in controls (p = 0.640). The results are presented in Figures 30a
and 30b and table 14. Patients with sickle cell trait did not differ significantly from HbSS
(p=0.9445). Our results showed that HbS cell deformability presented a wide spread
distribution compared to normal control cells (figura 36 a). The cell deformability data did
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not have a bimodal distribution, but the dispersion was high and some cells escape from
the majority (figura 36 b).

We aiso did not find any correlation between red cell elasticity and B-globin haplotypes or a-
thalassemia status. Individual data of sickle cell patients are shown in table 13.

11.9.1.5 - Discussion

in the present study, we measured the red cell deformability from HbS subjects using an
optical tweezers technique. The optical tweezers uses a Nd:YAG laser that operates in the
infrared wavelength region, at 1064 nm and, at the lower power used in this study
(100mW), does not cause any heat damage to the cells. In fact, Ashkin and Dziedzic
proved that a yeast cell could be trapped for 3 hours and remains alive (Ashkin and
Dziedzic, 1987).

We found that the red cell deformability was not different in HbS subjects (Homozygotes
and Heterozygotes), but that both were significantly different from normal cells. After testing
this methodology in several normal RBC celis, we observed that the data are distributed in
a very nafrow range and are very reproducible. On the other hand, in the HbSS and HbAS
groups, a very heterogeneous RBC population was detected, with regard to their
deformability. Reid and colleagues (Reid and Obi, 1982), using a filtration method,
demonstrated that HbSS present no erythrocyte deformability index while in HbAS the
index was 50% lower than in normal controls. Indeed, Hiruma et al (Hiruma et al., 1995)
demonstrated that HbAS and HbSS celis present an impaired filtration in an oxygenated
environment even with normal cell morphology, suggesting that cell morphology is not
directly related to the abnormal rheologic behaviour.

Thus, we believe that the optical tweezers is such a sensitive method that it cannot
differentiate well between 'homozygotes and heterozygotes. Therefore, the deformability of
these cells is only one of the factors that contribute to the clinical aspects of HbS subjects.
This impaired deformability is attributed to the HbS cells concentration in the blood, their
increased adhesiveness to the endothelial cells and plasma viscosity (Hebbel et al., 1980).
Since the adherence of HbS cells to endothelium contributes to the microvascular occlusion
(Hebbel et al., 1980; Setty et al., 2002) and cells of homozygotes are more adherent than

celis of heterozygotes (Barabino et al., 1987), it is not surprising that sickle cell trait
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individuals are asymptomatic, despite the abnormal elasticity of their cells observed in this
study.
Interestingly, HbSS subjects taking HU for at least 6 months had cell deformability similar to
that of the controls. In addition, about 5% of their cells had an even better deformability
compared to normal controls (figura 36 a and b). It is known that, cells treated with HU
present an improvement in the cellular hydration status and in deformability (Ballas et al.,
1989; Engstrom and Lofvenberg, 1988). Gulley and colleagues (Gulley et al., 1982)
demonstrated that cellular deformability is greatly influenced by its state of hydration and a
rise or a fall in cell hydration resulted in an alteration in cell deformability.
Other techniques such as ektacytometry (Ballas et al., 1989) (Groner et al., 1980; De
Franceschi et al., 1997), and micropipette aspiration (Evans and La Celle, 1975; Hochmuth
et al.,, 1979) have been successfully used for analysis of HbSS red cell deformability. The
micropipette technique, as well as optical tweezers, has the advantage of quantification of
the rheologic properties of individual celis rather than the average rheologic behaviour of a
cell population (ltoh et al., 1995). This individual cell analysis is necessary to detect
differences between normal and abnormal populations. The micropipette technique
measures, mainly, the cell membrane deformability (Evans and La Celle, 1875) whilst the
optical tweezers measures the entire cell deformability (overall elasticity) and not only the
intrinsic membrane elasticity. In fact, Evans and colleagues (Evans and Mohandas, 1987)
demonstrated that the rheological behaviour of the erythrocyte is provided by both
membrane and cytoplasm properties, therefore the overall elasticity is very sensitive to any
change in the cell environment, such as the osmotic pressure, changes due to molecules
attached to the cell surface or haemoglobin defects (Dong et al., 1992).

in conclusion, the data herein presented showed that the laser optical tweezers
technique was able to detect differences in the deformability of red blood cells from HbS
subjects. Therefore, it was also able to detect an improvement in cell deformability after
treatment with Hydroxyurea, indicating that laser optical tweezers is a very sensitive
method and can be applied for detection of drug-response in sickle cell disease.
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Tabela 14 - Red cell overall elasticity measured by optical tweezers in normal controls, sickle cell

anaemia patients (HbSS), sickle cell anaemia patients taking hydroxyurea (HbSS/HU), and sickle

cell trait subjects (HbAS).

Number of Elasticity (dynicm x10%)
cells
analysed Median Range
Controls 800 0.692 0.108 - 2.148
HbSS 177 0.976 0.124 - 15542
HbSS/HU 131 0.580 0.018 —2.485
HbAS 158 1.010 0.132 - 8.553
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11.8.2 - Elastic properties of irradiated red blood cell units measured by

optical tweezers.

M. L. Barjas-Castro*’, M. M. Brand&o*", A. Fontes*?, F. F. Costa'C, L. Cesar2, S. T. O. Saad '
‘Hematology and Transfusion Center; *Physics Institute “Gleb Wataghin”, State University of

Campinas, Campinas, Brazil.

Publicado na “Transfusion 2002 Sep;42(9):1196-8”

11.9.2.1 - Abstract

Background: Gamma irradiation of RBC results in the production of reactive oxygen,
capable of initiating the process of membrane lipid peroxidation, and accelerates the
leakage of potassium ions from RBC resulting in an increase of internal viscosity.

Study design and methods: The elastic properties of irradiated and stored RBC units were
studied using laser optical tweezers. The laser trapped the cell and the membrane elasticity
was analyzed measuring the cell deformation in six different drag velocities. Five RBC units
were split into two portions. One portion received a gamma irradiation dose of 25Gy and the
second one was used as a control and was not irradiated. All units were stored (4°C) and
the elasticity was examined on days 1, 14, 21 and 28

Results: Elastic properties (1) from irradiated RBC stored for 21 days and 28 days were
significantly affected when compared to control cells (21 days: control 0.3+0.03x10°
*irradiated 3.5+1.3x10 dyn/cm; p-v<0.001 and 28 days: control 0.5+0.09x10° : irradiated
14:+3.2x10° dyn/om; p-v<0.001).

Conclusion: The sensitivity of the laser optical tweezers method showed that there is no
significant change in elasticity over time up to 14 days of storage, regardless of whether the
unit was irradiated or not. However, beyond 21 days of storage, irradiated units
demonstrate decreased elasticity.

Key words: red cell elasticity, optical tweezers, gamma irradiation.
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11.9.2.2 - Introduction

Transfusion associated graft-versus-host disease (TA-GVHD) is usually a fatal
complication of blood transfusion in immunosuppressed patients and results from the
engraftment and clonal expansion of allogenic donor leukocytes (Baldwin et al.,, 1892;
Williamson and Warwick, 1995). Gamma irradiation of blood components is an effective
way to prevent TA-GVHD, however it induces hematological and biochemical RBC changes
and reduces their survival (Button et al., 1981; Jeter et al., 1991; Baldwin et al., 1992).
Irradiation of RBC results in the production of reactive oxygen species such as hydroxyl
radicals, which are capable of initiating or enhancing the process of lipid peroxidation and
affect membrane integrity (Pryor, 1976; Halliwell and Gutteridge, 1985; Anand et al., 1997).
Furthermore, irradiation accelerates leakage of potassium ions from RBC resuiting in an
increase of internal viscosity and an impair of cell deformability (Ramirez et al., 1987;
Moroff and Luban, 1994; Cicha et al., 2000).

The indications for irradiated components have increased in the recent years and the
storage of RBC units for an extended period after irradiation is a regular procedure in some
blood banks without immediate access to a blood irradiator. However, while non-irradiated
RBC bags collected in CPDA; can be stored for 35 days, the AABB standards recommend
that the shelf life of irradiated RBC be limited to 28 days after irradiation (Menitov, 1999).

The RBCs deformability is the combined result of several mechanical and
geometrical properties, such as internal viscosity, surface area-volume ratio, and
membrane elasticity.

Laser optical tweezers were developed by Ashkin et al (Ashkin et al., 1986) and it is
a very sensitive method which allows individual, cell by cell, elasticity measurement
method. This method has been used with success and has a variety of biological
applications such as trapping of cells and organelles, micro - manipulation of gametes,
biomolecular genetic assay and the study of elastic properties of membranes (Bronkhost et
al., 1995; Sleep et al., 1999). It also seems to be very sensitive to measure the elastic
properties of stored red biood celis (Huruta et al., 1998). Thus, the aim of this work was to
analyze the elasticity of irradiated stored red blood celi units using optical tweezers.

UNiICamep
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11.9.2.3 - Material and Methods

Optical Tweezers

The membrane elasticity was obtained by measuring the deformation of the cell
when dragged at six different velocities through the plasma fluid. The optical trap consisted
of a Nd:YAG laser beam (wavelength 1064 um) focused through the 100X objective of a
microscope (Olympus Optical Co. Ltd, Tokyo, Japan) equipped with a minicam (JVC
Company of America, Elmwood, NJ), which registered the trapped red cell image in real
time. These images were recorded in VHS and captured in a computer where they couid be
quantitatively and qualitatively analyzed by a software (lmage-Pro Plus, Media Cybernetics,
Silver Spring, MD). The model used for calculating the values for the membrane elasticity
assumed that the cell was a parallelepiped with length (L), width (W) and negligibie
thickness (8) located at a distance Z; from the bottom of Neubauer chamber and Z, from
the cover slip (figura 5 ). We assumed that the overall cell elastic response to an applied
force was given by F=p(W/Lo) AL, where F was the force, H was the elasticity and AL (L-Lo)
was the cell length deformation, adopting Lo as the cell length in the absence of any force.
We assumed a drag force F given by Fyug = n (WLo/Zeq) V, where n was the plasma
viscosity, (1/Zeq) = (1/Z1) + (1/Z2) and V was the drag velocity. The equilibrium occurred
when one force canceled the other. Therefore the elongation AL as a function of drag
velocity was given by AL = [nLo2/(uZeq)] V, from where we could extract a value for H
provided by the plasma viscosity n, the length Lo and Zeq which were easily measured.

Cell elasticity (1) behaves as the spring elastic constant, where the force (F) applied
to a spring is precisely proportional to its deformation (AL) and the proportionality constant
(k) is called the elastic constant (F=k AL). Therefore, the higher the elastic constant of the
spring, greater is the force applied, in order to obtain an equivalent deformation.
Consequently, the higher p value, defined as elasticity, the less deformable is the cell.
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Material

Five RBC units from healthy blood donors were collected in CPDA; (Fresenius,
Asem-NPBI, ltapecirica da Serra, Sdo Paulo, Brazil) and each one split into two portions
(split units) via a sterile connecting device (Terumo Medical Corporation, Elkton MD). One
bag from each split unit received a gamma irradiation dose of 25Gy (IBL 437C Irradiator -
Cis Bio international, Gif sur Yvette, France) and the second one served as a control and
was not irradiated. Samples of each RBC unit were analyzed after gentle mixing via a
sterile connecting device (Terumo Medical Corporation, Elkton, MD) during storage period.
The RBC samples were diluted (1:1000ul) in AB plasma with viscosity (n) of 1.504
centipoises measured at 25°C. The elasticity of RBCs was examined during storage at 4°C
on days 1, 14, 21 and 28. Ten erythrocytes from each unit were submitted to six different
and constant drag velocities (150, 170, 190, 210, 230, 250um/s), controlled by a computer
and a stage controller. This force was applied only in one direction. Celi samples and
measurements were carried out at room temperature (25°C). The RBC images were
recorded in VHS and captured in a computer where they were twice analyzed by
measurement software (Image - Pro Plus, Media Cybernetics, Silver Spring, MD). Statistical

analysis was performed using Wilcoxon test (Splus 2000 - mathsoft Inc.) and the data was
analyzed as a cell pool.

11.9.2.4 - Results

The elasticity of fifty RBC from five irradiated and control units were analyzed during
storage up to 28 days. Erythrocytes from irradiated units stored for 21 days (3.54+1.3 x 107
+ dyn/cm) and for 28 days (14.0+3.2 x 10" + dyn/cm) presented significant iower elasticity
when compared to control cells stored for 21 days (0.37+0.03 x 107 + dyn/cm; p-v <0.001)
and 28 days (0.50 + 0.09 x 10 dyn/cm; p-v<0.001). The elasticity of RBCs irradiated and
stored for 14 days (0.43 + 0.038 x 10 dyn/cm) presented no significance statistic difference
when compared to non-irradiated units (0.34 x10%*t 0.02 dyn/cm; p-v 0.058) - table 15. The
box-and-whisker plot (figura 37 )} showed a clear distinction between the membrane
elasticity (u) from irradiated and not-irradiated RBC stored for 21 and 28 days.

Tese de Doutorado ~ Mareslo Mendes Brandio 77



RESULTADIS ~ TRABALHUOS PUBLICADOS E SLUBMETIDOS

11.9.2.5 - Discussion

Gamma irradiation of cellular components has been important for the prevention of
GVHD after transfusion and has become a common practice in Blood Banks (Baldwin et al.,
1992). Biochemical and morphological effects of irradiation on RBCs have been reported
using doses from 15 up to 30 Gy (Davey et al., 1992; Suzuki et al., 2000) and these effects
can be accentuated by blood storage (Card et al., 1982; Suzuki et al., 2000).

Suzuki et al (Suzuki et al., 1993) have studied the RBC deformability of gamma-
irradiated blood (50Gy) using a high-shear rheoscope and demonstrated that the
deformation index of irradiated and control red cells were not statistically different.
However, the deformation index of red cells decreased slightly during storage. Cicha et al
(Cicha et al., 2000) showed that the gamma irradiation of 35 Gy to RBCs stored in
mannitol-adenine-phosphate medium reduced the RBC deformability and, the number of
undeformable cells steeply increased during storage. The cell deformability was examined
under shear flow and the low deformability was mainly induced by excess leakage of K*
from the cells.

We have previously demonstrated that the optical tweezers are a sensitive and precise
method to study the elasticity of stored RBCs (Huruta et al., 1998). In the present study we
applied the same method focusing irradiated and stored RBC units for transfusion purposes
and the results were in accord with the findings of the previous studies which suggested
that the deformability of irradiated RBC decreases during storage (Cicha et al., 2000;
Suzuki et al., 2000). However, the sensitivity of the laser optical tweezers method aliowed
us to conclude that there is no significant change in RBC elasticity over time up to 14 days
of storage, regardless of whether the unit was irradiated or not. in addition, units stored for
more than 21 days after irradiation presented loss of elastic cell properties. This
modification could interfere in the mechanical behavior of the erythrocyte in
microcirculation. Taken together our data suggest that irradiated red biood cell units stored
for 21 days seem to be impaired and the transfusion of this component may be more
effective during up to 14 days of storage.
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Tabela 15 - Elasticity (dyn/cm) of irradiated and control RBC cells stored for I, 14, 21 and 28
days. The elasticity (1) has been studied measuring the deformation of each cell dragged at six
different and constant velocities (150, 170, 190, 210, 230, 250um/s).

Elasticity - p (dyn/cm) x 10 (mean + SEM) p - value
Stored days . .
Control RBC Irradiated RBC Wilcoxon test
1 0.17 £0.02 0.22 +0.02 0.373
14 0.20 +£0.02 0.29+0.03 0.129
21 0.22 + 0.03 2.15 +0.69 0.0002

*Splus 2000 - mathsoft Inc.
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figura 37 - Box-and-whisker plot comparing the distribution of elasticity (dyw/cm) of fifty RBC from
five split units. Each unit was divided into non-irradiated (control-C) and irradiated (I} RBC and
stored for 1, 14, 21 and 28 days. The plot shows a box defined by the lower and upper quartiles
and the elasticity median marked by a subdivision of the box.
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11.8.3 - Elastic properties of stored red blood cell units from donors with

sickle cell trait
Brand&o MM', Saad STO', Cezar CL? Costa FF', Barjas-Castro ML'

! Hemocentro Unicamp; 2 Instituto de Fisica “Gleb Wataghin®, State University of Campinas,

Campinas, Brazil.

Trabalho aceito para publicagio na Vox Sanguinis.

Red blood cells (RBC) from sickle cell disease patients exhibit secondary alterations

in cell metabolism and membrane structure. Sickle cell trait (AS) subjects present around
35% of HbS from the total hemoglobin and mostly are asymptomatic. AS individuals are
eligible for blood donation and their RBCs are considered safe for transfusion and have
normal survival rate in recipients who have no anoxia.
Laser optical tweezers (Ashkin et al, 1986) are a very sensitive method that allows
individual cell elasticity measurement. This method provides a sensitive tool to measure the
elastic properties of stored RBCs (Huruta et al., 1998: Barjas-Castro et al., 2002). Thus, the
aim of this study was to analyze the elasticity of stored AS RBCs using optical tweezers.

The membrane elasticity was obtained by measuring the cell deformation when
dragged at six different velocities (150 to 250um/s) through the plasma fluid. The optical
trap consisted of a Nd:YAG laser beam focused through the 100X objective of a
microscope equipped with a minicam (JVC Company of America, Elmwood, NJ), which
registered the trapped cell image in real time. These images were recorded in VHS and
captured in a computer where they could be analyzed by an automated method, using
Image Pro Plus software (Media Cybernetics, Baltimore, MR).

Fourteen RBC units from healthy blood donors, being seven with sickle cell trait (AS)
and seven normal controls (AA), were collected in CPDA, and stored at 4°C for 35 days.
Samples from each unit were obtained during storage period on days 1, 14, 21, 28 and 35.
They were diluted (0.5:1000p1) in AB plasma with viscosity of 1.616cP measured at 23°C.
Twenty-five cells from each unit were analyzed and the measurements were carried out at
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room temperature (23°C). Statistical analysis was pertormed using Wilcoxon rank-sum test
and the data was analyzed as a cell pool.

RBCs elasticity from AS units stored for 1 day (0.84x10%dyn/cm), 14 days (0.81x10°
dyn/cm) and 21 days (1.48x10°dyn/cm) presented significantly lower elasticity when
compared to AA cells stored for 1 day (0,58x10‘3dyn/cm), 14 days (0.65x107° dyn/em) and
21 days (0.66 x107° dyn/cm) (table 16 and figura 38 ). Mostly of RBcs from AS units stored
for 28 and 35 days were very rigid and escaped from the optical trap. So, more than 30%
the cells analyzed did not stay in the trap when the velocities were increased. Hence, the
accuracy of elasticity measurement was impaired. On the other hand, on days 28 and 35
control RBCs presented elasticity of 0.92x107 dyn/cm and 0.77x107 dyn/cm, respectively.

Our data corroborate with previous results (Hipp and Scott, 1874; Ouid et al., 1997},
that demonstrated AS cells stored in CPD for 21 days filtered less rapidly than normal
controls. We conclude that stored AS RBC units have lower elasticity compared to normal
control units. During RBCs storage, many cells became very rigid, suggesting that,
hemoglobin S in low concentration might compromise the cell elasticity.

Tabela 16 -  Elasticity (dynw/cm) of AS and control RBC cells stored for 1, 14 and 21 days. The
elasticity (1) has been studied measuring the deformation of each cell dragged at six different
and constant velocities (150, 170, 190, 210, 230, 250um/s).

Elasticity- 1 dynicmx10™ Median {(min-max)

Stored d p-value
ays
AS RBC AA RBC Wilcoxon*
(n=175 cells) (n=175 cells)
1 0.84 (0.10-14.6) 0.58 (0.08-1.80) 0.005
14 0.81 (0.17-14.50) 0.65 (0.15-1.81) 0.020

21 1.48 (0.18-59.7) 0.66 (0.07-3.41)

<0.001

Wilcoxon rank-sum test (Splus 2000 —~ Mathsoft, Seattle, WA)
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figura 38 - Box-and-whisker plot comparing the distribution of elasticity (dyn/cm) of 175 RBCs
Jrom AS umits and 175 cells from control units (A4), during storage period on days 1, 14 and 21.
The plot shows a box defined by the lower and upper quartiles and the elasticity median marked
by a subdivision of the box.
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12 - Discussdo

A metodologia padronizada para este projeto apresentou-se muito eficiente, com alto
grau de reprodutibilidade e com uma sensibilidade maior do que os métodos de
averiguacdo das propriedades mecénicas das hemacias comumente utilizadas. Algumas
técnicas, tais como filtragdo e ectacitometria, provam ser tteis na delineagéo das bases do
comportamento reolégico anormal de populagdes celulares(Mohandas and Evans, 2000).
Entretanto, falham ao providenciar detalhes das propriedades reolégicas de células
vermelhas individuais, ndo possibilitando uma definicdo completa das consequéncias
fisiologicas da deformabilidade anormal (Mohandas and Hebbel, 1994). Em geral, 0s
campos de forca e as formas aplicadas nas células nestas técnicas n&o sao axialmente
simétricas, isto significa que a modelagem dos resultados experimentais requer analises
extremamente complicadas envolvendo excessiva computagdo numerica e aproximagoes
grosseiras.

Cada uma das técnicas citadas acima se baseia em um critério particular da
deformabilidade celular que pode envolver apenas um aspecto do comportamento
reologico. Por exemplo, os métodos de filtragdo séo apenas qualitativos (Mohandas and
Evans, 2000), medindo apenas a capacidade da célula de passar por aberturas menores
do que seu diametro. A técnica de micropipeta avalia a deformag&o do eritrocito com o
mesmo embasamento, mas, é aplicada a uma célula por vez sobre condigbes de siress
definidas (Mohandas et al., 1980), e permite apenas a analise das caracteristicas
intrinsecas do material constituinte da membrana celular (Evans and La Celle, 1973).

Devido a consisténcia liquida da solugdo de hemoglobina encontrada no interior dos
eritrécitos, a capacidade de deformagdo é regularmente associada com a elasticidade da
membrana celular (Evans, 1983). Mas, em seu trabalho de distribuicdo de moléculas de
O, pelo organismo, o eritrécito esta sujeito a forgas tantc em sua membrana como em seu
interior. Assim, a resposta mecanica dos eritrocitos deve ser vista como a interacadc
citoplasma — membrana.

E valido notar que a medida das propriedades mecanicas das células com a técnica
de pinca 6ptica apresenta diferenca na grandeza da elasticidade comparada a outras
técnicas, e chega a ser 10 vezes menor do que a apresentada na literatura (Mohandas and
Hebbel, 1994). Este fato pode ser explicado comparando-se a pinga com a técnica de

Tese de Doutorado ~ Marcelo Mendes Brandio 83



DIscussAn E LONCLUSHES

micropipetas. Nesta técnica, uma célula vermelha & aspirada por um capilar, com
aproximadamente 4um de didmetro interno, gerando uma dobra na membrana celular
(Evans and La Celle, 1975). Sabendo-se o quanto esta membrana entra pelo capilar e a
forca aplicada para se sugar esta, a elasticidade é medida. Esta diferenca na grandeza
medida foi também observada por Sieep et al utilizando pinga dptica dupla para capturar e
aplicar diferentes forgas a esferas acopladas & hemécias desprovidas de seu contetdo
citoplasmatico (Sleep et al., 1999). Para exemplificar o processo de calculo desta
elasticidade tomaremos como modelo a figura 39 .

figura 39 - Modelo representativo: as barras diagonais vermelhas representam a membrana
celular, as duas linhas verdes perpendiculares o interior celular.

Neste modelo a hemdcia é representada por quatro barras (membrana celular) e duas
linhas perpendiculares ligadas por uma mola com constante elastica k (interior celular). Ao
utilizarmos a técnica de micropipetas apenas uma pequena porcio de uma barra é sugada,
sem causar deformabilidade no restante celular, até atingir o equilibrio, ou seja até que a

forca aplicada pela sucgéo seja igual a constante eléstica da membrana (figura 40 ).
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figura 40 - Representacdo do equilibrio onde f | = f 2 = Limembrana.

Se analisarmos apenas uma porgdo da membrana que se distende para dentro do
capilar teremos que f1 = f2 = lmembrana, ONde . = elasticidade da barra, f' = Forga gerada

pela pressdo negativa da micropipeta e f? Forga da elasticidade (figura 41).

fZ

f]
B

figura 41 - Representacdo de uma por¢do da membrana, onde {1 = f2 = thmembrana.

Assim n3o € levado em consideracdo o contelido do interior celular, o qual tem
muito mais importancia para a fisiologia do organismo.

No método da pinga éptica uma forga f 4 é aplicada sobre um dos lados do nosso
modelo e o conjunto é arrastado sobre um fluido de viscosidade n gerando uma alteracéo

na forma celular sem, contudo, modificar seu volume (figura 42 ).
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figura 42 - Modelo da distensdo celular causado pela aplicacdo da forga f;, M = sentido do
movimenlo.

O conjunto se distende até que a constante de elasticidade k (conteldo intracelular) se
iguaie a f . Assim nossos dados refletem a distens@o do interior celular resuitante de uma
Forga aplicada ao conjunto membrana - interior celular.

Para que possamos analisar a distensdo total da célula seria necessario aplicar uma
forga que fosse capaz de ultrapassar o k do modelo e 0 p da membrana. A figura 43
representa um grafico hipotético mostrando os dados da forca aplicada vs comprimento
celular, onde as condi¢Bes acima foram atingidas. A for¢ga maxima aplicada com uma pinga
Optica ¢ insuficiente para gerar uma distorgao capaz de remodelar da forma do envelope
celular (Sleep et al., 1999).

Deste modo, o método de pinga 6ptica, por avaliar a deformabilidade da hemacia
com base na combinacio das elasticidades da membrana e do interior celular, em relagdo
a viscosidade do plasma, é mais fidedigna para o estudo das propriedades mecéanicas das

células na corrente circulatoria.
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figura 43 - Grdfico representando a velocidade da corrida (for¢a aplicada) vs comprimenio
celular. A regido 1 indica a drea onde sdo feitas as andlises deste projeto, sem atingir o y da
membrana e o k mdximo. 4 regido 2 indica que estes valores jd foram ultrapassados.

A grandeza medida com a pinga Optica pode ser denominada “elasticidade
aparente” ou "elasticidade total” da hemacia em lugar de elasticidade da membrana da
hemacia que & uma grandeza bem definida. Isso porque com esta técnica e possivel
analisar a estrutura da hemacia como um todo e néo apenas a elasticidade intrinseca de
sua membrana.

Alguns estudos com céluias vermelhas alteradas auxiliam em desvendar os efeitos
dos véarios componentes da membrana e do citoplasma, como a hemoglobina, sobre ©
comportamento mecanico da célula como um todo. Foi observado que o aumento da
concentracdo de hemoglobina em células falcémicas causa um aumento na rigidez
celular, fato n&o observado em células normais (Evans et al., 1984). A hidratac&o celular e
diminuicdo da concentragdo de hemoglobina, em células falcémicas, implicam em um
aumento da interacdo da hemoglobina S com a membrana causando um comportamento
reoldgico andmalo. Esta observacdo deriva do fato de que membranas vindas de células
normais quando preenchidas com hemoglobina S apresentam maior rigidez do que quando
preenchidas com hemoglobina normal, mesmo vinda de outras células normais (Evans and
Mohandas, 1987).

Os resultados obtidos neste estudo com a andlise de células com trago falciforme

estocadas corroboram os dados de Hipp e Scott (Hipp and Scoft, 1974) e de Amar et al.
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(Amar et al., 1996). Estes, utilizando o método de filtragdo, demonstraram que células
HbAS estocadas por 21 dias a 4°C em CPD (Hipp and Scott, 1974) e SAG-manitol (Amar
et al., 1996) apresentam, em todos os dias de estocagem, um tempo de filtragdo maior
quando comparado ao grupo controle, ou seja as células se mostraram menos
deformaveis. O mesmo resultado foi observado por Bodensteiner (Bodensteiner, 1994),
Ould (Ould et al., 1997) e Gorlin (Gorlin and Gudino, 2001) utilizando filtros para reducgao
de células brancas em bolsas de doagéo de sangue de portadores de HbAS.

Com a pinga optica também foi possivel analisar o comportamento de células
irradiadas com radiagdo gama (y-rad) estocadas por 28 dias em relacdo a células nao
irradiadas estocadas pelo mesmo periodo. Os resultados estio de acordo com estudos
anteriores (Cicha et al,, 2000; Suzuki et al., 2000) que demonstraram uma menor
deformabilidade das células y-rad quando comparadas a céiulas nao irradiadas. Pela pinga
dptica foi possivel ver que esta diferenca comeca a aparecer apos 14 dias de estocagem,
chegando ao seu pico em 21 dias, onde as células y-rad apresentam uma perda
significativa da sua capacidade de deformagao.

Em relagéo aos portadores de HbS, tanto homozigotos (HbSS) como heterozigotos
(HbAS) apresentaram hemdcias significativamente menos deformaveis do que as do grupo
confrole. Ambas populagbes apresentam uma ampla distribuicdo da deformabilidade
celular. Reid e Obi (1982) utilizando a metodologia de filtrag&o, demonstraram que células
HbSS n&o apresentavam indice de deformagido, enquanto células HbAS apresentavam
indice 50% menor que o do grupo controle. E ainda, Hiruma ef al. demonstraram que tanto
céluias HbSS como HbAS apresentam alteragio na filtracdo mesmo com morfologia
celular normal em um ambiente oxigenado, sugerindo que a morfologia ceiular no esta téo
intimamente ligada & alteragdo das caracteristicas mecanicas das células (Hiruma et al.,
1985). Por outro lado, as hemacias de pacientes HbSS tratados comn hidroxiureia (HU) por
pelo menos 6 meses apresentaram deformabilidade semelhante a dos controles normais.

A hidroxiureia vem sendo utilizada no tratamento de portadores de anemia
falciforme, estimulando a produgdo de hemoglobina fetal nestes pacientes. Ballas ef al,
utilizando um ectacitdmetro, demonstraram que, in vivo, a HU provoca uma melhora na
deformabilidade celular, bem como promove um aumento da hidratagéo das células (Ballas
et al, 1983; Engstrom and Lofvenberg, 1998). Gulley et al demonstraram que a
deformabilidade celular é fortemente influenciada pelo grau de hidratagdo, e que, um
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aumento ou diminuig&o na hidratagéo resuita em uma alteragao da deformabilidade (Guiley
et al., 1982). Com todos os refinamentos técnicos presentes na pinga optica (tanto no
aparato Optico como no de analise computacional) foi possivel, pela primeira vez,
caracterizar a agéo da hidroxiureia na deformabilidade celular de pacientes homozigotos
para hemoglobina S (Brandao et al, 2003). Assim, a determinacdoc precisa das
propriedades mecénicas dos eritrcitos pode ser valida para o monitoramento da resposta
dos pacientes a hidroxiureia ou outras drogas utilizadas para o tratamento destes doentes.

Ainda, novos resultados foram apresentados para a descricdo do comportamento
das células com anemia ferropriva.

N@o hé um consenso na literatura guanto ao comportamento mecéanico das
hemacias com anemia ferropriva. Alguns autores sugerem uma diferenca na
deformabilidade celular comparada a células normais (Tillmann and Schroter, 1980; Yip et
al., 1983; Reinhart, 1992; Kubota et al., 1996; Anderson et al., 2000) enquanto outros
apontam para o oposto (Birgegard et al., 1984; Bareford et al., 1988). Embora Yip et al.
(Yip et al., 1983) tenham demonstrado que a membrana celular de portadores de ferropriva
seja menos deformavel que o normal, esta anormalidade é, aparentemente, compensada
pela reducdo de seu tamanho e quantidade de hemoglobina (Aarts et al., 1983).
Entretanto, a um mesmo nivel de hematocrito, o sangue de pacientes com anemia
ferropriva tem a mesma viscosidade do que o normal (Spivak, 2002). No nosso estudo, a
analise da elasticidade mostrou a presenga de células, de pacientes com anemia
ferropriva, com menor deformabilidade do que aquela apresentada pelo grupo controle
(figura 35 ) e uma pequena populacgdo de células com maior deformabilidade. Esta maior
deformabilidade pode estar ligada ao fato de que, neste tipo de anemia, existemn
populagbes de hemécias ainda normociticas mas com hipocromia (Anderson et al., 2000).
Assim, esta maior deformabilidade estaria mais relacionada a falta de contetido interno das
celulas do que com uma “melhora® do quadro reoldgico. Por outro lado, a menor
deformabilidade estaria relacionada a presenca de células microciticas.

A pinga Optica apresentou suas limitagbes quando foram realizados experimentos
com ceélulas muito rigidas, como no caso dos esferocitos e de células de pacientes com
crise falcémica. Em ambos os casos néo foi possivel realizar as corridas necessarias para
as analises devido as células ndo permanecerem aprisionadas pela armadilha 6ptica
durante todo o experimento, seja por se soltarem desta ou por ruptura da membrana

celular, ou ainda, por nao apresentarem nenhuma alteracdo que tornasse possivel a
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realizacdo dos calculos matematicos. Possiveimente, esta limitagdo pode ter causado,
também, o comportamento anbémalo das células com trago falciforme estocadas por mais
de 21 dias. Assim, nos dias 28 e 35 de estocagem né&o foi possivel ter uma visao correta
das caracteristicas mecanicas das células com trago faiciforme.

Em pacientes com esferocitose hereditaria, a deformabilidade celular é determinada
pela redug&o da area de superficie celular e aumento da viscosidade interna (Mohandas et
al., 1980) uma vez que os esferécitos apresentam deformabilidade da membrana celular
normal (Nakashima and Beutler, 1 979). Estes estudos foram realizados utilizando-se a
técnica de ectacitometria e difragdo de laser, todos realizados no final da década de 70, e
apresentaram os esferdcitos como sendo muito mais rigidos do que células normais. Sleep
ef al observou que a caracteristica elastica das células esta relacionada a ligagéo entre as
espectrinas formando uma rede continua acoplada a membrana, a interrupcéo da desta
rede por dissociagédio dos tetrameros da espectrina ou retirada da juncdo de actina gera
uma redugdo na rigidez celular (Sleep et al., 1999).

No nosso estudo observamos que na crise de falcizagdo havia uma grande
populacdo de células muito alteradas que nao podiam ser capturadas pelo laser.
Observamos também que algumas células, quando capturadas elogavam-se
imediatamente, como num processo de falcizag&o e ndo mais se deformavam. Por outro
lado algumas destas células rompiam-se a acao do laser. Ballas e Smith (Ballas and Smith,
1992), usando ectacitometria, demonstraram uma maior elasticidade das células de
pacientes com crise falcémicas quando comparadas com os controles, bem como uma
menor resisténcia da membrana celular. Ballas ainda demonstrou que, a gravidade da
crise falcémica estd intimamente relacionada com o indice de deformabilidade dos
eritrocitos e pacientes com deformabilidade celular reduzida apresentam uma forma mais
branda da doenca (Ballas, 1991). Na verdade, acreditamos que estas células que Bailas
considerou mais deformaveis, sdo células mais aiteradas e que se rompem durante a
ectacitometria , invalidando o resultado.

Com o decorrer dos experimentos uma varidve! tornou-se importante: a quantidade
de céiulas que completam um experimento, ou seja a porcentagem das células que o laser
consegue manter aprisionada durante a realizagdo da corrida sem alterar sua morfologia
ou sem desprendimento da armadilha 6éptica. A conciusdo de um experimento esta
diretamente relacionada & rigidez da célula e o resultado final é fortemente afetado caso

ocorra uma perda significativa das células durante uma corrida. Células muito alteradas
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nao podem ser capturadas pela pinga optica e s@o perdidas durante o experimento, de
modo que apenas as células com melhor comportamento mecanico conseguem finalizar os
estudos, prejudicando a andlise global.

Finalmente, a pinga dptica se mostrou bastante sensivel e eficaz para o estudo da agao
de drogas na deformabilidade celular de pacientes homozigotos para hemoglobina S, bem
como estudar o desempenho mecénico das células com trago falcémico e de pacientes
com anemia ferropriva. Foi também Gtif para verificar os efeitos da estocagem e irradiagdo
de bolsas de doagéo de sangue. Entretanto, este método se mostrou incapaz de analisar
hemacias muito alteradas, como de pacientes com crise falcémica, de portadores de
esferocitose hereditaria e de portadores de frago faiciforme estocados por mais de 21 dias,
Nestas situagbes n&o foi possivel o aprisionamento de tais células pela armaditha 6ptica
por tempo suficiente para a realizagdo dos experimentos ou sofreram alteracdes em sua
integridade durante a analise.

Portanto, a metodologia de pinca optica pode ser muito Gtil para se verificar o efeito de
outras drogas na deformabilidade de hemacias normais ou em pacientes com alteragdes
da hemoglobina ou da membrana celular e também, estudar o efeito de diferentes
conservantes para estocagem de hemacias.

UNICAMP
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13 - Conclusdes

» Com o auxilio dos softwares gerados para este projeto, &€ possivel se analisar as
propriedades mecéanicas de hemacias com certa rapidez e alta precisao;

* A pinga Optica é sensivel bastante para o acompanhamento da agdo de drogas no
comportamento mecanico das heméacias;

» E possivel, também, se acompanhar a deformabilidade de células armazenadas em
bolsas de doagéo de sangue, irradiadas ou néo:.

» A acuidade dos dados, no caso de boisas de doacgéo, esta ligada ao tempo de
estocagem e ao tipo de célula;

» Com a tecnologia e metodologia apresentada, nio & possivel a analise de células
com deformabilidade muito comprometida;
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ANEXDS

15 - Anexos

15.1 ~ Lista de fabricantes

Computadores

Microscépio
Camera CCD

Software Image Pro-Pus
Software MS Excel
Microcontrolador de movimento
Software Labview

Laser ND:YAG

Software Adobe Premiere

W
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DELL Computer Corp., Round Rock, TX,
EUA.

Olympus optical Co. LTD, Tékio, Japéo
JVC Company of América, Eimwood, NJ,
EUA.

Media Cybernetics, Baltimore, MD, EUA.
Microsoft Corp., Richmond, CA, EUA.
Prior Scientific, Rockland, MA, EUA.
National Instruments Corp, Austin, TX,
EUA.

Spectra-Physics, Mountain View, CA,
EUA.

Adobe Systems Incorporated, San Jose,
CA, EUA.
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