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RESUMO

A membrana eritrocitdria contém proteinas e glicoproteinas imersas em uma
bicamada lipidica que possui um comportamento viscoeldstico. Algumas glicoproteinas
contém 4cido sidlico, que € o principal responsdvel pelas cargas negativas na superficie
da hemadcia que quando em soluc@o cria um potencial elétrico () repulsivo. A carga
elétrica negativa da superficie eritrocitdria influencia na distribui¢do dos fons da solucdo
ao redor da célula formando uma dupla camada de fons. A primeira, conhecida como
camada compacta de cargas ou “Stern” é formada por fons rigidamente ligados a
hemdcia e a segunda camada é composta por {ons distribuidos difusamente e conhecida

como camada difusa.

O objetivo deste estudo foi medir o potencial zeta (), a espessura da dupla
camada das cargas idnicas (DLC) ao redor da hemdcia, e a forca de agregacdo
eritrocitdria com diferentes meios potencializadores da aglutinagdo utilizando pinga

optica.

Para medir DLC (d) e o potencial zeta ({) foi construida um cAmera com 2
eletrodos de platina separados por um canal. Um campo elétrico (E) foi aplicado com
uma fonte de alta voltagem conectada aos eletrodos. A pinga éptica consiste de um laser
de Nd: YAG fortemente focado através de uma objetiva de 100x de um microscépio
acoplado com uma minicAmera que registra em tempo real as imagens das hemadcias
capturadas. As imagens foram gravas em VHS e capturadas por um computador onde
foram analisadas com auxilio do software Image pr(’)—plus®. A pinca Optica utiliza
transferéncia de um momento do féton para capturar particulas com forga de pico-
newtons. Hemadcias de doadores foram coletadas e diluidas em plasma AB,
posteriormente esferas de silica foram adicionadas a solucido de hemdcias. A espessura
da DLC(d) foi obtida medindo na cdmara, o deslocamento do conjunto de uma hemacia
ligada a uma esfera presa pela pinca, em diferentes voltagens. O potencial zeta (C) foi
obtido medindo a velocidade terminal da hemaécia (Tv) apds ser solta da pinga dptica em

Ty =
uma voltagem constante (100V) n ; onde € = constante dielétrica do meio; M=

=24

F,o=A%g
viscosidade). O DLC foi calculado pela equagdo v d (Fop= forga optica; A=
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area da hemadcia). A média da espessura da DLC (d) foi 0.85 wm (min 0.4/ max 1.3) e
do potencial zeta () foi -14 V (min- 9.3/ max -15.5). Os resultados de potencial zeta
estdo de acordo com os encontrados na literatura, onde outros métodos sdo utilizados

para medir as mesmas propriedades.

Nas medidas da agregacdo eritrocitdria, uma esfera de silica ligada a duas
hemadcias foi pincada e mensurada a forca que uma hemdcia desliza sobre a outra em
funcdo de diferentes velocidades. Hemdcias O Rh(D) positivas foram diluidas em
plasma AB (grupo controle) e com potencializadores da aglutinacio (dextran 0.15%,
solugdo salina de baixa forca idnica — LISS e enzima). A agregacdo também foi
analisada usando anticorpos soro anti-D. A mediana da forca de agregagdo eritrocitéria
de 20 amostras de hemdcias foi de 1x10™ (0.1-2.5) poise.cm. Amostras analisadas com
dextran 0.15%, LISS e bromelina sem anticorpos ndo apresentaram aglutinacéo.
Hemicias tratadas com enzima papaina apresentaram alta adesdo impossibilitando o
deslizamento entre as hemécias. As 15 hemadcias analisadas com soro anti-D policlonal
apresentaram forca de agregacdo mediana de 2x107 (1.0-4.0) poise.cm. Os resultados
obtidos de hemadcias com anticorpo foram estatisticamente significativos (p<0.001)
quando comparadas com o controle. Em conclusdo as metodologias propostas sio
simples, reprodutiveis e podem fornecer informagdes especificas sobre a interacio e
entre as hemadcias e agregacdo eritrocitaria. Os métodos apresentados permitem a analise
individual de células e portanto sdo considerados mais sensiveis para pequenas
diferencas do que aquelas baseadas em valores médios. O tamanho da espessura da

dupla camada i6nica utilizando pinga 6ptica foi pela primeira vez mensurado.
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ABSTRACT

The red blood cell (RBC) membrane contains proteins and glycoproteins
embedded in a fluid lipid bilayer that confers viscoelastic behavior. Sialylated
glycoproteins of the RBC membrane are responsible for a negatively charged surface,
which creates a repulsive electric zeta potential ({) between the cells.The compact layer
of charge or Stern consists of ions rigidly bonded to the cell and the double layer

includes ions diffusely distributed around the cell.

The aim of this study was to measure the RBC double layer thickness of the
charge (DLC) around the cell, zeta potential ({) and cell aggregation force in

agglutination potentiator solutions, using optical tweezers.

To measure DLC (d) and zeta potential ({) a special chamber was built
consisting of 2 platinum electrodes separated by a channel. An external electrical field
(E) was applied with a voltage power supply connected to the electrodes. The optical
tweezers consisted of Nd:YAG laser beam focused through the 100x objective of a
microscope equipped with a minicam, which registered the trapped cell image in real
time. These images were recorded in VHS and captured in a computer where they could

® software. Optical tweezers utilizes the light

be analyzed using Image Pro Plus
momentum transfer to trap the silica beads with pico Newton forces. RBC units from
healthy blood donors were collected. Samples were diluted in AB plasma. Silica beads
were added to a RBC solution. DLC thickness (d) was obtained measuring, in the
special chamber, the force on the silica bead attached to a single RBC in response to an

applied voltage. Zeta potential ({) was obtained by measuring the RBC terminal

velocity (Tv) after being released from the optical trap at a constant voltage applied

supply (100V) (Tv = e ¢ ; e= medium dielectric constant; = viscosity). The DLC was
n

calculated by the equation F,, :ATSQVE (Fop= optical force; A= RBC area). DLC

median size (d) was 0.85 wm (min 0.4/max 1.3) and zeta potential was {=-14 mV (min-
9.3/max -15.5). These results were in accordance with the data in literature, where other

methods to measure the same property were used.
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For measuring RBC aggregation, a silica bead attached to RBCs was trapped and
the force needed to slide one RBC over the other, as a function of the different
velocities was determined. RBC O Rh(D) positive were diluted in plasma AB (control
group) and in agglutination potentiator solutions, (dextran 0.15%, low ionic strength
solution-LISS and enzymes). Aggregation was also analyzed using anti-D antibodies
serum. The median aggregation force obtained of 20 RBC control samples was 1x107
(0.1-2.5) poise.cm. Samples analyzed with dextran 0.15%, LISS and bromelain lacking
antibodies showed no agglutination. RBCs treated with papain enzyme presented high
adherence preventing the capability of separating cells. The 15 samples analyzed with
anti-D serum showed median aggregation force 2x107 (1.0-4.0) poise.cm. These results
obtained from RBC with antibodies were statistically higher (p<0.001) when compared
to control. In conclusion, the methodologies proposed are simple and may provide
specific information on RBC interaction in addition to cell aggregation. Individual cell
analyze methods are always more sensitive to small differences than those based on
average values. This is the first time that the size of the double layer was measured

using optical tweezers.
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I - INTRODUCAO
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I.1 - Membrana eritrocitaria

Os grupos sanguineos humanos foram pela primeira vez descritos por Karl
Landstainer em 1900, que apds teste de aglutinacdo de hemdcias com soros de
diferentes individuos, propds a existéncia de 3 grupos sanguineos (A, B e O). Desde
entdo, muitos antigenos foram descobertos e, atualmente, de acordo com a Sociedade
Internacional de Transfusdo Sanguinea, existem 308 antigenos reconhecidos, dos quais

270 estdo agrupados em 30 sistemas de grupos sanguineos (DANIELS et al, 2009).

Os grupos sanguineos sdo definidos pela presenca ou auséncia de determinados
antigenos na membrana eritrocitaria. Essa membrana consiste basicamente em uma
bicamada lipidica com proteinas e carboidratos. A bicamada lipidica é composta de
fosfolipidios que possui uma estrutura bdsica com duas caudas hidrofébicas (apolares)
de hidrocarboneto, e uma extremidade hidrofilica que contém fosfatos e outros grupos
carregados (polares). Essa natureza anfifilica dos lipidios € que determina a formacdo da
bicamada lipidica. As moléculas de lipidios quando estdo em meio aquoso tendem a
agregar-se de forma que as caudas hidrofébicas interagem entre si, excluindo dgua e
permitindo que a extremidade hidrofilica fique exposta a dgua. Além dos fosfolipidios,
moléculas de colesterol também compdem a bicamada. Esse tipo de lipidio possui em
sua estrutura rigidos anéis de esterdides que diminuem a mobilidade das cadeias de
hidrocarbonetos dos fosfolipidios, influenciando a mobilidade, fluidez e

deformabilidade da membrana (VOET et al, 2000).

Diferentes proteinas estdo distribuidas assimetricamente na bicamada lipidica e
sdo compostas de aminodcidos que variam em tamanho, forma, carga, capacidade de
formagdo de pontes de hidrogénio, caracteristicas hidrofébicas e reatividade quimica.
Os residuos das extremidades da cadeia polipetidica das proteinas fazem apenas uma
ligacdo peptidica restando, em uma extremidade, um grupo amino livre chamado de
amino terminal, ou n-terminal, e, na outra extremidade um residuo carboxilico livre
chamado de carboxi-terminal ou C-terminal. Os grupos aminas e carboxilicos dos
aminoacidos ionizam-se prontamente, em pH fisioldgico (~7.4). Os grupos aminos sdo
protonados e os grupos carboxilicos assumem sua forma de base conjugada
(carboxilato). As diferengas quimicas e estruturais das proteinas sdo responsaveis pelas

variadas formas com que ela se associa as moléculas de lipidios da membrana e baseado
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nestas caracteristicas as proteinas sdo classificadas em proteinas integrais, proteinas

periféricas e proteinas ligadas a lipidios (VOET et al, 2000).

N

As proteinas integrais estdo firmemente associadas a membrana através de
ligacdes hidrofébicas e podem atravessa-la multiplas vezes ou apenas uma tnica vez.
As duas proteinas integrais mais importantes na membrana eritrocitaria sao as
glicoforinas e a proteina de canal i6nico (Figura 1). Proteinas periféricas associam-se a
membrana por meio de interagdes eletrostaticas e pontes de hidrogénio. A espectrina,
anquirina e banda 4.1 s@o proteinas periféricas responsdveis pela preservacido da forma
concava da hemadcia. A proteinas também pode se ligar aos lipideos através ligacdes

covalentes (VOET et al, 2000).

we

L .
+« Carboidratos

Le®

i Lel
P1
P

" externo

AnmARRR
i

interno

Proteinas de simples Proteinas de multiplas
passagem passagens

Figura 1 - Representagdo esquemdtica da membrana eritrocitdria. Membrana composta
pela dupla camada paralela de moléculas anfifilicas de lipidios e por proteinas que
atravessam essa bicamada (passagem simples ou multipla) As proteinas da membrana
frequentemente possuem carboidratos ligados a ela como os antigenos eritrocitarios

Lewis, P, P1, A,.B, He I (FREY & REID, 1998).

Cadeias de oligossacarideos (carboidratos) frequentemente estdo ligados as
proteinas e lipidios da membrana (Figura 1). Portanto, na superficie da célula possui

uma grande quantidade de carboidratos que contém moléculas de acido sidlico (dcido
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acetil neuraminico) que apresentam em sua estrutura um grupo carboxil (Figura 2) que é
o principal responsdvel pelas carga negativas na superficie da hemacia (EYLAR et al,
1962, ALBERTS et al, 1997). O grupo carboxil em meio aquoso adquire forma ionizada

(COOH)), que € o maior responsavel pela carga negativa eritrocitaria.

2] ACIDO SIALICD

Figura 2 - Estrutura de uma molécula de acido sidlico. Em destaque grupo carboxil que
em meio aquoso adquire forma ionizada (COOH"), maior responsavel pela negatividade

eritrocitaria.

As moléculas individuais dos lipidios e das proteinas, por ndo estarem ligados
covalentemente, possuem liberdade e se movimentam lateralmente no plano da
membrana. A fluidez da membrana € principalmente determinada pela porcentagem de
moléculas de colesterol e de 4cidos graxos insaturados, presentes nas moléculas de
fosfolipidios. Devido essa mobilidade dos lipidios, a bicamada lipidica pode ser
considerada um fluido bidimensional, cujo interior da bicamada possui viscosidade que

pode ser comparada como a de um 6leo lubrificante.

I.1.A - Viscosidade de membrana

No meio viscoso as diferentes camadas do fluido tendem a se fixar uma na outra
e apenas deslizam umas sobre as outras quando uma forca é aplicada entre elas.
Considere a situacdo da Figura 3, contendo duas placas sélidas com um fluido viscoso
entre elas. Uma das placas se move com velocidade u e a outra estd em repouso. No

escoamento sem turbuléncia a velocidade das camadas do fluido varia linearmente entre
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uma placa e a outra como mostra a figura. A velocidade da placa é mantida por uma

forca, sem a qual desaceleraria e, eventualmente, pararia.

L
7 e ae
u
VU g’ | |
velocidade do fluido
7 .
Y= DH /

Figura 3 - Velocidade das camadas de um fluido viscoso entre duas superficies.

Essa forca depende da velocidade U e area A = LW da placa e do inverso da

oA . u u
distancia Z entre as duas placas,ouseja: F =n A —=mn LW —. A constante de
Z Z

proporcionalidade 7] é chamada de viscosidade. Note que essa expressdo poderia ser

F u
. ro_ . e - F . .
escrita como " n _AZ , com o significado de que a tensao, ( /4) , € proporcional

ao gradiente de velocidade, M Aqui a grandeza (%) ¢ semelhante a pressdo, mas
Az

com uma grande diferenca, pois a for¢a é paralela a superficie e ndo perpendicular a
mesma, como no caso da pressdo. Ela é chamada tensdo de cisalhamento ou ‘“shear
stress” em inglés. A figura 4 ilustra a diferenca entre a tensdo de cisalhamento, ou

tensdo de corte, e a pressdo (HALLIDAY et al, 2001).
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Figura 4 - Diferenga entre a tensao de cisalhamento e pressao.
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sua unidade no sistema MKS sera,

Expressando a viscosidade como 7 = , percebe-se que a

Newton

2
m

X segundo = Pascal X segundo - Um (pascal x segundo) ¢€

chamado de Poiseuille, em homenagem ao médico francés, Jean Louis Poiseuille (1799
- 1869), que estudou as forcas hidrodindmicas na circulacdo sanguinea. Entretanto, a

unidade no MKS ¢é pouco utilizada, sendo mais comum a unidade no sistema CGS,

dyna X segundo

2
cm

(HALLIDAY et al, 2001).

, chamada de poise, uma forma abreviada do nome Poiseuille

Uma idéia de ordens de grandeza pode ser obtida observando alguns valores
tipicos para a viscosidade de diferentes fluidos. Ar, um gas, tem viscosidade da ordem
de n,~2x1 0* poise = 0,02 centipoise [cP]. Ja a viscosidade da 4gua, um liquido, € da
ordem o0 ~ 1 x 1 0? poise = 1 cP. A viscosidade do sangue € da ordem de 7sungue ~ 3
cP, do glicerol € de 7giiceror ~ 1.500 cP e a viscosidade do mel varia entre 77, ~2.000 cP

a Mmer ~ 10.000 cP. A viscosidade varia com a temperatura, por exemplo, a viscosidade

da dgua é de 1 cP a4 20°C, entretanto a 30°C o valor é de 10 cP (HALLIDAY et al,2001).
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Viscosidade Superficial de Membrana.

Quando temos um filme, como uma bolha de sabdo, ndo existe mais a terceira
dimensdo. Isso significa que ndo existe mais o W da Figura 3. A forca sobre uma linha,

como uma “agulha” por exemplo, quando arrastada com uma velocidade u serd dada por

F =n. L %L, onde 7}, é a viscosidade superficial (surface shear viscosity)
5 Z

(HALLIDAY et al, 2001). Também podemos expressar essa definicdo como
F Au . A

7 viscosidade superficial é dada por
L YAz

F
( 4) _ Jorg¢axtempo  No sistema CGS de unidades, a unidade de
u

(/Z) comprimento

viscosidade superficial, portanto, é dada por:

77A' =

5 = poiseX cm

cm

d X d d X d
yna segundo =( yna segun Ochm
cm

I.1.B - Anticorpos dirigidos contra antigenos eritrocitarios

Um antigeno induz a formagdo de um anticorpo especifico, sendo que a
especificidade depende de sua estrutura quimica, que possibilitard o contato

estereoquimico entre o antigeno e seu especifico anticorpo (DAVIES et al, 1990).

Anticorpos sdo proteinas globulinicas chamadas gamaglobulinas (Ig) e sfo
divididas em classes distintas denominadas IgA, IgD, IgE, I1gG e IgM (Figura 5). Toda
molécula de anticorpo possui a mesma caracteristica estrutural basica composta de duas
cadeias leves e duas cadeias pesadas variando principalmente nas regides de ligacdo ao
antigeno. Tanto a cadeia pesada quanto cadeia leve possuem uma regido amino terminal
varidvel que participa do reconhecimento dos antigenos, e de regides constantes
carboxiterminais com fungdes efetoras. Cada anticorpo contém pelo menos dois sitios
de ligagdo com o antigeno e podem se ligar a duas moléculas ao mesmo tempo, essa

flexibilidade € conferida pela regido de dobradica (ABBAS, et al. , 2005)
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Figura 5 - Classes de imunoglobulinas denominadas IgA, IgD, IgE, IgG e [gM.

Os anticorpos imunes sdo produzidos em resposta a um estimulo antigénico, o
primeiro estimulo leva a uma resposta imune relativamente fraca e de curta duracio
com producdo de imunoglobulinas da classe IgM. Os contatos posteriores, com o
mesmo antigeno, leva a uma resposta onde os niveis de anticorpos sdo elevados e
permanecem no soro por periodos prolongados, e esses anticorpos sdo

predominantemente da classe IgG (PETZ et al, 1996).

Os anticorpos contra grupos sanguineos s@o divididos em dois grupos:
aloanticorpos e autoanticorpos. Aloanticorpos sdo anticorpos imunes contra antigenos
ausentes nas heméacias podendo ter sua producdo estimulada por transfusio, gestacdo ou
transplantes de Orgdos. Autoanticorpos reconhecem antigenos do préprio individuo e
sdo geralmente direcionados contra antigenos de alta freqiiéncia na populacdo

(MOLLISON et al., 2005).

A identificacdo laboratorial de anticorpos contra antigenos eritrocitarios € de
fundamental importincia na pratica transfusional, esses anticorpos podem levar a
destruicdo celular “in vivo” de hemdcias transfundidas causando rea¢des hemoliticas,
também podem atravessar a barreira placentiria e provocar a doenca hemolitica
perinatal (DHPN), além de serem responsdveis por rejeicdes em transplantes de 6rgio

(PETZ, et al 1996).
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.2 - Investigacao imunohematoldgica

A ligacdo de anticorpos com antigenos da membrana eritrocitdria pode levar a
formacdo de um agregado de hemadcias. Esse principio de reacdo antigeno-anticorpo é
chamado de hemoaglutinacdo e ¢ amplamente utilizado em investigagcdes

imunohematolégicas na pratica transfusional (AABB, 2002).

Segundo POLLACK et al., (1977) a aglutinacdo ¢ um fendmeno dindmico que
ocorre em duas fases. A primeira consiste na ligacdo das moléculas de anticorpos com
os antigenos da superficie celular. Na segunda fase, ocorre a agregacdo das células

sensibilizadas pelos anticorpos (Figura 6).

/)’/—4’*\\; < 4 N\ 7 §/ \ﬂi
[ ANY N\ g - 2
. ' 1 e
\E_ &  Antigenos | \\ l/
/e/——”\ s —=2 + —_— ;/ \? { | \?)
4 ™ ( \f’ Ny )
r ) e peci -
& - ; | S i
\E__./é \m_,/{ g T L—K/
Hemacias Anticorpos Hemacias-aglutinadas

Figura 6 - Representa¢do de reacdo de hemaglutinagdo. Antigenos eritrocitirios e
anticorpos formando um agregado de hemacias, fendmeno evidenciado na reacdo de

hemaglutinacdo (PARSLOW, 2004).

A agregacdo das hemadcias na segunda fase depende principalmente da soma de
forgas opostas, a forca de agregacdo e de repulsdo. A aglutinagéo ird ocorrer quando a
forca de agregacdo for maior que a de repulsdo. (POLLACK et al., 1977). Forga de
repulsdo é gerada pelas cargas negativas da superficie celular que ocorrem devido a
presenca de acidos sidlicos dos grupos carboxil da membrana eritrocitiria (EYLAR et
al., 1961, POLLACK et al., 1977) enquanto a forca de agregacdo estd relacionada a

tensdo superficial.
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I.2.A - Fatores que influenciam a primeira fase da aglutinacao

A ligagdo de um anticorpo com um antigeno ocorre devido a formacgdo de
multiplas ligacdes intermoleculares reversiveis. Essas forcas atrativas ndo covalentes
sdo fracas quando comparadas as ligacdes covalentes, no entanto a formacdo de
multiplas ligacdes produz uma energia total de ligacdo suficiente para resistir a sua
ruptura. A forga de ligacdo entre o antigeno e o anticorpo é chamada de afinidade e é
produzida pela somatéria de forgas atrativas e repulsivas. As for¢as de atracdo sdo
dependentes da distincia entre o sitio combinatério do anticorpo e o determinante

antigénico (ABBAS, 2005).

As ligacdes ndo covalentes envolvidas na reagdo antigeno-anticorpo sdo pontes
de hidrogénio, forgas eletrostdticas, forcas de Van der Walls e ligagdes hidrofdbicas

(Figura 7).

Antigeno Anticorpo
0- H 0

Ponte de hidrogénio :ﬁ> <E':|
H N

Forgas de Van der Walls

Reagoes hi

Figura 7 - Diagrama ilustrando as forcas envolvidas na ligagdo antigeno-anticorpo.
Forcas hidrofébicas e de Van der Walls agem quando existe uma distincia muito
pequena entre as hemdcias. As interacdes eletrostiticas e pontes de hidrogénio ndo
exigem grande proximidade entre o antigeno e o anticorpo (ABBAS, 2005 -

Modificada).
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- Pontes de hidrogénio

Atomos de hidrogénio se ligam a dois dtomos eletronegativos formando assim as
chamadas pontes de hidrogénio. Essas interagdes sdo frequentemente observadas em
terminais O-H-O, N-H-N e O-H-N e se caracterizam por uma ligacdo covalente de um
dtomo e com o outro, forcas puramente eletrostiticas. As reagdes sdo exotérmicas e
portanto sdo mais fortes em baixas temperaturas e usualmente associadas a um antigeno

carboidrato (Figura 8) (ATKINS e PAULA, 2004).
- Interacaes eletrostdticas

Interacdes eletrostiticas ocorrem quando grupos carregados positivamente,
como os grupos amina (-NH3") nas cadeias laterais de aminodcidos, interagem com
grupos carregados negativamente como o grupo carboxila (-COQ"). Resultam da atracdo
entre cargas opostas de cadeias laterais de aminodcidos de uma proteina (Figura 8). O

grau de ionizacdo das moléculas é dependente do pH (ATKINS e PAULA, 2004).
- Forgas de Van der Walls

Van der Walls é uma forca de atragdo inespecifica que ocorre quando dois
atomos estdo proximos. A forca € gerada pela interacdo entre nuvens eletronicas e
pontes de hidrogénio, que pode ser entre dipolos permanentes ou induzidos. Esta forga
depende da associacdo apolar e de grupos hidrofébicos para que o contato com
moléculas de 4dgua seja minimizado. Embora essas forgcas sejam muito fracas, elas
podem se tornar coletivamente importante em reacdes envolvendo antigenos e

anticorpos (Figura 8) (ATKINS e PAULA, 2004).
- Ligacoes Hidrofobicas

A maioria das ligacdes formadas entre antigenos e anticorpos € hidrofébica. A
aproximacdo de dois grupos hidrofébicos (apolares) em meio aquoso provoca a
exclusdo de moléculas de dgua da regido de interacdo. Essas reacdes sdo endotérmicas,
portanto ocorrem mais fortemente a temperaturas mais altas e estdo associadas com

antigenos de origem protéica (Figura 8) (ATKINS e PAULA, 2004).
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Figura 8 - Representacio esquemadtica das 4 principais forcas envolvidas na interagio
antigeno e anticorpo: pontes de hidrogénio (hidrogénio compartilhado entre dtomos
eletronegativos), interacdo eletrostitica (atracdo entre cargas opostas entre grupos
carregados positivamente e grupos carregados negativamente), forcas de Van der Walls
(Flutuagdo de nuvens de elétrons em torno de moléculas polarizam de maneiras opostas
os 4tomos vizinhos) e forcas hidrofobicas (grupos hidrofobicos reagem
desfavoravelmente com a dgua e tendem a se agrupar provocando exclusdo de

moléculas de dgua, a atracdo também envolve forcas de Van der Walls).

A contribuicdo de cada uma dessas forcas de interacdio depende da
especificidade do anticorpo e do antigeno envolvido, como a reagdo entre antigenos e

anticorpos € reversivel, a lei de agdo das massas pode ser aplicada a reacdo como:

e+ lac]_ [agac]

ky

[AgAc] Kk _
[Aglx[Ac] &,
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Onde a concentracdo (mol/L) de antigenos e anticorpos € representada
respectivamente por [Ag] e [Ac], a concentracdo de ligacdo de antigenos e anticorpos é
dada por [AgAc], k; é a constante de associacdo, k; a constante de dissociacdo e K a
constante de equilibrio de associacdo que mede a afinidade entre o antigeno e anticorpo
que define a estabilidade do complexo AgAc formado (MOLLISON, 2005). Uma
excessiva concentracdo de anticorpos pode produzir reacgles falso-negativas, pela
saturacdo dos sitios antigénicos, esse efeito é conhecido como fendmeno de prozona. O
grau de ionizacdo das moléculas é dependente do pH do meio da reagdo. Mudancas de
pH afetam liga¢des ndo covalentes e forgas eletrostaticas. A dissociagdo do complexo

antigeno-anticorpo pode ocorrer em pH reduzido (DANIELS, 2007).

A concentracdo de sal no meio da reagdo possui um efeito na ligacdo do
anticorpo nos antigenos eritrocitarios. fons de sédio (Na*) e Cloreto (Cl) em uma
solug@o formam uma camada de fons ao redor da célula e neutralizam as cargas opostas.
Reducgdo da forga idnica do meio da reacdo favorece a ligagdo entre o antigeno e o

anticorpo de carga complementar (DANIELS, 2007).

I.2.B - Fatores que influenciam na segunda fase da aglutinaciao

Apos a sensibilizacdo das hemdcias pela ligacdo de anticorpos com antigenos
eritrocitarios, ocorre a formacdo de pontes entre os anticorpos das células sensibilizadas
permitindo a visualizacdo da reagdo pela formagdo de aglutinados. Essa formacdo de
pontes depende de fatores como o tamanho e caracteristicas fisicas dos anticorpos e a

distancia entre as células.

O tipo de anticorpo ligado na hemécia influencia diretamente na segunda fase da
aglutinacdo, pois imunoglobulinas da classe IgG sdo moléculas pequenas em relagdo as
imunoglobulinas IgM e esse fator impede a ligacdo cruzada com determinantes
antigénicos situados proximos a bicamada lipidica. A distdncia minima entre a
membrana de duas hemdcias suspensas em uma solugdo isotdnica é de 180 A, por outro
lado a distancia entre as duas valéncias da molécula de IgG é de apenas 120 A (Figura
9). Assim, a aglutinagdo nem sempre ocorre quando o anticorpo for da classe IgG, pois
o tamanho da molécula ndo é suficientemente grande para se ligar em determinados

sitios antigénicos de duas células diferentes. Por outro lado a distancia de 60 A da
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regido Fc desses anticorpos ligados as hemadcias € suficiente para permitir que outros
anticorpos anti-IgG promovam a formagdo de pontes entre células sensibilizadas.
Moléculas IgM sdo maiores e multivalentes permitindo fécil aglutinacio direta (VAN

0SS, CJ., 1983).

E — Membrana Eritrocitdria
A, B, C- Antigenos A, B,D
respectivamente

(\ﬁ IgG

Figura 9 - Diagrama mostrando a minima distancia para ligacdo de duas hemacias com
moléculas de IgG e IgM desenhadas em escala (100A). A, B e D (Rhy) determinantes

antigénicos da membrana eritrocitaria (VAN OSS, 1983).

Caracteristicas antigénicas também interferem na aglutinacdo assim com
localizacdo e quantidades expressas na membrana eritrocitaria. As glicoforinas, por
exemplo, sdo proteinas longas que sustentam muitas cadeias de carboidratos como os
antigenos eritrocitarios do sistema ABO. As glicoforinas sdo consideradas as principais
proteinas expostas na superficie externa da membrana. Por apresentarem uma
localizacdo estratégica na membrana favorecem a formagado de aglutinados de hemécias
até mesmo com moléculas pequenas como as imunoglobulinas IgG (MOLLISON et al.,

2005).

A distancia entre as hemécias em uma solucio eletrolitica € um importante fator
para a aglutinacdo, pois as hemdcias sdo envolvidas por uma nuvem de citions do meio.
Essa regido de nuvem idnica gera uma diferenca de potencial em relacdo ao meio,
chamado de potencial zeta e faz com que os eritrécitos permanecam separados uns dos

outros (POLLACK et al., 1977).
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Para melhor compreensdo das discussdes sobre potencial zeta, foram descritos
no Anexo 2, alguns conceitos fisicos de energia cinética, potencial, trabalho, campo,

potencial elétrico, condutores e dielétricos.

Potencial Zeta.

Em um campo elétrico gerado por uma particula em um meio eletrolitico os fons
podem se movimentar, tendendo a se comportar como um metal. O movimento
browniano tende a dispersar os fons. Quando uma carga é colocada nesse meio ela atrai
uma nuvem de contra fons que tenderdo a anular o campo elétrico no exterior da
particula. A medida que camadas de contra fons vao se acumulando, o campo elétrico
vai diminuindo, e a atragdo dos contra fons diminui. Isso implica que a densidade de
contra fons em volta da particula carregada vai diminuindo com a distancia, assim como
o campo elétrico e o potencial elétrico. Existe uma camada de contra fons tdo
fortemente ligada que se move junto com a particula carregada. O potencial elétrico na
superficie de cisalhamento entre a camada que se move com a particula e a camada
deslizante, € chamado de potencial zeta (LI et al, 2006). A Figura 10 define o nome das

vdrias camadas de contra fons em torno de uma esfera carregada.

T | o T+ | Meio sletrofitico
Ly

1/ | Distanch da superficle da
particula

Figura 10 - Representacdo esquemadtica das varias camadas de contra fons em torno de

uma esfera carregada, em um meio eletrolitico (LI et al, 2006).
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Quanto maior for o potencial zeta maior serd a repulsdo entre duas particulas
idénticas carregadas. As varidveis que influenciam nessa repulsdo estdo descritas

abaixo:

1. A concentracdo e forca idnica dos contra fons. lons duplamente carregados
blindam o campo da carga mais eficientemente do que fons com carga simples

(HUNTER, 1981).

2. A constante dielétrica do meio. O campo percebido pelos contra {ons diminuiu

com o aumento da constante dielétrico do meio devido ao papel de blindagem dos

dipolos (HUNTER, 1981).

Potencial zeta eritrocitario

A formacdo dessa nuvem iOnica entre as hemécias em solugdo eletrolitica ocorre
pela presenca de cargas negativas na superficie da hemdcia que em contato com o meio
aquoso polar torna-se eletricamente carregada. A carga da superficie eritrocitaria
influéncia a distribuicdo espacial dos fons do meio aquoso que estdo proximos a sua
superficie, atraindo fons de cargas opostas e repelindo fons de mesma carga até que os
ions livres em solugdo atinjam um ponto de neutralizagdo elétrica sobre a superficie da
hemaécia. Esse rearranjo na disposi¢do dos fons livres em solucdo leva a formagio de
duas camadas elétricas na interface da hemacia com o liquido. A primeira camada,
comumente chamada de camada compacta, ou camada de Stern, é formada por fons
positivos que se aproximam da superficie eritrocitdria negativa por uma forte atracio
eletrostatica. Mesmo com a formacdo dessa camada idnica, fons positivos sdo ainda
atraidos pelas cargas negativas da hemdcia, mas agora sdo repelidos pela camada de
“Stern”, resultando na formacdo de uma outra camada conhecida como camada difusa
que possui uma alta concentracdo de fons positivos nas proximidades da hemdcia e
diminui gradualmente com a distancia até que alcanga o equilibrio idnico da solucdo

(HUNTER, 1981, NI et al, 2003, SZE et al, 2003).

Essa diferenca de concentracio idnica causa um potencial eletrocinético entre a
superficie eritrocitdria e as camadas idnicas ao redor da hemadcia. A regido limite entre a
camada compacta e a camada difusa é chamada de ponto de cisalhamento, nesse ponto

ocorre uma maior diferenca de potencial, chamado de potencial zeta (Figura 11).
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Figura 11 - Representacdo esquematica do Potencial Zeta. Hemadcias (cargas negativas)
em suspensao provocando um rearranjo das cargas do meio com a formacao de duas
camadas idnicas que geram uma diferenca de potencial entre elas, chamado de potencial
zeta. (POLLACK et al, 1977 - Modificada).

O potencial no ponto de cisalhamento pode ser quantificado baseado no
principio da eletroforese onde particulas carregadas se movimentam com uma
velocidade fixa em um campo elétrico. A mobilidade da particula estd relacionada com
a constante dielétrica e a viscosidade do meio liquido e com o potencial elétrico

(HUNTER, 1981, LI &TIAN, 2006).

Quanto maior for a concentragdo de fons no meio, maior serd o tamanho da
camada compacta e maior serd a velocidade da particula quando submetida a um campo
elétrico. Quando uma camada de macromoléculas € adsorvida na superficie da particula,
ela move o plano de cisalhamento para longe da superficie e altera o potencial zeta.
Dessa forma, o potencial zeta depende da carga superficial da particula, de qualquer
camada adsorvida na interface com o meio e da natureza e composicdo do meio que a

circunda. Esse potencial pode ser determinado experimentalmente e, como ele reflete a
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carga efetiva nas particulas, ele se correlaciona com a repulsio eletrostética entre elas e
com a estabilidade da suspensdo. O quociente da velocidade de deslocamento pelo
campo elétrico chama-se mobilidade eletroforética. Esse valor entra nas equagdes de
Smoluchowski ou a de Debye, que s@o as mais utilizadas para calcular o potencial zeta

(HUNTER, 1981, SZE et al, 2003).

Quanto maior o potencial zeta, as particulas carregadas se repelem umas as
outras e essa forca supera a tendéncia natural a agregacdo. Desta forma, valores baixos

podem levar a agregacdo. Segundo POLLACK (1977), o potencial zeta ({) pode ser

demonstrado pela equagdo (Z = f |:O',L #} e pode ser modificado por

D’ /D U
eletronegatividade da hemdcia (G), constante dielétrica do meio (D) e forca idnica do

meio(lL).

Outro fator que interfere na agregacdo das hemdcias em um meio salino é a

atracdo intercelular induzida pelas forcas de Van der Walls (VAN OSS et al, 1983).
1.3 - Potencializadores

Nas reacOes imunohematoldgicas, pode se obter uma aglutinacdo artificial de
hemadcias sensibilizadas modificando o potencial zeta, através da alteracdo da forga
i6nica do meio (MOORE et al, 1976), e da reducdo das cargas elétricas negativas da
superficie eritrocitaria. A remocdo de moléculas de 4cido sidlico pelo tratamento das
hemdécias com enzimas proteoliticas permite a reducdo das cargas negativas

eritrocitarias (STRATTON et al., 1973, LUNER et al, 1975).

Outra forma de diminuir o potencial zeta é aumentando a constante dielétrica,
através da variagdo da composi¢do do meio pela adicdo de substincias
macromoleculares como a albumina (POLLACK et al., 1977), Dextran (BUXBAUM
1982), Polietilenoglicol e outros (AABB, 2002).
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I.3.A - Solucao salina de baixa forca ionica (LISS)

Uma proteina possui muitos grupos carregados positiva e negativamente
provenientes das cadeias laterais dos aminodcidos. As moléculas irdo interagir umas
com as outras, com pequenos fons de cargas opostas e com 4gua, assim, ocorrem

interagdes proteina-proteina, proteina-agua e proteina-ions.

Moléculas de dgua apresentam maior capacidade de sovatagdo de particulas
menores como os fons, portanto os sais tendem a desidratar as proteinas, atraindo as
moléculas de 4gua do meio, de modo a ficar menos dgua disponivel para as moléculas
protéicas. Quando as proteinas estdo em solu¢des com baixas concentragdes de sais hd

um aumento da quantidade de moléculas de dgua fixadas a moléculas protéicas.

Solugdes salinas de baixa forca idnica consistem em uma solu¢cdo com menor
concentracdo de cloreto de sédio. A solucdo descrita como LISS por Low e Masseter
(1974) propde uma reducdo de 20% de cloreto de sédio quando comparado com uma
solugdo isotdnica normal. A formula proposta se caracteriza por apresentar uma
solugdo salina 0.17M /180 mL, tampao fosfato 0.15M /20 mL e sédio glicinado 0.3M/
800 mL (LOW & MASSETER, 1974).

Reduzindo o nimero de fons de sédio (Na*) e cloreto (CI') livres em solucdo, a
camada idnica ao redor da hemdcia serd menor favorecendo ligacdes ndo covalentes que
sdo dependentes da distancia entre o sitio combinatério dos anticorpos com o
determinante antigénico na membrana eritrocitaria. A taxa de associa¢do de antigenos e
anticorpos serd maior necessitando, desta forma, de menor tempo de incubacdo para a

formagdo de complexos antigenos / anticorpos (DANIELS 2007).

1.3.B - Enzimas proteoliticas

Virias enzimas proteoliticas sdo utilizadas como potencializadores de reagdo de
aglutinacdo como tripsina, quimiotripsina, ficina, neuramidase, papaina e a bromelina.
Entre elas as duas ultimas sfo as mais utilizadas como potencializadores em reacdo de

aglutinacdo.
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A enzima papaina (EC 3.4.22.2) pertence a familia de protease de cisteina Cl.
Consiste de uma tnica cadeia polipetidica simples, ndo glicosilada com 212
aminodacidos, 3 pontes disulfeto e um grupo sulfidril necesséario para a sua atividade.
Esta enzima € extraida do latex do mamio Carica papaya. (BARRET et al, 1998,
BEYNON & BOND, 1989)

A enzima bromelina (EC 3.4.22.32) pertence a familia de protease de cisteina
Cl. E uma endopetidase extraida do talo do abacaxi (Anana comosus) e possui uma
cadeia simples, glicosilada com sete aminodcidos cisteina e provaveis 3 pontes

disulfidricas. (BARRET et al, 1998, BEYNON & BOND, 1989)

Enzimas proteoliticas ou proteases catalisam a quebra das ligagdes peptidicas
entre os aminodcidos das proteinas. As proteases constituem uma grande familia,
dividida em exopeptidases e endopeptidases, de acordo com a posi¢do da ligacdo
peptidica a ser clivada na cadeia do aminoacido. As exopeptidases atuam somente nos
finais das cadeias polipeptidicas na regido amino ou carboxi terminal livre, liberando
residuo de aminodcido e peptideos. As endopeptidases atuam preferencialmente nas
regides internas da cadeia polipeptidica entre as regides amino e carboxi terminal e ndo
aceitam substratos com grupos terminais amino ou carboxilico carregados. Elas podem
ser ainda subdivididas de acordo com o grupo reativo de seu sitio ativo envolvido com a
catdlise em serina-, cisteina-, aspartico- e metallo- endoproteinases. (BARRET et al,

1998, BEYNON & BOND, 1989)

Serina peptidases possuem um residuo de serina em seu centro ativo, enquanto
as aspdrtico-peptidases tém duas unidades de 4cido aspértico no seu centro catalitico.
Cistefna-proteases apresentam um aminodcido cisteina e as metalo-proteases usam um
ion metal no seu mecanismo catalitico. (BARRET et al, 1998, BEYNON & BOND,
1989)

O mecanismo usado para clivar uma ligacio peptidica envolve a producdo de um
residuo de aminoécido (peptidases de serina, cisteina e treonina) ou a formac¢do de uma
molécula de dgua nucleofilica (peptidases de &4cido aspartico e 4cido glutdmico e
metaloproteases) capaz de atacar o grupo carbonil da ligacdo peptidica. Grupos
doadores de prétons presentes no aminodcido histidina sdo os responsdveis pela
ativacdo do grupo sulfidril de um residuo de cisteina de seu sitio ativo (BARRET et al,

1998, BEYNON & BOND, 1989).
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Hemadcias tratadas com enzimas proteoliticas s@o principalmente utilizadas em
imunohematologia para a pesquisa de anticorpos, pois a remocdo de fragmentos de
glicoproteinas na membrana eritrocitiria permitem maior proximidade entre as
hemadcias e melhor acesso dos anticorpos aos antigenos eritrocitarios (DANIELS 2007)

(Figura 12) (

Tabela 1).

EA LUMEN

CYTOSOL Ct - carboxi terminal
Nt - amino terminal
T - sitio clivagem tripsina
C - sitio clivagem gquimiotripsina
Pa - sitio clivagem papaina

Figura 12 - Ac@o de enzimas e sitios de clivagem na banda 3, maior glicoproteina da
membrana eritrocitdria. Modelo de um segmento de proteina banda 3 da membrana
eritrocitaria contendo 12 segmentos transmembrana. Indicacdo do sitio de clivagem das

enzimas tripsina (T), quimiotripsina (C) e papaina (P) (POPOV et al. 1997).
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Tabela 1 - Descrigao dos efeitos do tratamento enzimético por proteases na membrana

da hemacia (DANIELS, 2007).

tratamento enzimatico

Alguns efeitos da clivagem de glicoproteinas de membrana de hemacia por

Efeito 1

Retirada de moléculas de
acido sialico, principal
contribuic@o para redugado da
carga negativa da hemacia

-

Redugdo de Cargas negativas

Permite que células se
aproximem, reduzindo a
distancia entre moléculas de
anticorpos

Efeito 2

Glicoproteinas sdao
hidrofilicas (Atraem
moléculas de dgua).

Moléculas de dgua precisam
ser compartilhadas pelas
hemdcias vizinhas

Faz com que os eritrdcitos se
aproximem uns dos outros

Efeito 3

Estruturas de glicoproteinas
sobressaem da superficie da
membrana eritrocitdria

Redug¢do do impedimento
estérico

Antigenos mais facilmente
acessiveis aos anticorpos

Efeito 4

Transportam certos
antigenos

Perda de antigenos como M,
N, S e sistema Duffy

Anticorpos com essas
especificidades ndo sdo
detectados.

A remocdo de 4cido sidlico reduz diretamente a carga elétrica da superficie

eritrocitdria o que provoca uma redugdo do potencial zeta (

Tabela 2).
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Tabela 2 - Efeito do tratamento de hemacias com as enzimas bromelina, quimitripsina,

dispase, ficina, neuramidase, papaina e tripsina. Os resultados foram obtidos a partir das

medidas de potencial zeta (§) (OMI et al., 1994).

Potencial Zeta &

% de reducdo de

Enzimas (mV) do Potencial Zeta
Bromelina -6.05 55.8
Quimitripsina -7.91 42.3
Dispase -9.04 34.0
Ficina -4.38 68.0
Neuramidase -1.31 90.4
Papaina -8.52 37.8
Tripsina -7.28 46.8
Normal -13.70 0

1.3.C - Dextran

z

Dextran € um polissacarideo de carboidrato produzido por fermentagdo da

sacarose por Leuconostoc mesenteroides que converte a sacarose a dextrano (Figura 13).

Ele pode ser utilizado como substituto ao plasma em pacientes hipovolemicos, porém

pode induzir a agregacdo de hemadcias.
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Figura 13 - Estrutura de um segmento de uma molécula de dextran.

39



Os mecanismos do dextran envolvidos na agregacdo eritrocitdria ainda ndo estdo
completamente esclarecidos e dois modelos experimentais foram descritos. No primeiro
(CHIEN & JAM 1973, CHIEN et al. 1983, PRIBUSH et al. 2007) a formagdo de pontes
entre as células ocorre quando macromoléculas de polimeros sdo adsorvidas a superficie
celular devido a alta afinidade do polissacarideo 2 membrana da hemadcia. A camada de
polimero adsorvida altera o potencial quimico dos fons na parte difusa da dupla camada
elétrica movendo o plano de cisalhamento para longe da superficie alterando o potencial
zeta. O segundo modelo (BROOKS et al., 1973 e NEU et al. 2008) propde que a
agregacdo ocorre por reducdo de proteinas ou polimeros localizados préximos a
superficie celular em relacdo ao meio. Essa exclus@o de macromoléculas provoca um
gradiente osmoético e movimentacdo de fluidos para fora do espago intercelular criando

uma pressao negativa que leva a atracdo entre as células.

1.3.D - Polietilenoglicol

O polietilenoglicol (PEG) ¢ um polimero sintético neutro, linear ou de cadeia
ramificada, obtido por polimeriza¢do do 6xido de etileno com moléculas de dgua e
disponivel em uma grande variedade de pesos moleculares (Figura 14). Solubiliza-se em
dgua e em alguns solventes organicos como tolueno, cloridrato de metileno, etanol e
acetona, por essa caracteristica de solubilidade é freqlientemente descrito como

anfifilico (HARRIS, 1992).

HO - (CH,CH»0), — CH,CH,OH

Figura 14 - Estrutura quimica geral dos PEGs onde n representa o grau de

polimerizacdo.

O grupo terminal hidroxila da molécula de PEG fornece um sitio para ligacGes
covalentes a outras moléculas e/ou superficies. Moléculas na qual o PEG normalmente
estd ligado permanecem ativas, demonstrando que a ligacdo do PEG ndo desnatura

proteinas ou dificulta a aproximacdo de outras moléculas pequenas. Sendo ndo
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antigénico nem imunogénico vem sendo amplamente utilizado na biotecnologia e
biomedicina, principalmente por excluir, em ambiente aquoso, outros polimeros de sua
vizinhanga, ndo se solubilizando com eles. Ndo provoca a diminui¢do da atividade de

proteinas, sendo biodegradavel e atéxico (HARRIS, 1992).

A formagdo de sistema de duas fases de polimeros aquosos € utilizada na
purificacdo de materiais bioldgicos por separagdo entre duas fases formadas pela
solug@o de dois polimeros (tipicamente PEG e dextran) em tampao aquoso (HARRIS,

1992).

Em 1977 pesquisas pioneiras de Abuchowski e colaboradores descreveram o
potencial de conjugar PEG as proteinas por ligacdes covalentes. Esta técnica é bem
conhecida hoje como peglacdo que é o processo de unir as cadeias do polimero PEG a
proteinas, enzimas e drogas ajudando a mudar e melhorar na seguranca e eficiéncia
terapéutica. Produzem alteracdes das propriedades fisico-quimicas incluindo mudancgas
na conformacdo, ligacdes eletrostaticas, hidrofilicidade etc. Essas mudangas fisicas e
quimicas aumentam a retencdo de determinados agentes terap€uticos além de
influenciar na afinidade de ligacdes do meio terapéutico com receptores celulares

alterando o padrio de absor¢éo e distribuicdo (HARRIS, 1992).

PEG em meio aquoso atua como uma molécula muito mével com uma grande
capacidade de exclusdo de dgua e outros polimeros (HARRIS, 1992). Dessa forma sua
acdo ¢ eliminar a dgua da superficie da hemdcia, aumentado a concentracdo de
anticorpos e favorecendo a ligacdo dos anticorpos com os sitios antigénicos (DEMAN

& OVERBEEKE, 1990).

1.4 - Pinca optica

Em 1986, Ashkin e colaboradores demonstraram o uso de uma técnica para
capturar particulas dielétricas, como micro-esferas e células, baseada na transferéncia de

momento' dos fétons. Essa transferéncia de momento da luz foi descoberta por Einstein

1 . ~n . - .
A segunda lei de Newton da mecanica, forca igual a massa vezes aceleracdo, pode ser escrita como

s, AV _A(mY) - . j
F =m— =———>_ A grandeza vetorial p =mV é chamada de momento linear, ou simplesmente

At At

momento. Também se chama Quantidade de Movimento. Em termos do momento a forga vetorial pode
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para explicar o Efeito Fotoelétrico, trabalho pelo qual ele ganhou o prémio Nobel.
Nesse trabalho ele criou o conceito de particulas de luz, que chamou de fétons, capazes
de transportar momento mecanico e energia. Os trabalhos iniciais de levitagdo de
particulas com luz de Ashkin utilizavam até seis feixes de laser contra-propagantes, dois
para cada dimensdo X, y e z, para capturar ou levitar particulas nas trés dimensdes. Por
volta de 1986 ele percebeu que seria suficiente um feixe apenas, mas altamente
focalizado, para capturar particulas nas trés dimensdes. E essa captura com apenas um

feixe que é hoje denominada Pinga Optica.

Uma pinca 6ptica a laser consiste, portanto, de um udnico feixe de laser que apds
incidir perpendicularmente em uma lente, tem seus raios fortemente focalizados num
ponto interior a uma particula. Para comprimentos de ondas menores do que as
particulas aprisionadas, a captura pode ser entendida a partir do desvio da trajetdria dos
raios da dptica geométrica. Existe, portanto, uma transferéncia de momento sempre que

a trajetdria de um raio é desviada.

A forma mais intuitiva de entender o principio de operacdo da “armadilha
Optica” é examinar dois raios, um de cada lado, de um feixe de laser cOnico que se

encontrardo no foco. 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 direcdo de F,

como mostra a Figura 15a. Os raios a e b da Figura 15b se encontrariam no foco f se ndo
houvesse a esfera. O desvio desses raios produz os recuos na dire¢do F. e Fy, e a

combinagdo dos dois leva ao recuo na dire¢do F . O recuo F tende a obrigar o centro
da esfera (0) a coincidir com o foco do laser f. Desta forma, um feixe de laser focalizado

cria uma armadilha que mantém o centro das particulas no foco do laser.

. 4 . p . N o~
ser escrita como F = Z , OU S¢€ja, sempre haverd uma forga associada a uma variagao do momento.
t

Note que, como momento é um vetor, basta uma mudanca na dire¢do do momento para que uma forga
seja criada.
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Laser

a)

Figura 15 - Esquema das forgas envolvidas na captura de particulas. a) Sentido do
desvio sofrido pelo objeto quando o laser (féton) incide sobre esse objeto. b) Centro da
esfera coincidindo com o foco de dois raios de laser produzindo uma for¢a que mantém

a esfera aprisionada no foco do laser.

As forcas Opticas por desvio da trajetéria dos raios sdo muito pequenas. Pingas
6pticas muito boas podem gerar forcas de até 200 pico-Newtons [200x10™"* N], com
poténcias de laser abaixo do limiar de danos térmicos as particulas. Apesar das forgas
Opticas envolvidas nessa pinca serem muito pequenas, em torno de 0,1 a 200 pico-
Newtons, as aceleragdes podem ser muito grandes devido & massa muito pequena no

caso de particulas microscopicas. Um cubinho de 1um X lum X lum de dgua tem um
volume de 10" m’ =107 litros , com uma massa, portanto, de 10™° kg . A aceleragio

-12
devido a forga dptica para essa particula seria de a = F = % =2x10°m/ s>
m 8

que corresponde a 2x10* gravidades. O aumento da dimensdo da particula por um fator
de 10 aumenta sua massa por um fator de 1000, logo a aceleracdo maxima para uma
particula de 10 um seria de 20 gravidades, e para uma particula de 100 um seria de 0,02
gravidades. Assim a pinga Optica é capaz de capturar particulas com tamanhos até da

ordem de 30 - 50 um.

Desde os primeiros trabalhos entdo, a pinga Optica vem sendo amplamente
utilizada em diferentes areas da biologia celular em duas vertentes: (1) como micro-

ferramenta de manipulacdo e (2) como micro-ferramenta de medida de propriedades
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bio-mecanicas no nivel microscépico. A vantagem da pinga Optica como ferramenta
para medidas de propriedades biomecanicas € a sua sensibilidade, podendo medir forgas
tdo pequenas quanto 10 femto-Newtons [107°] até 200 pico-Newtons. Existem situacdes
em que a forca de adesdo ultrapassa 100-200 pico-Newtons, nas quais a pinca Optica
ndo deve ser utilizada. Nesse caso a técnica de contacto de forga atdmica pode alcangar

até o intervalo de nano [10"9] Newtons.

Como micro-ferramenta de manipulagdo, a pinga Optica ja foi utilizada para
inserir DNA no interior de diferentes tipos de células (BUER et al., 1997), e mesmo

para fertilizagdes in vitro e fusdo de células (OBRUCA et al., 1997).

Como ferramenta de medida, a pinga Optica ja foi utilizada para mensurar forgas
de proteinas do miocardio (miosinas) (SUGIURA et al., 1998), para caracterizacdo de
motores bioldgicos moleculares (THOMAS et al.,, 1998) e rigidez flexural de
microtibulos (FELGNER et al., 1996), para medir o comprimento de uma molécula de
DNA (SAGATA & SOGAWA et al., 1998) e até a motilidade de espermatozdides
humanos KONIG et al.,, 1996). Os trabalhos anteriores do grupo de pesquisa da
UNICAMP envolveu a medida de elasticidade de hemdcias em diversas condi¢des
patoldgicas e fisioldgicas (HURUTA et al.,, 1997, HURUTA et al, 1998, BARJAS-
CASTRO et al, 2000, BRANDAO et al, 2003a, BRANDAO et al, 2003b).

44



L.5 - Justificativas

A mensuracdo das cargas eritrocitdrias poderd contribuir para o melhor desempenho do

teste de hemoaglutinagdo utilizados na rotina transfusional.

- Em servicos de hemoterapia, a grande maioria dos testes
imunohematoldgicos transfusionais € baseado em reacdes especificas entre
antigenos e anticorpos. Os anticorpos antieritrocitdrios IgG s@o
mondmeros, e ndo sdo capazes de sensibilizar e aglutinar sem a adi¢io na
reacdo de elementos que aproximam as hemdcias. Para tanto, é necessdria
a introdu¢do de substincias potencializadoras que geralmente atuam no
potencial zeta e diminuem a distdncia entre as células favorecendo a
aglutinacdo. A especificidade e  sensibilidade das reacdes
imunohematolégicas dependem diretamente do uso adequado destas
substancias. Existem no mercado diversos tipos de potencializadores
utilizados nas rotinas transfusionais, porém, a padronizagdo das reacdes é
baseada exclusivamente no desempenho de testes qualitativos, verificando
a presenga ou auséncia de aglutinados celulares. Assim, uma avaliagdo
quantitativa da eficiéncia das diferentes substincias potencializadoras ou
mesmo de novos produtos poderiam melhorar a qualidade dos testes
imuno hematoldgicos pré-transfusionais e principalmente facilitar a

padronizacdo em rotinas automatizadas.

Uma metodologia que permita o estudo do comportamento elétrico das cargas
eritrocitdrias poderd no futuro contribuir para a melhor compreensdo de alteracdes de
membranas presentes em diversas doencas hematoldgicas, durante o armazenamento e
irradiacdo de concentrado de hemdcias (CH) para fins transfusionais e também em

doencas trombdticas e vaso oclusivas.
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Il - OBJETIVOS
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Desenvolver métodos, utilizando pinga 6tica dupla que permitam:

Mensurar o potencial zeta e o tamanho da dupla camada de cargas ao

redor da hemacia.

Mensurar a forca de agregacdo eritrocitdria utilizando a pinca Optica
dupla em hemdcias diluidas em plasma humano normal e associado a

meios potencializadores da reag@o de aglutinag@o.
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III - MATERIAIS E METODOS
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IIL.1 - Pinca ()ptica

O sistema de pinga 6ptica utilizado nesse trabalho (Figura 16) foi constituido de
um feixe de laser Nd:YAG (neodimio: yttrium alluminum garnet) que opera de modo
continuo no infravermelho, em um comprimento de onda de 1064 nm, pois nessa regido
a absor¢do € pequena e ndo ha danos celulares. O feixe de laser passa por um conjunto
de lentes e é focalizado na amostra através de uma objetiva de 100x (abertura numérica
1.25), que estd acoplada a um microscépio (Olympus Optical Co. Ltd, Tokyo, Japan)
equipado com uma minicimera (JVC Company of America, Elmwood, NJ) que registra
a imagem em tempo real. As imagens obtidas foram visualizadas em televisdo ou
monitor de microcomputador e também foram gravadas em fita VHS ou diretamente no
computador através de uma placa de captura de video. Desta forma, as imagens obtidas
puderam ser analisadas qualitativamente com auxilio do software Image Pro-Plus
(Image-Pro Plus, Media Cybernetics, Bethesda, MD), que permitiu determinar o espago

percorrido por uma hemdcia ou o deslocamento sofrido pela esfera.

Caminhos da imagem do lascr

Figura 16 — Esquema de montagem de sistema de pinca 6ptica dupla (Revista Pesquisa

Fapesp, 2000).
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Focalizando dois feixes de laser em duas posi¢des diferentes obtém-se uma
pinga Optica dupla, com a qual é possivel exercer tracdo em uma particula puxando as
extremidades em direcGes opostas. Para medir a forca de tracdo uma das pingas ndo
deve prender diretamente a particula, mas uma microesfera pré-calibrada que se liga
fortemente na particula. Nesse caso, a medida do deslocamento dessa microesfera

fornece o valor da forga.

Pinc¢a Dupla.

A pinga Optica dupla foi montada utilizando um laser que possui polarizacio
paralela. Este sistema apresenta como vantagens, bom desempenho e manutencdo da
poténcia. Uma placa de meia onda foi utilizada para permitir que a polarizacio girasse
livremente além de possibilitar uma distribuicdo do laser nos sentidos vertical e
horizontal. Dessa forma a polarizacdo pdde ser distribuida em 50% horizontal e 50%
vertical ou 15% horizontal e 85% vertical. Uma placa de meia onda, conhecida como
“polarizer beam splitter (PB1)” foi empregada com o objetivo de dividir o feixe em
dois, transmitindo uma parte do laser com polarizagdo paralela e refletindo a outra com
polarizacdo vertical, dando origem a dois feixes com potencias diferentes ou iguais que
puderam ser facilmente controlados através da placa de meia onda (Figura 17). O
segundo “polarizer beam splitter” (PB2) recombinou os feixes de laser e os mesmos
seguiram colineares até o microscopio. Uma placa de meia onda H2 foi utilizada como
um atenuador, para controlar a poténcia de um tnico feixe ou uma unica pinca Optica.
Com essas duas placas foi possivel controlar individualmente a poténcia em cada uma

das pingas.
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L4 . oy L1 G - Espelhos
) l::le H - Placa de meia onda
33— =
- L - Telescopios

\ —
G \/W PB - Beam splitter

Figura 17 - Esquema de montagem dos espelhos para divisdo dos laser e formacdo da

pinga dupla.

Os espelhos “gimbal mounts” G1 e G2 permitiram que o feixe fosse refletido em
torno do centro do espelho e inclinado, desta forma possibilitou a reflexdo do laser em
torno do centro da abertura traseira da objetiva. Com isso, a cada reflexdo, o feixe ndo
se deslocava lateralmente e permitia que o laser fosse movimentado sem desalinhar o
sistema de duas pingas Gpticas e sem perder a poténcia. As deflexdes dos feixes através
da movimentag@o dos espelhos “gimbal mounts” possibilitou 0 movimento das pincas
no microscopio. Para garantir que uma rotacdo em torno do “gimbal mounts” fosse uma
rotacdo em torno do centro da objetiva, foi necessario usar um conjunto de telescopios
L1+L2. Telescopios L3+L4 e L5+L6 , foram também utilizados para que o foco do laser
coincidisse com o plano de visdo do microscépio e assim possibilitasse a observacio

das particulas aprisionadas.
III.1.A - Uso de microesferas nas medidas de forca

O célculo de forgas Opticas e hidrodindmicas em objetos que ndo sdo esféricos é
praticamente impossivel. Assim a microesfera é utilizada como um calibrador cuja
precisdo estd intimamente ligada com a concordancia de for¢as que agem sobre ela e a
for¢a que se deseja obter é sempre medida através do quanto essa for¢a desloca o centro

da microesfera em relacdo a posicdo de feixe de laser. Quando movimentamos uma
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microesfera capturada pela pinga déptica a uma velocidade constante em um fluido,
forgas Opticas e hidrodindmicas agem sobre a mesma. No equilibrio, se o modelo
tedorico e hidrodinamico forem adequados, as forgas deverdo coincidir

experimentalmente.

A calibragdo para medida da forca consiste em arrastar uma microesfera de raio
conhecido em um fluido com uma determinada velocidade Vg anotando o
deslocamento da mesma em relacdo a posicdo de equilibrio na qual Vyyase = O.
Conhecendo a viscosidade do meio pode-se obter o valor da for¢ca hidrodinamica, que é

igual a forga Optica.

IIL.2 - Coleta das amostras de sangue

As amostras de sangue foram obtidas do tubo coletor de unidades de
concentrado de hemécias, do Hemocentro da UNICAMP. O sangue dos doadores foi
coletado em bolsa contendo CPDA, (citrato, fosforo, dextrose e adenina) (Fresenius,
Asem-NPBI, Itapecerica da Serra, Sdo Paulo, Brasil) segundo padronizacdo da AABB
(AABB, 2002) e Diretrizes Brasileira, Resolu¢do RDC 153 (ANVISA/2004). Todos os
doadores de sangue assinaram o termo de consentimento pds informado (Anexo 1)

padronizado pelo préprio Hemocentro da UNICAMP.

I11.3 - Medida do tamanho da dupla camada de ions e potencial zeta

Para medidas do tamanho da dupla camada de {ons e do potencial zeta foi criado
uma camara experimental que possibilitou a reprodugcdo das mesmas condi¢des

eletroliticas das reagdes de hemoaglutinagéo utilizadas na pratica imunohematolégica.

A camara foi confeccionada em acrilico e possui dois reservatdrios laterais que
se comunicam através de um canal de 25 mm de comprimento, 1 mm de largura e 75
wm de profundidade. Nos canais foram instalados eletrodos de platina separados um do
outro 170 mm. A platina foi escolhida por se tratar de um material anddico e néo reativo
em processos eletroliticos. Para geragdo de um campo elétrico foi utilizada uma fonte de

alta voltagem ( max 600V e max 3A) ligada aos eletrodos (Figura 18).
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Figura 18 - Esquema ilustrativo da cAmara (a), foto da cimara com eletrodos ligados por

cabos (b) e fonte de alta voltagem (c).

II1.3.A - Preparo das amostras

As amostras selecionadas foram grupo O Rh (D) positivo e foram diluidas em
soro do grupo sanguineo AB (0.5:500 pL). Microesferas de silica (Bangs Laboratories,
Inc., USA) de 4 um de didmetro foram diluidas (50:1000 pL) em soro fisiolégico 0.9%

e posteriormente adicionadas (10 uL) na suspensdo de hemaécias.

II1.3.B - Metodologia de medida do tamanho da dupla camada de ions

e potencial zeta

Nas medidas de potencial zeta e tamanho da dupla camada de ions, a solucdo
com hemdcias e microesferas foi colocada na cimara em volume suficiente para que a
Unica comunicacdo do liquido com os dois lados do reservatério ocorresse apenas pelo

canal. Focalizando o material presente no canal e com o auxilio da pinga dptica, foi
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formado um conjunto composto pela esfera e hemdcia (Figura 19), posteriormente este

sistema foi submetido a diferentes voltagens (60, 70, 80, 90 e 100 V) (Figura 20).

A medida da espessura da dupla camada foi obtida calculando a forca do
deslocamento da esfera de silica ligada a uma tdnica hemécia em resposta as voltagens
aplicadas. O deslocamento da esfera é conseqiiéncia do movimento da hemadcia, gerado
pelas cargas negativas da membrana em relagio ao campo elétrico aplicado. O
deslocamento obtido em cada uma das voltagens foi mensurado com o auxilio do
programa Image pré-plus (Image-Pro Plus, Media Cybernetics, Bethesda, MD) e
posteriormente foi realizado os cdlculos do tamanho da dupla camada de ions conforme

modelo proposto por FONTES et al., 2008.
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Figura 19 - Representacdo esquemadtica da medida do tamanho da dupla camada de fons

e potencial zeta. Conjunto de mcroesfera e hemécia preso pelo pinga Optica

} Deslocamento
Esfera

Hemicia

Campo elétrico

Repouso 60V 70V 80V 90V 100V

Figura 20 — Representacdo da medida da dupla camada de ions. O deslocamento da

esfera pode ser observado com o aumento progressivo da voltagem (60-100V).
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Para a medida do potencial zeta foi utilizado o mesmo sistema previamente
descrito no célculo da dupla camada de ions, isto € conjunto esfera-hemadcia e camara.
O valor do potencial zeta foi obtido da velocidade terminal com que a hemdcia-esfera
percorreu o plasma apds ter sido solta da pinga 6ptica, quando aplicado a voltagem de

100V (Figura 21).

Campo elétrico

Repouso 100V
a h

Figura 21 - Medida do potencial zeta. Na figura a observa-se a hemadcia ligada a uma
esfera presa pela pinga Optica em situagdo de repouso. Na figura b o conjunto foi
submetido a uma voltagem de 100 V. O laser foi desligado e foi calculado a velocidade
em que o conjunto (hemdcia e esfera) percorreu o plasma . Os célculos da medida do

tamanho da dupla camada de ions e potencial zeta estdo descritos no anexo.

II1.4 - Medidas de quantificacao da forca de agregacao eritrocitaria

II1.4.A - Preparo das amostras

As medidas de agregacg@o eritrocitdrias foram realizadas em trés condicdes:
e Hemacias diluidas em plasma normal (controle)
e Na presenca de anticorpos dirigidos contra antigenos eritrocitarios.

e Associado a meios pontencializadores da reacao de aglutinacdo

As solugdes utilizadas para as medidas de agregacdo eritrocitiria foram

preparadas conforme descrito na Tabela 3
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Tabela 3 - Condigdes dos experimentos para mensuracdo da agregacdo
eritrocitaria. Descri¢do do meio diluente, volume de amostra de hemadcias, solugdo de

esfera e anticorpos utilizados nas medidas de agregacdo eritrocitdria.

Amostra Meio diluente izn}clilllr:gzgo Solu¢do  Anticorpo
(Ht 70%) de esfera
Controle Soro AB 500 uL SuL 10 uL -
Anticorpo anti-D,, Soro AB 500 uL. SuL 10 uL SuL
Anticorpo anti-D,, Soro AB 500 uL. S5uL 10 uL 5uL
Anticorpo anti-Dy., Soro AB 500 uL. SuL 10 uL 10 uL
PEG Soro AB 250 uL + Sol. PEG 20% 250 pL S5uL 10 uL -
Dextrano Soro AB 250 pL + Sol. Dextrano 0.15% 250 uLL SuL 10 uL -
LISS Soro AB 250 puL + Sol. LISS 250 uL S5uL 10 uL -
LISS e anticorpo anti-D, Soro AB 250 uL + Sol. LISS 250 uL SuL 10 uL SuL
Bromelina Soro AB 250 uL + Sol. Bromelina 15% 250 uL. SuL 10 uL -
Hemacia tratada com Soro AB 500 L suL 10 L )

papaina (2 estdgios)

p = policlonal
m = monoclonal
LISS= Solu¢do de baixa for¢a idnica

Para todas essas condi¢gdes foram feitas as mesmas dilui¢des variando apenas o
meio diluente. As amostras selecionadas do grupo O Rh (D) positivo foram diluidas em
um meio diluente (0.5:500 puL). Microesferas de silica (Bangs Laboratories, Inc., USA)
de 4 wm de didmetro foram diluidas (50:1000 pL) em soro fisiolégico 0.9% e

adicionadas (10 pL) na suspensdo de hemadcias (Tabela 3).

Nas amostras controle foi utilizado como meio diluente soro AB. Nas analises
com anticorpos, os soros contendo anticorpos anti-D policlonal (5 pL) (Biotest,
Itapicirica da Serra, SP, Brazil) e Policlonal + monoclonal (5 puL. e 10 pL), (Biotest,

Itapicirica da Serra, SP, Brazil) foram acrescentados ao meio diluente, soro AB.
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Os experimentos foram realizados com quatro diferentes meios
potencializadores de reagdo: meio de baixa forca idnica (LISS), polietilenoglicol e as
enzimas, bromelina e papaina. A bromelina foi apenas adicionada a reacdo técnica
conhecida como tratamento enzimadtico eritrocitario em um estdgio. Nas reacdes com
papaina, as hemacias foram previamente incubadas com solucdo de enzima (hemaécias
70% + solugdo de papaina e 5 min incubagdo), esta padronizagdo ¢ denominada
tratamento enzimadtico em dois estagios. Ambos métodos sdo utilizados regularmente e

padronizados em rotinas imunohematoldgicas transfusionais (AABB, 2005).
Preparo dos meios potencializadores de reacoes

As solugdes potencializadoras, previamente preparadas como descrito abaixo,

foram diluidas em soro AB (1:1 v/v)

¢ Polietilenoglicol - PEG 20% Wt = 3350 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
diluido em tampao fosfato - PBS pH 7.2 (Laborclin, Pinhais, PR, Brazil).

e Dextrano 0,15% W, = 6400-7600 (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) diluida em

soro fisiolégico 0,9%.

e Solucdo de baixa forca idnica - LISS (ID-Diluente 2, DiaMed, Lagoa Santa,
MG, Brazil).

e Bromelina 15% (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) diluida em soro fisiol6gico
0,9%.

e Papaina (ID-papain, DiaMed, Lagoa Santa, MG, Brasil).

Amostras de hemadcias foram tratadas com solugdo de papaina (ID-papain,
DiaMed, Lagoa Santa, MG, Brasil) utilizando técnica em 2 estidgio (AABB, 2005) e

posteriormente preparada a suspensao utilizando como meio diluente soro AB.

O potencializador LISS também foi testado com anticorpo anti-D policlonal (5

uL) (Biotest, Itapicirica da Serra, SP, Brazil).

57



II1.4.B - Metodologia de quantificacio da forca de agregacao

eritrocitaria

A medida da for¢a de agregacéo foi realizada através do sistema de pinga Optica
dupla com microesferas calibradas. Nessa dissertacdo o termo agregacdo foi utilizado
para a medida do deslocamento de duas hemadcias agregadas. As amostras foram
colocadas em camara de Neubauer e levadas ao microscopio. As hemadcias foram
escolhidas aleatoriamente, cada célula foi pincada por um feixe de laser e entfo
aproximadas pelas pincas Opticas para que as hemadcias pudessem aglutinar ou,
conjuntos de duas hemécias que se formavam espontaneamente foram aleatoriamente
escolhidos. Posteriormente, uma das pingas liberou o conjunto de duas células para que
uma microesfera pudesse ser capturada. Desta forma o conjunto de hemdécias foi
aproximado da microesfera, onde ocorreu uma ligacdo inespecifica (Figura 22).
Capturadas as células e a esfera, a segunda hemadcia foi arrastada a velocidades
constantes (2x107, 5x107, 7x107, 1.2x10°, 1.8x10°, 3.2x10° m/s) através do meio
diluente utilizando um estagio de translacdo que permite movimentar o feixe de laser
1,6 um de distancia para cada uma das velocidades determinadas. Para controlar os
movimentos do sistema de translocagdo foi utilizado um programa na linguagem
LabView (National Instruments, Austin, USA) que foi desenvolvido especialmente para
facilitar a interface computador-equipamento usando portas paralelas e seriais. (Figura

23)

Pinc¢a
Pinca
v 1? e
| p ol
Esfera Esfera de Hemacias
silica
Hemacias ( a ) (b )

Figura 22 - Medida de agregacdo de hemdcia utilizando pinga 6ptica dupla. O modelo
consiste em uma microesfera de silica e duas hemacias em uma camara de Neubauer

com meio diluente (soro AB).
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Figura 23 - Tela do controle de velocidade utilizado para medidas de agregacdo

LabView (National Instruments, Austin, USA).

As imagens obtidas foram gravadas em video ao mesmo tempo em que foram
digitalizadas usando uma placa de captura de imagens (Pinnacle System, Califérnia
USA) e o software Adobe Premier (Adobe Systems Incorporated, Seattle, WA). O
experimento consistiu na medida do deslocamento do centro da microesfera em relacio
a sua posicdo de equilibrio. As andlises de deslocamento foram realizadas pelo software
Image Pro-Plus (Image-Pro Plus, Media Cybernetics, Bethesda, MD) (Figura 24) onde
foram obtidos os valores do deslocamento da esfera em relagdo a posicdo de repouso.
Esses dados foram utilizados em um programa matemadtico (Anexo 4) que converteu

deslocamento em forca (pN).
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Figura 24 - Imagem da tela do programa Image Pr6-Plus (Image-Pro Plus, Media

Cybernetics, Bethesda, MD) utilizado para medida do deslocamento da microesfera no

estudo da agregacdo eritrocitaria.

Tabela 4 - Valores obtidos em uma das medidas de agregacdo eritrocitaria. Posicdo da

esfera, deslocamento da esfera em relagdo ao repouso e a forca (pN).

Viocdade PO e Fosa )

Repouso 1436 e
0.2 15,32 0,95 0,84
0.5 15,51 1,15 1,75
0.7 15,71 1,34 2,63
1.2 15,90 1,54 3,5
1.8 16,29 1,93 5,78
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I11.4.C - Calculos da medida de quantificacao da forca de agregaciao

eritrocitaria

A agregacdo eritrocitdria foi determinada pela teoria de Saffman (1975) que
propde um modelo em que considera a membrana como uma camada de fluido viscoso
em um plano infinito (lipidios), separando uma regido liquida de menor viscosidade
(4gua). As moléculas de proteinas foram consideradas como cilindros com eixos
perpendiculares em uma camada plana, realizando movimentos laterais e rotacionais
(Figura 25). Esse deslocamento da particula cilindrica em um modelo de membrana
bilipidica foi calculado por Saffman que, mostrou que a viscosidade, 1 do meio em que
a particula estd deve ser considerada para o calculo do coeficiente de deslocamento da

particula ser finito no sistema numérico de Reynolds (DIMOVA et al, 2000).

membrana
bilipidica

Figura 25 - Modelo de membrana lipidica. Proteinas consideradas como cilindros que

realizam movimentos laterais e rotacionais (Saffman et al., 1975).

Na equacgdo 1, ns € a viscosidade na superficie da membrana, 7 € a viscosidade

do fluido, a, o raio do cilindro, C =0.58 constante de Euler-Masceroni e u a velocidade.

F=4rx u [Equacdo 1]

1
s In(ps/na)—-C

Considerando que N proteinas estdao envolvidas, a for¢a serd dada por:

7

F=4xn.N =n,u [Equacdo 2] onde 7, € a viscosidade aparente da

In(n,/na)-C !
membrana (poise).
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Considerando que duas células sdo analisadas juntas, em cada medida e a forga
Optica € igual a forga viscosa (M = 3x107), o valor obtido foi Nm = 1.5x107 poise.cm.
A Figura 26 mostra os resultados de forca 6ptica (N) em funcdo da velocidade de
deslocamento (m/s) e a linha reta formada pelos pontos (R2:0.9879) com coeficiente

angular (Ng/m) € a forca da agregacdo eritrocitaria (1 Ny¢/m = 1000 poise.cm).

Forca ética x velocidade deslocamento

1,2E-11 -

1E-11 - y = 3E-06x
R? = 0,9891
8E-12

6E-12 -

Forca (N)

4E-12 -
2E-12 -

0,00E+00 5,00E-07 1,00E-06 1,50E-06 2,00E-06 2,50E-06 3,00E-06 3,50E-06

Velocidade (m/s)

Figura 26 - Forca 6ptica em funcdo da velocidade. A forca foi obtida pelo deslocamento
da esfera de silica, quando a segunda hemadcia foi submetida a velocidades constantes

variando de 2x107 a 3.2x10°® m/s.

II1.5 - Analise Estatistica

Os dados foram processados usando o programa estatistico R: A language and
enviroment for statistical computing Develpment (R Fundations for Statistical
Computing, Vienna, Austria). Os dados foram apresentados como “Box e whisker plot”
que sdo simples representagdes diagramadticas dos cinco nimeros sumarios: minimo,
quartil inferior, mediana, quartil superior, maximo. A forma bésica destes “plots”
mostra uma caixa definida pelos quartis superior e inferior com a mediana marcada pela
subdivisdo da caixa. Os “whiskers” se estendem de ambas as extremidades da caixa
mostrando os valores miximo e minimo. A comparacio estatistica entre dois grupos
relacionados foi realizada pelo método ndo paramétrico de Wilcoxon (ARMITAGE et

al., 1994).
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IV - RESULTADOS
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IV.1 - Resultados das medidas do tamanho da dupla camada de ions

Amostra de cinco doadores foram analisadas para testar a viabilidade de medidas

do tamanho da dupla camada de fons utilizando a metodologia proposta (Tabela 5).

Tabela 5 - Cinco medidas do tamanho da dupla camada de fons (um) de amostras
controle. Os resultados foram calculados pelo deslocamento da esfera (um) quando

aplicadas diferentes voltagens (V).

Hemadcia Dupla camada de fons
analisada (um)

1 0.75

2 1.12

5 1.1

4 0.67

5 0.37

IV.2 - Resultados das medidas do potencial zeta

Amostra de vinte e trés doadores foram analisadas para testar a viabilidade de

medidas do potencial zeta utilizando a pinga Optica (Tabela 6).
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Tabela 6 — Vinte e trés medidas do potencial zeta (mV) de amostras controle. Os
resultados foram obtidos da mensuracio da velocidade terminal da microesfera-hemacia

(Um/s) em um campo elétrico (V).

Hemacia analisada Potencial zeta Hemacia analisada Potencial zeta

(mV) (mV)
1 -14.0 13 -15.5
2 -12.5 14 -31.0
3 -12.5 15 -15.5
4 -12.5 16 -14.0
5 -9.5 17 -31.0
6 -15.5 18 -14.0
7 -15.5 19 -9.5
8 -15.5 20 -14.0
9 -15.5 21 -15.5
10 -15.5 22 -14.0
11 -15.5 23 -15.5
12 -31.1

IV.3 - Resultado das medidas da forca de agregacao eritrocitaria

Foram realizadas 75 medidas de agregacao eritrocitéria, sendo 20 controles e 55

medidas utilizando anticorpos (anti-D) com e sem solu¢do potencializadora.

A mediana dos resultados dos controle foi de 1x107 (1.5x10'4 a 2.5x10'3)
poise.cm. As amostras analisadas com soro anti-D  apresentaram os seguintes
resultados: soro anti-D policlonal (5 pL) 2x107 (1x107 a 4x107) poise.cm, anti-D
policlonal (5puL) e LISS 2x107 (5x10™ a 4.5x107) poise.cm, anti-D policlonal e
monoclonal (5 pL) 1.5x10° (5x10'4 a 2x10'3) poise.cm, anti-D policlonal e monoclonal

(10uL) 2x107 (1x107 a 4x107) poise.cm (Tabela 7).
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Tabela 7 - Medidas de agregagdo eritrocitiria (poise.cm) de amostras controle e
amostras com diferentes soros anti-D. Os resultados foram obtidos do calculo do

deslocamento da esfera em funcdo da velocidade (um/s)

Agregacao eritrocitaria

Amostras de hemacias Niuimero de células analisadas poise.cm x 107
Mediana (min-max)

Controle 20 1.0 (0.1 - 2.5)

Anti-D, 5 uL 15 2.0(1.0-4.0)

Anti-D, 5 uLL + LISS 15 2.0(0.5-4.5)

Anti-Dyyyp, 5 UL 10 1.5(0.5-2.0)

Anti-Dy,p, 10 uLL 15 2.0 (1.0-4.0)

p = policlonal
m = monoclonal
LISS= Solugdo salina de baixa forca idnica

Outra forma de andlise desses dados constituiu na comparacgéo estatistica dos resultados
de amostras sem anticorpo (controle) com amostras com diferentes tipos de anticorpos,
onde observou-se uma alteracdo estatisticamente significante p<0,001 (Wilcoxon rank

sum test)(Figura 27).

0.005
P < 0.001
P <0.001 P < 0.001
0.004
0.003
Referéncia _
T P =0.024 T
0.002 J_ J_
0.001 T
1 N=14 N=17
| N=18 N=10
0.000 N=21 (Wilcoxon rank sum test)
controles AntiD p 5pl AntiD p 5ul + LISS AntiD p+m 5pul AntiD p+m 10pl

p = policlonal
m = monoclonal
LISS = Solugao salina de baixa forca idnica

Figura 27 - “Box e whisker plot” comparando a distribui¢do das medidas de agregacdo
eritrocitidria de amostras controle e amostras analisadas com diferentes soros anti-D
anti-D policlonal (5 pL), anti-D policlonal (5uL) e LISS, anti-D policlonal e

monoclonal (5 nuL), anti-D policlonal e monoclonal (10uL).
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Resultados ndo estatisticamente significativos foram observados quando
analisado comparativamente amostras contendo o anticorpos anti-D policlonal (5 pL)
com as amostras: anti-D Policlonal (5 uL) com LISS e anti-D Policlonal ¢ monoclonal

(10 uL) (Figura 28).

0.005
P=NS
Referéncia P=NS
0.004
0.003
0.002 I ]:
0.001
N=14 N=17
N=18 (Wilcoxon rank sum test)
0.000
AntiD p 5pl AntiD p 5l + LISS AntiD p+m 10pl

p = policlonal
m = monoclonal
LISS= Solucdo salina de baixa for¢a idnica

Figura 28 - “Box e whisker plot” comparando a distribuicdo de agregacdo eritrocitaria
com soros anti-D policlonal (5 pl) em meio de baixa forga idnica (LISS) e soro anti-D

policlonal e monoclonal (10 pul).

Amostras de hemacias analisadas com Dextran 0.15%, Bromelina e LISS sem

anticorpo anti-D nfo apresentaram aglutinacdo.

Hemadcias tratadas com solu¢do de papaina apresentaram alta aderéncia entre as
células impossibilitando a realizag@o e avaliacdo da agregag@o eritrocitéria utilizando a

pinga Optica dupla.
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As amostras analisadas com solu¢do de PEG apresentaram uma densa
precipitacdo ao redor da célula também impedindo a utilizacdo da pinca dptica dupla

como ferramenta de medida (Figura 29).

Figura 29 - Imagem de uma hemdcia em solu¢do de PEG. Observa-se formacdo de

precipitados ao redor da célula.
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V - DISCUSSAO
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A membrana eritrocitdria contém proteinas e glicoproteinas imersas em uma
bicamada lipidica que possui um comportamento viscoeldstico. Algumas glicoproteinas
contém 4cido sidlico, que € o principal responsdvel pelas cargas negativas na superficie
da hemdcia e conseqiientemente pela criacdo de um potencial elétrico ({) repulsivo que
mantém uma certa distdncia entre as c€lulas. Desta forma quanto maior o potencial
maior serd a tendéncia de repulsdo das hemacias carregadas, evitando assim a adesdo.
O estudo das forgas envolvidas na adesdo e agregacdo eritrocitaria estd intimamente
relacionado ao conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas das hemacias e dos

meios em que estio inseridas.

A hemdcia torna-se eletricamente carregada em contato com um meio aquoso
polar. As cargas negativas da superficie eritrocitdria influenciam a distribuicao espacial
dos fons do meio, que estdo proximos a célula, atraindo fons de carga oposta (citions) e
repelindo fons de mesma carga (&nions). Assim, forma-se uma camada elétrica positiva,
na interface da hemadcia com o liquido, que tem como objetivo neutralizar eletricamente
as cargas eritrocitdrias. Afastando-se da superficie é formada outra camada composta de
anions distribuidos de maneira difusa no meio polar até que a concentragdo de cargas
elétricas seja igualada. Quanto maior for a concentragdo idnica do meio, maior serd a
espessura dessa dupla camada de fons e conseqiientemente maior serd o potencial zeta

(Hunter, 1981).

Diversos estudos foram desenvolvidos com o objetivo de melhor caracterizar o
potencial zeta de particulas e de células carregadas eletricamente quando estdo em
solugdes. No campo da biologia existem trabalhos que avaliaram este potencial da
superficie da bactéria (WILSON, et al., 2001; CHIA et al, 2008; ZHAO et al., 2009), de
plaquetas ( KHOO et al, 2009) e de interacdes entre células normais e neoplasias com

nanoparticulas (ZHANG, et al., 2008).
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A técnica mais utilizada para medir o potencia zeta se baseia na mobilidade
eletroforética de particulas ou células submetidas a um campo elétrico. A relacdo entre a
velocidade da particula e o campo elétrico aplicado, é convertido em potencial zeta
(Jovtchev et al, 2000, Ichiki et al, 2002, Sze et al, 2003, Omatsu et al, 2005). No entanto
nao hd estudos sobre tamanho da dupla camada idnica eritrocitdria. Neste trabalho, pela
primeira vez tentou-se medir o tamanho desta dupla camada utilizando a pinga dptica
dupla. Esta metodologia permitiu que essa medida fosse realizada em associagdo a

medida do potencial zeta, uma vez que ambas estdo intimamente relacionadas.

As duas técnicas propostas para avaliar as propriedades elétricas da hemdcia,
utilizando a pinca dptica, foram testadas em amostras controles e no caso do potencial

zeta os resultados foram comparados com valores descritos na literatura.

Na medida da espessura da dupla camada de fons na hemdcia obtivemos
mediana de 0.85 wm. Nao hd descrito nenhum estudo dessa mensura¢do em sistemas
bioldgicos, impossibilitando assim a comparacdo com valores pré-estabelecidos e
também uma avaliacdo mais criteriosa desse método. A continuidade deste estudo
podera contribuir para a melhor compreensdo das propriedades elétricas de diferentes
células, incluindo relacdo entre alteracbes de cargas e determinadas patologias. A
possibilidade de mensura¢do da dupla camada idnica na hemacia em diferentes meios
(solucdes), acrescentara importantes informagdes relacionadas a reacdo de hemo-
aglutinacdo, técnica muito utilizada nas grandes rotinas transfusionais. Nestas
avaliagdes imuno-hematoldgicas acrescentamos substancias potencializadoras de reacio
que interferem na carga elétrica da hemdcia e do meio. A melhor compreensdo desta
dindmica envolvendo cargas proporcionard uma melhora da sensibilidade e
especificidade dos testes utilizados atualmente assim como na investigacdo de novos

meios potencializadores. Importante enfatizar que apesar das existéncias de vdrias

71



técnicas que possibilitam a investigacdo imuno-hematoldgica transfusional, a reacdo de
hemoaglutina¢do continua ocupando lugar de destaque pela simplicidade, baixo custo,
boa sensibilidade e reprodutibilidade além de possibilidade de automacdo, fatores

importantes em grandes rotinas assistenciais.

No estudo do potencial zeta, o valor mediano encontrado foi de —14mV e estd de
acordo com parametros previamente publicados por POLLACK et. al., (1965) . Estes
autores trabalharam com mobilidades eletroforética da membrana de eritrécitos
humanos e encontraram o resultado do potencial zeta de —12mV. A maior vantagem na
nova metodologia proposta utilizando a pinga dptica é a possibilidade de avaliar
hemécias integras, diferente da técnica proposta por Pollack e colaboradores que
analisaram membranas isoladas (ghost). Em um estudo realizado por OMI et al., (1994)
utilizando “Doppler Electrophoretic Light Scattering Analysis”, os autores analisaram
dez amostras e encontraram o valor médio do potencial zeta de hemadcias de -13.07 +
0.61 mV. Recentemente OMASU et al., (2005) determinaram o potencial zeta de

eritrocitos de ovelhas obtendo —15mV, nesse estudo foi avaliado a mobilidade

eletroforética em chips com microcapilares.

As metodologias propostas para a medida do potencial zeta e o tamanho da
dupla camada de fons utilizando uma camara especialmente desenvolvida para este fim
e a pinga Optica simples apresentam como vantagens a possibilidade de andlise de
hemdcias integras, a obten¢do de resultados individuais que sdo considerados mais

sensiveis para pequenas diferengas do que valores médios

A mensuragdo das forcas entre hemdcias também contribui na avaliacdo das
interagdes que ocorrem durante o processo de adesdo e aglutinacdo eritrocitaria. O
modelo apresentado foi chamado de forca de agregagfo eritrocitiria e avalia o

deslocamento de proteinas e lipidios da membrana da hemadcia. Essa forca estd
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intimamente ligada ao nimero de proteinas envolvidas na aglutinacdo e dessa forma
permite também avaliar a relacdo direta da ligacdo do anticorpo na membrana da célula,
bem como a influéncia das diferentes solugdes potencializadoras nas duas fases da

aglutinacdo.

Os resultados obtidos da agregacdo eritrocitdria de amostras controles foram
semelhantes aos valores descritos por Hochmuth et al, 1979. Estes autores, utilizaram o

tempo de elongamento celular e encontraram resultados entre 6 e 8 x10™ poise.cm.

A andlise dos resultados das medidas da agregacfo eritrocitdria sem a presencga
do anticorpo comparados com valores obtidos com anticorpos, de diferentes origens
(mono e/ou policlonal) e distintas concentragdes (anti-D policlonal 5 pL e anti-D
policlonal + monoclona 5 pL. e 10 plL) mostraram diferencas estatisticamente
significativas. Importante real¢ar que foi analisado pequeno nimero de células e futuros

estudos com grandes casuisticas serdo necessarios.

Amostras de hemadcias também foram analisadas com diferentes meios
potencializadores de reacdo utilizados na rotina assistencial como, Dextran 0.15%,
Bromelina e LISS e neste estudo nao foi acrescentado anticorpos. A aglutina¢do nao foi
observada demonstrando que na auséncia de anticorpos que reconhecem antigenos
eritrocitarios, este meios ndo acarretaram aglutinacdes inespecificas. Os resultados
obtidos sdo coerentes com o comportamento destes reagentes na pratica

imunohematoldgica, tanto em rotinas manuais como automatizadas.

A solugdo de papaina também € muito utilizada como meio potencializador na
prética transfusional. O estudo da agregacdo de hemdcias tratadas com esta enzima nas
mesmas condigdes utilizadas em laboratérios assistenciais demonstrou alta aderéncia

entre as células. Este comportamento impossibilitou medir a agregagdo eritrocitdria
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utilizando a pinca 6ptica dupla. Esse resultado é compativel com a alta inespecificidade
encontrada na avaliacdo imunohematoldgica transfusional quando hemdcias sdo

incubadas com papaina antes da reagao.

Estudos experimentais realizados por OMI e colaboradores (1994) comparado
hemaécias sem tratamento enzimadtico (controle ) com células analisadas ap6s a adig¢do de
enzimas bromelina e papaina mostraram reducdo do potencial zeta de 55.8% e 37.8%,
respectivamente. Em geral um valor de potencial zeta baixo reflete em uma diminuicao
das forgas repulsivas e conseqiientemente um aumento na agregacdo. No presente
trabalho foi avaliado, hemécias tratadas com enzimas conforme protocolos utilizados na
prética transfusional, ou seja, papaina incubada com as células e no caso da bromelina a
enzima foi apenas adicionada a reagdo. Os resultados mostraram uma auséncia de
aglutinacdo quando adicionado bromelina e uma forte agregacdo com células tratadas
(incubadas) com papaina. O tipo de enzima e a técnica utilizada no tratamento da
hemécia influéncia diretamente na redugcdo das cargas elétricas da célula e

conseqiientemente no potencial zeta.

As amostras analisadas com solu¢do de PEG, outro meio potencializador de
reacdo bastante comum nos de Bancos de Sangue, apresentaram uma densa precipitacio
ao redor da célula, impedindo a utilizagdo da pinca 6ptica dupla como ferramenta de
medida. Este resultado também é compativel com a pritica imunohematolégica, onde
rotineiramente realiza-se a lavagens das hemaécias ap6s a incubacdo, removendo o PEG

residual e evitando resultados errdneos.

Este modelo desenvolvido utilizando a pinga optica dupla para a mensuragdo da
forca de agregacdo entre hemécias pode ser considerado simples além de apresentar

como vantagem o fato de permitir a avaliagcdo da agregacdo em diferentes condi¢des da
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reacdo de hemaglutinacdo como, distintos meios potencializadores incluindo a presenga

de anticorpos dirigidos contra antigenos eritrocitarios.

Finalizando, as medidas obtidas pelas trés metodologias propostas mostraram
apresentar sensibilidade e passivel de reprodugdo. Portanto, podem ser consideradas
vidveis ndo apenas para o estudo de fatores que influenciam na aglutinacdo e na
interag@o entre hemdcias, mas também para a avaliacdo de alteracdes da membrana que

interferem cargas elétricas da célula.
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* As metodologias propostas para a mensuracdo do potencial zeta e o tamanho da
dupla camada de fons de hemécias integras, utilizando a pinga dptica mostraram ser

simples e sensiveis permitindo a obteng¢do de resultados reprodutiveis e individuais

® A modelo desenvolvido utilizando pinca dptica dupla para a mensuragdo da forca de
agregacdo entre hemdcias mostrou ser simples e reprodutivel, além de possibilitar a
avaliag@o da agregacdo em diferentes condi¢gdes de reacdo de hemaglutinacdo como
na presenga de anticorpos dirigidos contra antigenos eritrocitirios e com meio

potencializador de reacio.

* As medidas obtidas pelas trés metodologias propostas sdo consideradas vidveis para
o estudo de propriedades elétricas das hemadcias e fatores que influenciam interacio

entre as células.
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Anexo 1 - Termo de consentimento pés informado

Autorizo o Hemocentro da UNICAMP utilizar o sangue que doarei para o que
for necessdrio, inclusive para a producdo de insumos e hemoderivados, conforme
legislacdo do Ministério da Saide em vigor. Declaro que respondi com a verdade a
todas as perguntas constantes no roteiro da entrevista a que fui submetido(a). Estou
ciente de que serdo feitos os teste de triagem soroldgica de doadores e avaliacdo
immunohematoldgica em meu sangue e se algum resultado se apresentar alterado, serei
convocado(a) pelo Hemocentro para receber orientagdes e se necessdrio, repetir os
exames. Tenho ciéncia também que os testes soroldgicos podem ter resultados
inconclusivos ou falsos positivos , havendo sempre a necessidade de confirmagdo dos
mesmos. Fui orientado(a) também sobre o significado dessa triagem e esclarecido(a)
sobre minha aptidao — inaptiddo para esta doacdo de sangue. Estou ainda ciente de que

posso vir sofrer alguma reacéo a doagdo e que fui orientado sobe ela.
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Anexo 2 - Conceitos fisicos >

2.A - Conceitos de Mecanica: energia cinética, potencial e trabalho.

Teorema trabalho-energia cinética afirma que o trabalho W € igual a variagdo da

C . 1 3 . ~ .
energia cinética, ou seja, W = A(E mv® | °. As forcas conservativas sdo definidas como

as forcas em que o trabalho ndo depende da trajetdria, mas apenas da variacdo de uma

grandeza chamada energia potencial, ou seja, W, =-AU Quando sé

conservativas potencial *

existem forcas conservativas o teorema trabalho-energia cinética implica na
50 da Enercia Mecanica. B = | . I ., _ ,
conservagdo da Energia Mecénica, E, . = Emv +U,, , pois A Emv +U,, |=0.Jao

trabalho de forgas dissipativas depende da trajetria e ndo pode ser expresso como a
variagdo de uma energia potencial. Na auséncia de forcas dissipativas, portanto, a
energia mecénica se conserva, e existe uma funcdo, chamada energia potencial, da qual

AU
se pode calcular a forga pela expressdo F =— A; %, pois FAx =-AU vor - NO sistema

MKS a unidade de energia € o Joule, dada por 1Joule =1Newtonx1m = N m. Sabendo

a forca podemos calcular o potencial e vice-versa. Considere um potencial do tipo

2 Revisio baseada em HALLIDAY D, RESNICK R, WALKER J. Fundamentals of Physics, 6. ed. New
York: J. Wiley, 2001. 1144p

Av
3 Substituindo F = ma =mx e Ax=VAfr na expressio do trabalho W = FAx obtemos
t

Av
W=FvAt= mVZAt =mvVAvV, onde V é a velocidade e A tem a acepgdo usual de que
t

A(Algo) = (Algoy,, -Algo, 4, ) - Considere que Vv, =V, .., +Av com Av muito pequeno,

tendendo a Zero. Entdo
2 _ 2 _ 2 2 2

Vfinal - (vinicial + AV) - Vinicial + 2vinicia1Av +AV = Vim'cial + 2Vz’m’cia1AV €

AV = Viml — Viznm.al =2 Vv AvV. No limite do AV tendendo a zero a aproximacdo é exata, e pode-se

usar = em lugar de = . Neste caso A(V?) =2VAv,e W =mvAv Z%msz ZA(%mvzj.
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1 1 ) . -
U ot = Nesse caso, F = — ‘A forca entre duas cargas é dada, em uma dimensio,
X X

:quQZ

%, logo o potencial serd dado por U ,,,
x

por F =k . Se o sinal das cargas for

44
x2
0 mesmo, a for¢a e o potencial sdo positivos. Esse é o caso de forcas repulsivas. Se os
sinais forem diferentes, a forca e o potencial s@o negativos, que € o caso de forgas

atrativas.

2.B - Conceitos de campo e potencial elétrico.

Quando existe uma forga de interacdo a distancia entre dois corpos pode-se dizer
que eles criam um campo de for¢a no espaco e que cada um dos corpos interage,

localmente, com o campo de for¢a do outro corpo. Com isso evita-se a idéia de uma

9. 49,

interag@o instantnea a distancia. Dessa forma na lei de Coulomb F =k——= pode-se
X

: . forst _ . 49 :
dizer que a carga ¢, cria o campo elétrico E, = k? , 0 qual interage com a carga ¢,

para gerar a for¢a de Coulomb, F =¢,E =k—-¢q,. A relagdo entre a for¢a e o campo

9,
2
X

elétrico € F = gE . O campo elétrico tem dimensdo de forca por unidade de carga e o

potencial elétrico é o potencial mecéanico por unidade carga. No MKS carga é dada em

. ) L 1 Joule J
Coulomb, e a unidade do potencial elétrico € o Volt, dada por 1 Voltf = ———— =—.
1 Coulomb C
e . Volt V
O campo elétrico € usualmente expresso em unidades de =—.
metro m
1 1 xin -X in X in 'xin A-x
* A variagdo da energia potencial ¢ AU pot = = o S =— , mas
'xfin 'xin 'xfin xin xﬁn xin xﬁn xin
Ax

—_— a = 2 =
=X, +Ax entio x, x, =x,.Logo AU, =——.

como Ax tende a zero, e X 7
X

in

&9



2.C - Condutores e dielétricos.

Em um material condutor, as cargas podem se movimentar livremente dentro do
mesmo. Isso significa que ndo pode haver campo elétrico no interior de um condutor no
caso estatico, pois se houvesse campo, as cargas estariam se movimentando devido as

forcas F =qE . SO pode existir campo na superficie do condutor e perpendicular a

mesma. Se houvesse campo elétrico paralelo a superficie cargas estariam se
movimentando nessa direcdo. Na perpendicular ndo ha problema porque as cargas nio
podem abandonar o condutor. Como o campo se anula no condutor? Pelo movimento
das cargas livres. Um campo elétrico externo atrai as cargas negativas na sua direcdo e
repele as positivas na dire¢@o contraria, como mostra a Figura 30. Mas essas cargas de
superficie criam um campo elétrico no interior do condutor de mesma intensidade e

sentido contrario ao campo externo, anulando o campo interior.

11111

Figura 30 - Cargas superficiais anulando o campo elétrico no interior de um condutor.

Um dipolo é formado por duas cargas de mesmo valor q mas com sinais
contrdrios separadas por uma distdncia d. O momento de dipolo é definido como
P =¢qd. Um campo elétrico externo aplicado em um dipolo tende a gird-lo na forma
mostrada na Figura 31. Nessa situacio o dipolo também cria um campo elétrico oposto

ao campo externo mas ndo suficiente para anula-lo.
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E F
> —@<—@

F

Figura 31 - Esquema representativo de movimento de dipolo quando aplicado campo

elétrico

O exemplo acima foi aplicado a moléculas polares em que ja existe um momento
de dipolo, como € o caso da molécula de dgua. Sem um campo externo aplicado,
entretanto, esses dipolos estdo orientados aleatoriamente anulando o campo elétrico
macroscopico. Mesmo moléculas ndo polares criam dipolos que se contrapdem ao
campo externo por indu¢do. A nuvem atdmica dos elétrons é atraida em uma direcéo
deixando carga positiva liquida na extremidade oposta da molécula criando o dipolo que

se contrapdem ao campo externo. Um meio dielétrico diminui o campo elétrico no seu

interior mas sem chegar a anulad-lo como os condutores. Esse efeito de “blindagem” do

9. 9,

2
X

campo externo aparece na constante k da lei de Coulomb, F' =k . O k ¢é dado por

1 . e : .
k= 2 ,onde £ € a constante dielétrica do meio. Note que, quanto maior £, menor
TE

a k e menor a for¢a de interagdo entre os dois corpos. Isso acontece porque o meio
dielétrico entre as cargas diminui o campo que cada uma delas percebe através do
alinhamento contrdrio de seus dipolos. A constante dielétrica aumenta com a
polarizabilidade das moléculas do meio. As mais polarizdveis sdo as moléculas polares,
pois 0 campo externo sO precisa girar essas moléculas para alinhar os dipolos. Ja as
moléculas ndo polares sdo menos polarizaveis, pois 0 campo externo precisa criar os
dipolos por indugdo. Existem algumas regras praticas para a tendéncia da

polarizabilidade dessas moléculas. Moléculas grandes tendem a serem mais polarizdveis
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porque a distincia entre os centros de cargas negativa e positiva tende a aumentar. Isso é
especialmente verdadeiro em moléculas com carga delocalizada, como os elétrons do
orbitais 1 das ligacdes duplas. As conjugacdes, uma ligacdo dupla seguida de uma
simples, tendem a delocalizar os elétrons, permitindo que se movimentem quase

livremente ao longo da cadeia de conjuga¢des Figura 32. Cadeias desse tipo tendem a

aumentar a constante dielétrica do meio.

Figura 32 - Estrutura de conjugacdes do beta caroteno.
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Anexo 3 - Calculos da medida do tamanho da dupla camada de ions e

potencial zeta

Quando um campo elétrico externo E € aplicado a célula ha uma forca elétrica
F,,, =AqE=p(x)AAx E que atua na fina dupla camada de drea A e espessura Ax. Como a
velocidade dos fons aumenta, também hd uma forga viscosa F,, =-17Ad/dx[dv/dx] Ax
equilibrando a forga elétrica e mantendo constante a velocidade dos fons. Assim, para

uma condi¢do de equilibrio tem,

2 2
P(x)AEAx = —nAd—ZAx - p(N)E= —nd—;’ [Equacdo 3]
dx dx

Considerando uma hemdcia como um disco com o didmetro muito maior que sua
espessura, podemos descrever a dependéncia do potencial com a densidade de cargas de
uma solugdo eletrolitica pela equacdo de Poisson em uma dimenséo,
d*W(x)/dx* = - p(x)/e que resulta em

Py _ek 9
dx? N dd®

—v= %‘P(x) [Equacgdo 4 ]

A fina camada de cations formada ao redor da célula movimenta juntamente
com a célula e com a mesma velocidade (V,). Assim sendo, o potencial € dado por:
v, =(€E/m ¢, [Equagdo 5]
que é conhecido com equagdo de “Smoluchowski equation” (HUNTER, 1981),

onde 1 € a viscosidade e ¢ € a permissividade elétrica da solucdo eletrolitica. Também

¢ possivel mostrar que o potencial zeta e o potencial elétrico podem ser escritos como:

{=05d]e e W(x)=(og/ek) e** [Equagdo 6]

onde o ¢ a densidade das cargas na superficie da dupla camada, d =1/k é o tamanho da
dupla camada, k> =(2n,z%*/ekyT) , n, € ze SA0 a concentragdo e a forca idnica do fon,
T é a temperatura e k, € a constante de Boltzmann (POLLACK et al., 1965). Usando a

forga viscosa da Equacdo 2 e 4 obtemos:

F,.=-nAldv/dx]=—Ae E[d¥(x)/dx]= A€E k\P(x) [Equagdo 7]
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No plano de deslizamento, ¥(x)=¢ e em equilibrio a for¢a éptica F,, € igual a

forga viscosa F,, , que leva a:

F,, =(Ae{/d)E [Equagdo 8]

O potencial zeta foi obtido entdo usando a velocidade terminal medida, aplicada
na Equagdo 3. A permissividade elétrica (CHELIDZE, et al., 2002) foi
£=1.06x107C*/Nm*. O campo elétrico foi obtido dividindo a voltagem pela distancia
entre os eletrodos (V= E x d) e o tamanho da dupla camada usando a Equacdo 6. O
valor do potencial zeta usado na equacdo 6 foi o obtido pela Equacdo 5. As forcas
Opticas foram determinadas segundo o procedimento experimental descrito na secdo
anterior. A drea eritrocitaria usada foi A = 50 um? e neste caso ento, usando a Equagdo

5 e 6 podemos obter simultaneamente ambas as medidas ({ e d) para a mesma célula.
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Anexo 4 - Programa Matematico

WOLFRAMRESEARCH

T -

MATHEMATICAS,.2

SetOptions[NIntegrate, AccuracyGoal—2,PrecisionGoal —2,WorkingPrecision—3];

v[y_1:={Sin[7],0,Cos[Y]};

O[6_,9_,y_.r_]:=((Sin[y] Sin[6] Cos[¢@]+Cos[0] Cos[y])2-1+1/r*2)+(Sin[y] Sin[6]
Cos[¢@]+Cos[0] Cos[7Y]);

col0_,¢_y_r_l:=(1+(r 8[6,,7.,r)"2-r"2)/(2 r 8[6,9,y.r]);
so[0_,¢_,y_r_]:=,(1-co[8,0,7.,r1"2);

eo[0_,¢_,y_r_]:=co([6,9,y.,r]+1 so[0,0,y.r];

sx[0_,¢_.y_r_.n_]:=n s0[6,¢,7.r];

cx[0_.¢_y_r_n_]:=,(1-sx[6,9,y,r,n]"2);

ex[0_,¢_,y_r_,n_]:=cx[0,0,y,r,n]+] sx[0,0,Y,r,n];
eo0_,¢_,y_r_.n_]:=(ec[6,9,y.r]/ex[8,¢,y,r,n)"2;
eBlO_,¢_,y_,r_,n_J:=-1/ex[0,9,y,r,n]"2;
Rs[6_,¢_y_r_n_]:=(Im[ec[8,9.y.r]/ex[6,9.y.r,n]}/Im[ec[8,9,y.r]*ex[6,¢,Y.r,n]D"2;

Rp[0_,¢_,y_,r_,n_]J:=(Tan[Arg[ec[0,9,Y,r]/ex[0,9,Y,r,n]]]/Tan[Arg[ec[6,9,},r] *ex[0,0.,Y,
r,n]|D"2;

fe[6_,¢_,y_r_,n_R_]:=14R ec[0,0,y,r]"2-((1-R)*2 ea[0,9,y.r,n])/(1-R eB[0,0,Y,r,n]);

fy[0_,¢_,y_r_,n_R_]:=Im[fc[6,9,Y,r,n,R]];
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z[0_,0_]:={-Sin[B] Cos[@],-Sin[0] Sin[@],-Cos[O]};
yl0_.0_y_1:=2[0,0] (v[y] z[6,9]);

yn[0_,o_,y_]:=y[0,0,Y1/(,(y[0,9,Y].y[6,9,y])+0.0001);
fs[0_,0_,y_r_n_]:=fy[0,0,7,r,n,Rs[0,0,y,r,n]] yn[0,0,y]+fz[0,9,}.r,n,Rs[6,0,Y,r,n]]
z[0,9];

fp[6_,¢_,y_r_n_J:=fy[6,9,y,r,n,Rp[0,0.y,r,n]] yn[0,0,Y]+{z[0,0,Y.r,n,Rp[6,0,Y,r,n]]
z[0,0];

constante[@max_]:=Integrate[ Sin[0] Cos[0],{0,0,0max},{¢,0,2 Pi}];

ComponenteXQuadrante@1¢@2Polariza¢aoS[y_,r_,n_,0max_,@1_,@2_]:=NIntegrate[fs[0,
@.y.r,n][[1]] Sin[B] Cos[6],{6,0,6max },{¢,p1,¢2}];

ComponenteZQuadrante@1@2PolarizagdoS[y_,r_,n_,0max_,@1_,02_]:=NIntegrate[fs[0,
@,v.r,n][[3]] Sin[B] Cos[6],{6,0,6max},{¢,¢1,92}];

ComponenteXQuadrante@1@2PolarizacaoP[y_,r_,n_,0max_,@1_,02_]:=NIntegrate[{p[6,
¢,Y,r,n][[1]] Sin[6] Cos[6],{6,0,0max},{®,01,02}];

ComponenteZQuadrante@1@2PolarizacaoP[y_,r_,n_,0max_,@1_,2_]:=NIntegrate[fp[6,
¢,Y.r,n][[3]] Sin[6] Cos[6],{6,0,6max },{®,01,02}];

ComponenteXPolarizacdoS[y_,r_,n_,0max_]:=(ComponenteXQuadrante®1@2Polarizac
aoS[y,r,n,0max,0,Pi/2]+Componente XQuadrante1@2PolarizacaoS|[y,r,n,0max,Pi/2,Pi]+
ComponenteXQuadrante@1¢2Polariza¢aoS[Y,r,n,0max,Pi,3
Pi/2]+ComponenteXQuadrante®1@2PolarizacaoS[y,r,n,0max,3 Pi/2,2
Pi])/constante[@max];

ComponenteZPolariza¢doS[y_,r_,n_,0max_]:=(ComponenteZQuadrante1@2Polarizaca
oS[Y,r,n,0max,0,Pi/2]+ComponenteZQuadrante@ 1 @2PolarizacaoS[,r,n,0max,Pi/2,Pi]+
ComponenteZQuadrante@1@2PolarizagaoS[y,r,n,0max,Pi,3
Pi/2]+ComponenteZQuadrante®1@2PolarizacaoS[y,r,n,0max,3 Pi/2,2
Pi])/constante[@max];

ComponenteXPolarizacdoP[y_,r_,n_,0max_]:=(ComponenteXQuadrante®1@2Polarizac
aoP[y,r,n,0max,0,Pi/2]+Componente XQuadrante1@2PolarizacaoP[y,r,n,0max,Pi/2,Pi]+
ComponenteXQuadrante@1¢2PolarizacaoP[Y,r,n,0max,Pi,3
Pi/2]+ComponenteXQuadrante®1@2PolarizacaoP[y,r,n,0max,3 Pi/2,2
Pi])/constante[@max];

ComponenteZPolariza¢doP[y_,r_,n_,0max_]:=(ComponenteZQuadrante1@2Polarizaca

oP[7,r,n,0max,0,Pi/2]+ComponenteZQuadrante® 1 ¢2PolarizacaoP[y,r,n,0max,Pi/2,Pi]+
ComponenteZQuadrante@1@2PolarizagaoP[Y,r,n,0max,Pi,3
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Pi/2]+ComponenteZQuadrante@1@2PolarizacaoP[y,r,n,6max,3 Pi/2,2
Pi])/constante[@max];

(*01/2006%*)
SetAttributes| ComponenteXPolarizacaoP,Listable];
a=ComponenteXPolarizacaoP[Pi/2,
{

0.39,

0.59,

0.98,

1.37,

1.48,

1.36

1/2,1.33/1.37,57*Pi/180]

{-0.01,-0.015,-0.026,-0.042,-0.049,-0.042 }
F=(38* 107-3*1.33%{0.01, 0.015, 0.026, 0.042, 0.049, 0.042})/((3*1078)/10"12)
{1.68467,2.527,4.38013,7.0756,8.25487,7.0756 }

(*F=(P*1.33*{Q})/((3*1078)/10"12)*)
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Anexo 5 - Publicacoes e trabalhos apresentados

98



1l

'
1

|

[_

ISSN 1516-8484

:
REVISTA BRASILEIRA

DE HEMATOLOGIA
HEMOTERAPIA

Volume 28 - Suplemento 2 - Ngyembro 2006

L "'"_'_' " b
y ANAIS DO gn- =
l:nNGu?Essn BraSREIRO. DE
% w» &
EMATOLDOGIA E HEﬂJTE /4
HEMO 2g06+,

Zgo CONGRESSO DA SOGCIE
ASILEIRA DE HEMATOLOGIA E¥

- L' *@" :-
220 CONGRESSO DD t:&gu

BERASILEIRO DE HEMATOEDG
. :
5 CONGRESSO BRA

NECONTRO DE ENFERMAEE
- mE
E TRANSBP

Z= siMPOSI0 DE PSIER

12 SiMPAasSIO

RECIFE-3 a & |::

Orgdo Cientifico
Sociedade Brasileira de Hematologia e Hemoterapia
Sociedade Brasileira de Transplanic de Medula Ossea
\ssociazione Italo-Brasiliana di Ematologia




Rev bras hematol, hemoter., novembro 3006 28, suplemsenso - 357400

Temas livres/ABsiracts - Hemorerapia

@0 da AP Objetives: Fisconhecimenic da AP e suas causas em
T seérvics de referbncia regonal em Hematologea Materiais ¢
Métodos: foram avaliados pACHNTes COM SuSpeta dinca de AP
dod Séricos dé HEMaIoga & de Transplamte oo Meduls Ossea
(TMEO) da Unicamp, no periodo de julho/0S & juiha/D6. A confirma-
580 da AP fo baseada em wn CC! apds 60 minutos da transtuslo
(IS0 1) mesnor que T 500 ou 24 homs (CCI 24) menor quae 4 500,
em pelc mencs duas transhsdes conseculivas. Fol realizada a
pesquisa de anticorpos nos pacientes por imunofivoresclncia
(PIFT) @ infgicuicidade. Resultadios: Durante um periodo de 12
meses., 192 pacientes da Hemaitcloga/TMO receberam tramsh-
sho de plaquetas. Destes pacientes. 14 (7.3%) apresentaram
suspaita clinica de refrataredade. Em 7 pacientes (38% dos
casos) a AP fol confirmada @ em 3 (1,8%), afestada, Nio fol
possivel o caloulo do CCl em 4 pacientas (2,1%): 3 por ndo ne-
cessitarem de ranshusdes apos a suspeita clinkca & 1 por falta cie
sncarminhaments das AMOINas NECESSANAS A palguisa o8
anficorpos anti-plaquetirios (PAP) foi positiva em 5 (71,4%) dos
pacientes com AP confirmada (incidéncia de refralaredade imu-
rne= 2,8%). Um paciente dos 4 sem confirmacho de AP tlambém
apresentou BAP positiva. Fatores nio imunes para AP pudeam
w4t idemtificados em todos o4 pacsentes. Dos 14 pacientes aval-
ados, 11 evoluiram para Sbito. Conclusdes: A refratariecads
plaguetiria acomate em geral pacientss graves, que NeCessitam
de transtusbes fregquentss, sendo portanio esperado os alios
inchogs oe falores aesoriados ¢ mortaliciade observados. A inci
géncia de relratariedade mure cbservada no presente estudo
foi pouco infarior & descrita na literatura embora 8. casuistica
disponivel saia pequena. Merece atencllo a dificuidade logistica
para o dagndshes da AP Aldentlicaiis di presendh 08 ARl
foi importante para A sedeClo de COMponentes ApToprados para
a ransfuslo, atrivés de ‘crossmatch’, reforcando & NeCesSdE-
e do diagndsticn cormeto da AP

Measurements of zeta potential snd the
layer of charge size in Red Blood Cells (RBC)

=P Fermandes', A Fontes®, L\'Pnt.m’ LC Barbosa®, CL Cesar®,

The red biood cell (RBC) membrane containg proteins and
glycoproteins embedded in, o attached to, a fuid lipid bilayer hat
confers. 10 it viscoslastic behaviowr. The glycoprotein of the RBC
membrana a0 leads 1o a negatively charged surlsce, which
crentes a repulsve electic (Teta) potential between e Ceits and

heir in the blood streamn. The interaction
betwaen erythrocyte antigens and antibodies causes cell
agghutination, which s the basis of most of the immunohematologic
tasts in transfusion cenlers. HMAGTLENSBSN MACSONY CaN DY
induced by inCreasing the delecinc constant ol the sclution and
decreasing the zeta potential ({) through the introduction of antifi-
cial substances such as dextran, alburmin and polyvinpyrrolicdons.
The aim of this study was o measure the RBC zeta potental i)
and tha size (d) of the compact layer of charge (CLC) formed
around tha cell. The CLC is the first ion layer, rgidly bound 1o the
mambrane and could ba moved together whaen the cell is dragged
in & hydrodynamic flow. To perform the _-polential and CLC
maasuremenis & special chamber was buill with &h itdmal
channel. This ressnoir was 25 mm long, 1 mm wide, T5 mm deep
and had 2 platinum electrodes conmected to 50-100 V voltage
power supply. Five samples of the RBC units were diluted (1 in
1.000 pL) in AB plasma with & viscosity (n) of 1,65 cP measured

314

at 25°C. Sikca beads divied (50 in 1000 ul) in physicelogical serum
0.9% (10 pl) wers added 1o a8 RBC solution. Thess beads were

3

Monitoramento de pacientes submetidos & trans-
fusdo sanglinea

RG Nogueira', LF Beldm’, MO Simdes’. ISC Sila®

wMuMﬁmmumm
meanor fSco oS doadores @ recepions da sangue, a qual depen-
da dog inlmeros falores que constitusm as elapas do ciclo
hemoteripico. Esta pesquisa tewe Como Cbielive delecar Sinass ¢
sintormas que evidenclassem reagdes adversas a hemocompo-
nantes UBlizades por pacientss atendidos num hospital do Estada
da Paraiba, avaliando-se 08 $erigos predtados por sud aginaa

COMpreendiey paceniss

maior parte estava relacionada com concentradc e hemacias.
Todos os quadros notificados caracterzaram reagdes transhu-
sionals agudas leves: reaclo febil ndo-hemaliica & reaglo alér-
ghea keve do Bipo urticlinia. Os sinlomas mais Citados loram calalr-
oS ¢ febre. Quanic & seguranca rangfusionad ng hospital, notou-
S8 que @ equipe envolvida na cadeia translusicnal ainda néa
possula capacitagdo adequada, entratanto esforcos estio sen-
do realizadcs para & malhons dos sanvigos. As suspeitas de
reactes transhusionas no loram confrmadas/cescanadas. Kgs
SUGere-se & de malerais SSsenciais pam a real-
racho dos testes pos-ranstusionais. Apesar de este estudo ter
alcangaco dados estatisticos relovantes, as notificagdes de pos-
siveis reacBas transiusionais podem ter sido subestimadas. Tal
faio cecoma o Gue @ esinutura rganiZacional do Motpdtal ainda
NSG PETite o IUNCIONAMENIO 08 UMa Removigilanca eficaz. além
de algums packentes nio eStArem CoOMSCHENies &/0U Serem iNca-
pazes de citar alguns sinfomas dilicels de serem deleciados.

100



Studying Red Blood Cell Agglutination by Measuring Membrane

Viscosity with Optical Tweezers

Heloise P. Fernandes ' . Adriana Fontes 2, André A. de Thomaz 3, Luiz C. Barbosa3., Maria L.
Barjas-Castro * and Carlos L. Cesar °

' Department of Pharmacology, Faculty of Medical Sciences, Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), Campinas, SP, Brazil

? Departamento de Biofisica e Radiobiologia, Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
Recife, PE, Brasil.

? Departamento de Eletrdnica Quantica, Instituto de Fisica Gleb Wataghin, Universidade Estadual
de Campinas, (UNICAMP), Campinas, SP, Brasil.

* Hematology and Transfusion Center, Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), 13083-
970, Campinas, SP, Brasil.

ABSTRACT:
The red blood cell (RBC) viscoelastic membrane contains proteins and glycoproteins embedded in a fluid lipid bilayer
that are responsible for cell agglutination. Manipulating RBCs rouleaux with a double optical tweezers, we observed
that the cells slide easily one over the others but are strongly connected by their edges. An explanation for this
behavior could be the fact that when the cells slide one over the others, proteins are dragged through the membrane. It
confers to the movement a viscous c.haracteristic that is dependent of the velocity between the RBCs and justifies why
is 50 easy to slide them apart. Therefore, in a first step of this work, by measuring the force as a function of the relative
velocity between two cells, we confirmed this assumption and used this viscous characteristic of the RBC rouleaux to
determine the apparent membrane viscosity of the cell. As this behavior is related to the proteins interactions, we can
use the apparent membrane viscosity to obtain a better understanding about cell agglutination. Methods related to cell
agglutination induced by antigen-antibody interactions are the basis of most of tests used in transfusion centers. Then,
in a second step of this work, we measured the apparent membrane viscosity using antibodies. We observed that this

methodology is sensitive to different kinds of bindings between RBCs. Better comprehension of the forces and
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bindings between RBCs could improve the sensibility and specificity of the hemagglutination reactions and also

guides the development of new potentiator substances.

KEYWORDS: Optical Tweezers, Red Blood Cell, Agglutination, Membrane Viscosity.

INTRODUCTION:

The red blood cell (RBC) viscoelastic membrane contains proteins and glycoproteins embedded in a fluid
lipid bilayer that are responsible for cell agglutination. In cell agglutination some proteins from one cell link to other
red blood cells. Mechanical measurements performed in agglutinated RBCs can provide valuable information about
the type of cell agglutination and the number of bonds between the cells.

It was shown in previous work that when the RBC cells are dragged in a shear movement one over the other
using a double optical tweezers, the proteins and/or the antigens that link the cells are dragged through their lipidic
membrane and the force involved in this movement is of viscous nature [1]. Because the viscous forces are
proportional to the drag velocity, an apparent membrane viscosity can be extracted from the curve force vs drag
velocity. From this measurement it is possible to have information not only on the number and type of the bonds
between the cells, but also on the whole membrane protein/antigen network that are dragged together. In this work, we
show that we can use the measurement of the apparente membrane viscosity to differentiate RBC agglutination
obtained using antibodies against erythrocyte antigens of the Rh system and control cells (RBCs).

Methods related to cell agglutination caused by antigen-antibody interactions are the basis of most of
immunohematologic tests used in transfusion centers. Besides the protein binding, however, there are a set of barriers
to prevent that the agglutination process would happen spontaneously in the blood stream. Due to the presence of the
glycolipids, the RBC membrane surface is negatively charged and creates a repulsive electric (zeta) potential between
the cells that prevents them to come close and, therefore, their aggregation [2, 3]. Better comprehension of the forces
and bindings between RBCs could improve the sensibility and specificity of the hemagglutination reactions and also

guides the development of new potentiator substances.

MATERIALS AND METHODS:
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The RBC units were obtained from Hematology and Transfusion Center UNICAMP. Samples were diluted in
plasma ABO compatible (0.5:1000 L) with known refractive index (Abbe refractometer). The performed test was
also analyzed using antibodies against erythrocyte antigen (system Rh), samples without antibodies were analyzed as
control. Silica beads (Bangs Laboratories, Fishers, IN, USA) diluted in physiological serum was added to 10 pL of
RBC solution. These silica beads act as a pico-Newton force transducer after a calibration using the displacement of
the bead from the equilibrium position assuming a geometrical optics model. The displacement of the center of the
bead under the presence of external forces was quantified with the software Image Pro Plus (Media Cybernectics,
Baltimore, MD, USA). Previous calibration of this procedure against hydrodynamic force showed good results [4]. All
the measurements were carried out at room temperature (25 °C). All the measurements were recorded in real time and
captured by the computer.

The double optical tweezers consisted of a Nd:YAG laser strongly focused through a 100X oil immersion
objective (NA = 1.25) of an upright Olympus microscope equipped with a CCD camera and a x-y-z motorized stage
controlled by a computer or a joystick. The laser beam is divided once and recombined using polarizer beam-splitters.
Two sets of telescopes are used in the system to capture particles in the same focal plane. Two gimbal mounts are used
to steer the beam position in the focal plane and the extra telescope is used to translate the steer pivot to the back
aperture of the objective, avoiding power losses. This means that the gimbal mounts and the back aperture are
conjugated optical planes.

For the measurement of the apparent membrane viscosity the spatialy fixed optical tweezers trap a silica bead
binded to one RBC of a set of two cells agglutinated by nonspecific and specific bonds, while the second optical
tweezers trap directly the other RBC. By moving the second optical tweezers with a computer controlled piezoelectric
actuator it was possible to inprint any velocity between the RBCs and, at the same time, to measure the displacement
of the traped silica bead, as shown in figure 1. With this procedure we measured the optical force as a function of the

velocity between the RBCs.
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Figure 1. The measurement of the apparent membrane viscosity.

RESULTS:
The apparent membrane viscosity was determined using the Saffman Theory [5 - 6]. Basically, Saffman
modeled a protein in a membrane as a cylindrical inclusion in a continuous film and computed the drag force on the
cylindrical particle undergoing translational and rotational motion. He found for the force of a protein in translational

movement:

F=4xn, (1)

1
et
In(ns/na)y-C
where 7, is the intrinsic membrane shear surface viscosity, # is the fluid viscosity, a is the radius of the cylinder, C

=0.58 is the Euler-Mascheroni Constant and  is the velocity. Considering that there are N proteins involved, we have:

F=4zng N =npu (2)

n(r, /na)—C

The unit of the parameter that incorporate the number of proteins and the other factors 7, called apparente
membrane viscosity, is poise. Figure 2 shows the plot of the force versus velocity that confirms the expected viscous
behavior for the movement of one cell on top of the other. From this chart we can obtain the apparent membrane
viscosity. Figure 3 shows the apparent membrane viscosity using antibodies against erythrocyte antigens - Rh system
and control cells. From this figure, we observe that this methodology is sensitive to different Kinds of bindings
between RBCs. The result obtained for control RBC membrane viscosity median was 1x10” poise.cm and the samples

analyzed with antibodies showed 2x10™ poise.cm (Table 1).
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Control
Antibodies

Membrane Viscosity {poise.cm)

8.E-12

6.E-12 -

4. E-12 -
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Force (N)

0.E+00
0.E+00 1.E-06 2.E-06 3.E-06 4.E-06 5.E-06

velocity (m/s)

Figure 2. Plot of the optical force in function of the velocity between the cells.

Table |. Results obtained for membrane viscosity for control RBCs and RBC plus antibodies.

Number of cells Membrane viscosity : i
n 4 Median (min-max)
analyzed (poise.cm x 107)
20 10 0.1-2.5)
15 20 (1.0-4.0)
0005 (Wilcoxon rank sum test)
P < 0.001
0.004 - S
0.003 -
Reference
0002 =
0001 =
N=14
0000 N= 21
control antibodies

Figure 3. Plot of the results obtained for membrane viscosity for control and RBC plus antibodies.
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CONCLUSION:

The results presented in this article demonstrated a new methodology using a double optical tweezers to
determine the apparent membrane viscosity. The measurements of the apparent membrane viscosity are in agreement
with values found in the literature. We observed that this methodology is sensitive to different kinds of bindings
between RBCs. We were able to differentiate the apparent membrane viscosity measurements when compared control
cells and RBCs linked to antibodies. The results showed that when antibodies were used on reaction, the membrane
viscosity increased comparing to the control measurement (without antibodies). This demonstrates that these
methodology is sensitive to a variety of factors that can interfere in agglutination reactions performance. Better
comprehension of the forces and bindings between RBCs could improve the sensibility and specificity of the
hemagglutination reactions and also guides the development of new potentiator substances.
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A experiéncia da Fundacio Hemominas na
fenotipagem Rh/Kell automatizada

LC Schmidt’, ZM Vieira', MCF Silva', MEO Aradjo’, FV Basques’,
JM Clotii’

'Fundagdo Hemominas — Servigo de Imuno-Hematologia /
Hemocentro de Belo Horizonle

Introduglio: O sistema Rh & um dos mais polimérficos e
imunogénicos sistemas de grupos sanglineos em humanos, Os
principais antigenos do sistema Rh sSo C, ¢, E, e. O antigeno D&
responsdvel por cerca de 50% dos casos de aloimunizagio
matermnao-fetal, seguides principalments dos antigenos K, ¢, VG E
e Fya. Depois do sistema ABO, o sistema Rh € o de malor impor-
téncia clinica na medicina transfusional. Atuaimente o Hemocentro
de Belo Horizonte & responsédvel pelo fornecimeanto de bolsas
fenctipadas para todo o Estado de Minas Gerais e possuina sua
base de dados 40.007 doadaores fenotipades. A Fundagio Hemo-
minas Implantou em 2006 a fenotipagem Rh/Kell automatizada,
centralizada no Hemocentro de Belo Horizonte, para os doado-
res de 07 de suas 23 Unidades Regionais, com previsdo de
estender a todas as Unidades até o final de 2007. Objetivo:
Avaliar a implantagao da Fenotipagem Rh/Kell automatizada. Ma-
terial @ Métodos: Apas rigoroso processo de validagao fol
implementada a fenotipagem eritrocitaria nos sistemas Rh
{C.c.E.e,Cw) e Kell (K), no PK 7200 {Olympus America, Inc.) para
os doadores com B ou mals doagbes. Esse procadimento utiliza
microplacas microterraceadas. Os tubos & microplacas sio iden-
tificados com codigo de barras. As amosiras e reagentes sao
pipetados automaticaments. A leitura dos 24.000 pontos em cada
pogo da microplaca é realizada por um sistema de andlise de
imagens utilizando cadmera CCD. Os dados sio analisados por
um microprocessador através de algoritmo padronizado pelo la-
boratdrio e interfaceados com o sistema Informatizado de Doa-
dores. Resultados: No periodo de 06/03/06 a 19/08/07 foram
fenoctipados 6.611 doadores. Os testes foram analisados em du-
plicata para evitar falso positivo, 5% das amostras foram
retestadas pela metodologia gel teste (Diamed, Brasil) e compa-
radas com amostras de fendtipo conhecido, A reprodutibilidade
entre as amostras analisadas em duplicala ¢ guando compara-
das com as amosiras de fendlipe conhecido fol de 100%. A
redugio meédia de reagentes foi de 500%, gerando considerdvel
economia para a Instituicio. O aumento de fenotipagens realiza-
das diardaments fol de 500%. Foi detectado 01 doador de fendtipo
muito raro (CCDEE). Conclusio: O método de fenctipagem Rh/
Kell automatizado mostrou-se eficients, sensivel e de alia
reprodutibilidade. Permite conhecero perfil fenolipico dos doado-
res & o encontro de fendtipos raros com maior eficécia. Fol de-
monstrado importante aumenic na realizaco de testes por dia
com redugio significativa do consumo de reagentes e do tempo
gasto na execugdo dos testes.

A study of red blood cell agglutination forces
using double optical tweezers

HP Fernandes’, A Fontes®, A Thomaz?, LC Barbosa®, CL César’,
'Instituto de Farmacologia

Yinstitute de Fisica Gleb Wataghin

IHemocentro Unicamp

Classic iImmunohematology approaches have been used in ma-

340

nual and automated transfusion laboratory routines. Red blood
cell (RBC) agglutination depends on intermolecular attractive for-
ces (hydrophobic bonds, Van der Walls, eletrostatic forces and
hydrogen bonds) and repulsive forces such as zeta potential.
Dextran and enzymes can enhance agglutination and provide
immunohematology investigation. Proteclytic enzymes reduce the
red cell surface charge by cleaving siallc acid and dextran
probably causes RBC aggregation by the lormation of bridges
between the cells. Better comprehension of the forces and
bindings between RBCs could help to improve the sensibility and
specificity of the imunchematological technigues. The aim of this
study was to measure the force involved in RBC aggregation,
using double optical tweezers. in normal plasma, in the presence
of erythrocyte antibodies and associated to agglutination
potentiators. The opical hweezers trapped RBC directly and dragged
RBC at constant velocities (2, 5, 7, 1.2, 1.8 and 3.2x107 m/s)
through the plasma fiuid. The silica acts as a pico-Newton force
transducer after a alibration using the displacement of the bead
from the equilibrium position. Assuming a geometrical optical moded,
the displacement of the silica beads when the RBC was dragged
provided a viscous force involved in agglutination (Fonles A. et
al., 2006). Samples from RBC units from donor group O Rh{D)
positive were diluted in serum AB (0.5:500 pL) and/or Dextran
10,15% (1:1 wv) andior Brometaln 20%:. Silica beads 4 pm in diameder
were added (10pL) to the RBC suspension. Samples with anti-D
polyclonal {10 pL) antibodias and with papain treated RBC were
plso analysed. The result of control RBC median viscous force
was 1x107 (0.1-2.5) poise.cm. The samples analysed with anti-
D serum showed 2x10” (1.0-4.0) poise.cm. RBC with dextran
0.15% and bromelin without anti-D did not present agglutination.
High adherence was observed when RBCs were treated with
papain. The hemagglutination forces obtalned from RBC with
antibodies were statiscaily higher (p<0.001) when compared to
controls. The results of RBC associated with enzymes were in
agreement with the method used for treating the cell (bromelain
one step and papain two steps). Dextran is considered the chosen
potentiator associated to bromedin for automated tests. Recently,
Pribush ef af 2007 provided an argument that dextran forms brid-
ges between the cells, however it was not possible to cbserve
and measure the bridges in this sensitive model. In conclusion,
the model can help to standard automated hemaglutination test
using different polentiator solutions, to improve the sensibility
and specificity of the reactions and also guide the developmant
of new potentiator substances.
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Aloimunizacdo anti-1JS{B) identificada em paci-
ente idosa com utilizacio de reagente ZZAP

TIBE Kiithn', MJ Silva', DA Pires', HR Soares’, EJ Sekiys®, A Alves®
'Hemalife — Instituto de Pesquisas Imunohematoldgicas
*Hemoceniro Sfo Lucas

Introdugiio: O Hemocentro S8o Lucas realiza o atendimento
transfusional em 42 hospitais de 580 Paulo, ABC, Osasco e
Guarulhos, reallzando cerca de 40,000 transfusdes anuais. Nos
ultimos 4 anos, o Hemocentro Sao Lucas enviou amostras de
2.450 pacientes que demandaram a identificacao de anticorpos
irregulares ao Hemalife — Instituto de Pesquisas Imunchema-
oldgicas, sendo verificado apenas um caso no qual o anticorpo
envolvido era o anti-Jsb (0,04%). Segundo dados publicados na
Iiteratura pequisada, a presenga do antigeno Jsb pode chegar a
98% am individuos negroides & 99,9% em caucasianos, o gue
tarna rara a freqiéncia dos anticorpos dirigidos contra esse
antigeno. Assim como os outros anticorpos contra antigenos do
sistema Kell o Anti-Jsb (anti-K7) também & considerado anticorpo
com Importincia clinica. Relato de Caso: No dia 19/06/2007 foi
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in an extremely remote risk of prion transmission by the VWEF / FVIII product Haemate®
P/ Humate-P*,

Disclosures: Groemer: CSL Behring: Employment. Groschup: CSL Behring:
Research Funding. Schifer: CSL Behring: Employment.

Abstract 996 Poster Board I-101

Platelet Activation Rather Than Apoptosis Contributes Most to the
Platelet Storage Lesion during Conventional and Extended Storage of
Platelet Concentrates. Varrry Levrv', David J. Allen”', Asuman Mutha™,
Sergiy Mykhaylov™, Elena Lyubimov™', Armen V. Gyulkhandanyan™ and
John Freedman, MD¥, 'Transfusion and Laboratory Medicine, The Keenan
Research Centre in the Li Ka Shing Knowledge Institute of St. Michael s
Hospital, Toronto, ON, Canada, *Departments of Laboratory Medicine and
Pathobiology, Medicine, St. Michael’s Hospital and University of Toronto,
Toronto, ON, Canada

Platelet storage lesion is a serious problem limiting clinical use of platelet
concentrates (PC) after extended and long-term storage. Platelet activation is a well-
known manifestation of platelet storage lesion. Towever, over the last decade. platelet
apoptosis has been also recognized in stored PCs and in platelets following exposure 1o
thrombin, calcium ionophores, anti-platelet antibodies and very high shear stresses. The
aim of this study was to elucidate the contribution of platelet activation and apoptosis
to the platelet storage lesion during conventional (Days 2-5). extended (Days 6-8) and
long-term (Days 11-16) PC storage. We prepared seven prestorage-leukoreduced PC by
the platelet-rich plasma (PRP) method, stored PC for 2-16 days at 22°C, and used flow
cytometry for determining platelet activation as P-selectin (CD62) exposure and platelet
apoptosis as depolarization of mitochondrial inner membrane potential {(A%¥m), activation
of executioner caspase-3, exposure of phosphatidylserine (PS) and release of apoptotic
platelet fragments microparticles (MP). Platelet activation and apoptotic responses were
also determined in fresh (Day 0) PRP using thrombin titration. We found a significant
increase of platelet activation under conventional PC storage for 2-5 days (38.6 = 3.1%
CD62 positive cells, P < 0.0001). With extended (Days 6-8) storage, platelet activation
was increased o 66.5 £ 5.3% and reached the maximal level of 92.0 £ 1.1% afier 11-12
storage days (P < 0.0001). In contrast, A¥'m depolarization and caspase-3 activation did
not increase in comparison with Day 0 platelets, even after PC storage for 12 days (P >
0.05) and storage for 13-16 days was required for significant triggering these apaoptotic
events (P (,05-0.0001 ). Similarly, although we observed a slight increase of PS exposure
(5-10%) and MP release (9-11%) during PC storage for 2-12 days, incubation for 13-16
days was required for a stronger (30-60%) stimulation of these apoptolic manifestations (P
= 0.001-0.0001), Paired comparison between the etfects of PC storage on CD62 exposure
and apoptotic events clearly demonstrated for all storage times a significantly higher
level of platelet activation than levels of A¥m depolarization, caspase-3 activation, PS
exposure and MP release (P < 0.01-0.0001). Furthermore, we found that when fresh (Day
0) PRP was treated with different thrombin doses, ranging from (.05 to 10 U/ml, a much
higher maximal level of platelet activation (~90%) was reached, in comparison (o the
level of apoptosis (30-40%), and 100- to 200-fold lower dose of thrombin were required
for maximal induction of activation (0.05-0.1 U/ml) than for stimulation of apoptosis (10
Ufml). Taken together, these data indicate that (i) during PC storage, platelet activation is
triggered much earlier than platelet apoptosis, (i1) platelel activation rather than apoptosis
contributes most to the platelet storage lesion during conventional (Days 2-5) and extended
(Days 6-8) PC storage whereas during long-term (Days 13-16) storage both responses are
involved in platelet deterioration, and (iii) platelet activation and apoptosis are different
phenomena; they may be induced by different mechanisms and/or require quite different
levels of tnggering stimuli.

Disclosures: No relevant conflicts of interest to declare.

Abstract 997 Poster Board 1-102

Dynamic Patiern of Adhesion Receptor Expression during the Maturation
of Ex-Vivo Generated Human Adult and Neonatal Erythroid Cells,
Grovaxar Micriaccio, Pr.D."!, Massimo Sanchez, Ph.D"!, Francesea Masiello,
Ph.D."!, Valentina Tirelli, Ph.D"!, Katija Tliecic, Ph.D.", Annalisa Mancini,
Ph.D."%, Paul S. Frenette, MTY and Anna Rita Migliaccio, Ph.D.", ' Cell Biology
and Neuroscience, [stituto Superiore di Sawita’, Rome, Italy, *Hematology/
Oncology and Molecular Medicine, Istituto Superiore di Sanita’, Rome, Italy,
*Medicine, Mount Sinai School of Medicine, New York, NY, US4

The maturation of erythroid cells occurs in specialized areas of the marrow in close
proximity to macrophages. The mature eell, the reticuloeyte, loses its association with
the macrophages and egresses into the blood stream. This dynamic pattern of cellular
interactions is mediated by specific adhesion receptors, such as CXCR4 (CD184), VLA-
4 (o4 integrin, CD49d) and P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1 or CD162). Culture
conditions capable to generate ex vivo human erythroblasts in numbers sufficient for
transtusion have been recently established by several investigators. The aim of this study
was 1o evaluate whether these ex vivo-generated erythroblasts would express the adhesion
receptor profile required for establishing, once injected in vivo, the cellular interactions
necessary to complete their maturation. For this purpose, the pattern of CD184, CD49d and
CD162 expression during the maturation of human erythroblasts generated ex vivo from adult
and cord blood was investigated. Erythroblasts were divided into 4 classes of maturation
by cytofluorimetrical criteria based on the levels of CD36 and CD233a (glycophorin
A) expression: class 1, CD36MCD235a™ (CFU-E); class 2, CD36"4CD235a" (pro-
erythroblasts); class 3, CD36"#CD2335a"" (basophilic-polychromatic erythroblasts) and

class 4, CD36CD235a"" (orthochromatic ervthroblasts). The transition of the different
cell populations through the maturation process was tracked by cell cyele analyses and CFSE
staining. Large numbers (=5 x 107) of erythroblasts were generated from as little as 10 mL
of either cord- or adult blood after 10-11 days of culiure in the presence of hematopoietic
growth factors, dexamethasone and estradiol (Migliaccio et al, BCMD 28: 169, 2002). Cord
blood-denved cells remained significantly more immature than the adult blood-derived ones
(e.g. 60% vs 10% in class 1), Class 1-2 cells were mostly in G (G1=74%, $=21% and
(32=3-5"%) while a large proportion of the class 3 cells were in S (G1=34-56, S—43-56% and
G2=10-11%). Changes in the levels of CSFE staining indicated that class 3 cells completed
one division within 24 hrs and did not divide further. On the other hand, class 1-2 cells
completed one division in 24 hr and their progeny was composed both by class 1-2 and class
3 cells (in a 50% ratio). The class 1-2 progeny divided at least one more time in the following
24 hrs while the class 3 progeny did not divide progressing directly toward the mature class
4. The majority of class 1-2 cells expressed low level of CDIR4 (80-85% CDI84% and
15-20% CD184") and high levels of CD49d and CD162. When these cells were induced
to mature by exposure to EPQ alone, they rapidly (within 24 hrs) expressed high levels of
CD184 and C149d while the expression of CDI162 was reduced. By the end of 4 days of the
maturation culture in the presence of EPQ, most of the cells had progressed to the mature
class 3-4 phenotype, These mature class 4 cells were CD1R4%™, CDM9d™ and CD162%,
Therefore, in vitro maturation of ex vivo-gencrated cord and adult blood erythroblasts was
associated with 4 dynamic pattern of adhesion receptor expression. Although, the changes
observed with cord and adult blood-derived erythroblasts were similar, they occurred more
rapidly and with a higher magnitude in cord blood-derived cells. In conclusion, the pattern of
CD184, CD49d and CD162 expressed by ex vivo-derived human erythroblasts suggests that
these cells might be capable to establish proper cellular interactions and 1o progress in their
maturation following in vive infusion,
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Sensitive and Simple Methodologies for Measuring of Red Blood Cell
(RBC) Electrical Properties and Cell Aggregation. Heloise Pockel Fernandes,
Bse®!, Adriana Fontes, PhD™, André A Thomaz, Msc™, Luiz C Barbosa, PhD"?,
Vagner Castro, MD, PhD?* Carlos Lenz Cesar, PhAD" and Maria Lourpes
Barias-Castro, MD, PuD", 'Department of Pharmacology. State University
of Campinas - UNICAMP, Campinas - SP, Brazil, *Departamento de Biofisica
e Radiobiologia, Universidade Federal de Pernambuco - UFPE, Recife - PE,
Brazil, *Departamento de Eletronica Qudntica, Universidade Estadual de
Campinas - UNICAME, Campinas - SF, Brazil, *Dept. of Hematology/Transf
Medicine Ctr., State Univ. of Campinas - UNICAMP, Campinas, Brazil,
*Trans. Med., Carlos Chagas 480, Hem. Unicamp - State Univ. of Campinas.
Campinas, Sao Paulo, Brazil

The red blood cell membrane contains proteins and glycoproteins embedded in a fluid
lipid bilayer that confers viscoelastic behaviour. Sialylated glycoproteins of the RBC
membrane are responsible for a negatively charged surface, which creates a repulsive
electric zeta potential (&) between the cells.
The compact layer of ¢harge or Stern consists of ions rigidly bonded to the cell and the
double layer includes ions diffusely distributed around the cell. Measurement of RBC
layer of charge and zeta potential can be use as a marker of RBC membrane injury. Study
of membrane electrical properties and forces and bindings between cells, can provide a
better comprehension of membrane injury presented in RBC unil storage, after RBC unit
irradiation, cell senescence process and in addition, also to improve the sensitivity and
specificity of the hemoagglutination reaction. The aim of this study was to measure the
RBC double layer thickness of the charge (DLC) around the cell, zeta potential (£) and cell
aggregation force, using optical tweezers.
To measure DLC (d) and zeta potential (£) a special chamber was built consisting of 2
platinum electrodes separated by a channel. An external electrical field (E) was applied
with a voltage power supply connected to the eleetrodes. The optical tweezers consisted of
Nd:YAG laser beam focused through the 100x objective of a microscope equipped with a
minicam, 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 using Image Pro Plus
software. Optical tweezers utilizes the light momentum transfer to trap the silica beads with
pico Newtons forces (10-7). Ten RBC units from healthy blood donors were collected in
CPDA-1. Samples were diluted (1:1000ul) in AB plasma, Silica beads were added 10 a RBC
solution (10ul). DLC thickness (d) was obtained measuning, in the special chamber, the force
on the silica bead attached toa single RBC i response to an applied voltage (50-100V). Zeta
potential (L) was obtained by measuring the RBC terminal velocity (Tv) after being released
from the optical trap at a constant voltage applied supply (100V) Tv=(gEm)C; & medium
diclectrie constant; n= viscosity). The DLC was calculated by the equation Fop= (Asl/d)E
{Fop= optical force; A= RBC area). DLC median size (d) was 0,85 um (min 0.4/max 1.3)
and zeta potential was (=-12,5 mV (min- 9.3/max -15). These results were in accordance
with the data in literature, where other methods to measure the same property were used.
For measuring RBC aggregation, a silica bead attached to RBCs was trapped and the foree
needed to slide one RBC over the other. as a function of the velocities (2,5,7,12,18, 32X 10
"m/'s) was determined. RBC O Rh(D) positive were diluted (1:1000pl} in plasma AB
{control group) and in agglutination potentiator solutions, used in immunohematological
tests (dextran 0.15%, low ionic strength solution-LISS, bromelain and papain enzymes).
Aggregation was also analyzed using. anti-D antibodies serum (Spl). The median
aggregation force obtained of 20 RBC control samples was 1x107 (0.1-2.5) poise.cm.
Samples analyzed with dextran 0.15%, LISS and bromelain lacking antibodies showed
no agglutination. RBCs treated with papain enzyme presented high adherence preventing
the capability of separating cells. The 20 samples analyzed with anti-D serum showed
median aggregation force 2x10+* (1.0-4.0) poise.cm. These results obtained from RBC
with antibodies were statistically higher (p<0.001) when compared to control. The method
revealed to be sensitive and results were m accord with serological tests used in transtusion
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routine, where falsc positive results could be frequently found in RBC treated with papain,
however rarely obtained with dexiran and bromelain. In conclusion, the methodologies
proposed are simple and may provide specific information on RBC interaction in addition
to cell aggregation, Individual cell analyze methods are always more sensitive to small
differences than those based on average values. This is the first time that the size of the
double layer was measured using optical tweezers and the ahility of the optical trap also
allowed us to obtain the zeta potential and DLC thickness for the same RBC.
ACKNOWLEDGEMENTS: CAPES, CNPq and FAPESP
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Abstract 999 Poster Board I-104

Effect of Storage on Levels of Nitric Oxide Derivatives in Blood
Components. Fabiola G Rizzatti, MD’!, Mrussa A Qaz, BS", David
Stroncek, MD™, Nathawut Sibmooh, MD"', Barbora Piknova, PhD™ and Alan
N Schechter, MDY, ' Molecular Medicine Branch, National Institutes of Health
- National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, Bethesda.
MD, USA, *Transfusion Medicine, National nstitutes of Health, Bethesda, MD,
Us4

In light of recent papers stressing the importance of decreased levels of SNO-hemoglobin
(SNO-Hb) to the pronounced nature of deleterious effects of transfusion of stored red blood
cells (RBCs), there has been an increased interest in the practice of blood storage. Dejam et
al. (Blood, 2003) previously demonstrated the critical nature of RBCs in NO physiology:
they serve as the major intravascular stores of nitrite, which is eventually converted to
NO. an important player in vasoregulation. The purpose of this study is to quantify the NO
metabolites, nitrite and nitrate, in three blood components and evaluate their levels over
time of storage. Blood obtained from 6 healthy volunteer donors was split into whole blood,
leukoreduced, and non-leukoreduced packed RBCs and stored in polyvinyl chloride (PVC)
bags for 42 days at 4°C. PVC bags were maintained in either room air or an argon chamber.
Nitrite, nitrate, and SNO-Hb/nitrosyl-hemoglobin (ITbNO) were measured using reductive
gas-phase chemiluminescence. In all blood components, the nitrite and nitrate were detected
in higher concentrations in RBCs than in the extacellular fluid compartment. Mean nitrite
value immediately before storage was 152=13nM, but fell rupidly upon storage. Nitrite
levels continued to decrease with storage time, while nitrate levels remained constant for
the duration of storage. In the leukoreduced blood product, nitrite levels were 7548nM on
day 1 and 50:4:9nM by day 42; the concentration of nitrate in the leukoreduced blood product
was 34+3uM on day 1 and 34:4uM on day 42. The nitrite levels in non-leukoreduced blood
product were 76412nM on day 1 and 3727 by day 42; the nitrate concentration in the non-
leukoreduced blood product was 35:3uM on day 1 and 32:40.4uM on day 42, Tn whole blood,
nitrite levels were 64+110M on day 1 and 44:90M by day 42; the nitrate concentration was
47+2uM on day | and 4346uM on day 42, SNO-Hb levels were very low in fresh blood and
virtually undeteciable afler one day of storage. Interestingly, nitrite levels never reached zero.
Enzyme inhibitors—L-NAME (nitric oxide synthase inhibitor), acetazolamide (carbonic
anhydrase inhibitor), and oxypurinol (xanthine oxidase inhibitor)}—did not lower nitrite levels
enough to explain the remaining nitrite present in the PVC bags after 42 days. pH decreased
slightly, while p0), increased in all three components during storage; this is likely due to the
diffusion of oxygen from room air into the PVC bags. Control experiments with saline showed
an increase m nitrite levels, while nitrate levels remained stable over 42 days. When stored
in an argon chamber, both blood and saline samples showed relatively lower nitrite levels
than their room air counterparts. Thus, during blood bank storage, nitrite levels decrease in
blood while nitrate levels remain stable. The diffusion of nitrogenous gases may explain why
nitrite does not completely disappear under standard storage conditions. Our results suggest
that most of the NO) pathway is initially retained, but greater changes occur with prolonged
storage. These measurements of NO derivatives may have implications fur transfusion therapy,
explaining some of the adverse effects seen with RBC transfusion and providing a foundation
for enhancing blood preservation through improvement of storage practices,
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A Phase 2 Clinical Trial of SGN-40 Monotherapy in Relapsed Diffuse
Large B-Cell Lymphoma. Raxiana Apvant, MDY, Sven De Vos, MD, PhD™,
Stephen M. Ansell, MD™, Brad Kahl, MD*, Bruce D. Cheson, MD?, Nancy L.
Bartlett, MD*®, Richard R. Furman, MD’, Jane N. Winter, MD?, Henry Kaplan,
MD™, David Dornan, PhD""’, Nancy Whiting, PharmD, BCOP"", Jonathan
Drachman, MD" and Andres Forero-Torres, MDY, 'Stanford Universiry,
Stanford, C4, USA, "David Geffen School of Med. at UCLA, Los Angeles, CA,
USA, *Mavo Clinic, Rochester, MN, USA, *University of Wisconsin, Madison,
W1, USA, *Lombardi Cancer Ctr., Georgetown Univ. Hosp., Washington, DC,
USA, ‘Washington University, Saint Louis, MO, USA, "Weill Cornell Medical
College, New York, NY. USA, *Feinberg School of Medicine, Northwestern
University, Chicago, IL, USA, *Swedish Cancer Institute, Seatile, WA, USA,
“Research Oncology Diagnostics, Genentech, South San Francisco, CA, USA,
USeattle Genetics, Inc., Bothell WA, USA, “Seattle Genetics, Bothell, WA,
USA, “University of Alabama at Birmingham, Birmingham, AL, USA
BACKGROUND: SGN-40 is a humanized monoclonal antibody that targets
CD40. Upon binding to CD40, SGN-40 triggers pro-apoplotic signal transduction
pathways and mediates effector cell functions (ADCC and ADCP). SGN-40 demonstrated

preliminary anti-tumor activity in a phase 1 study of non-Hodgkin lymphoma, including
diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) patients (ASH 2006, Abstract 695). METHODS:
We conducted a multicenter, phase 2, open-label study to determine the overall response
rate and toxicity profile of SGN-40 in patients with relapsed DLBCL. Tumeor samples
were assessed by a central lab for pathology confirmation and CD40 expression. Eligible
patients had de novo or transformed DLBCL at diagnosis and were excluded if previously
treated for indolent lymphoma. Reqguired prior therapy consisted of combination
chemotherapy with rituximab and, if eligible, autologous stem cell transplantation.
Patients received 6 intravenous infusions of SGN-40 over 5 weeks (Cycle 1) with intra-
patient dose loading (1 mg’kg on Day 1; 2 mg/kg on Day 4; 4 mg’kg on Day &) and
8 mg/kg/wk thereafier. Responding patients and those with stable disease were eligible
to continue therapy until disease progression or a maximum of 12 cycles. RESULTS:
Forty-six patients (28 M, 18 F), with a median age of 72 vears (range 17-85), were
enrolled at 10 centers in the US. Patients were heavily pre-treated, with a median of
4 prior systemic chemotherapy regimens (range 1-10). Immunohistochemistry analysis
of patient tumor samples demonstrated high cxpression of CD40 in all patients with the
exception of 1 patient who was negative. Thirty-eight of the 46 patients met predefined
erileria for evaluation (completed dose loading and had no major protocol vielations).
Best responses scen were CR (n=2, 5%) and PR {n=2, 5%), yielding an ORR of 10%.
Furthermore, 9 (24%) patients had 51 as best response. Reductions in mmor size were
seen in approximately one-third of patients. Twenty (53%) patients had PD and 5 (13%)
patients have yet to be assessed.  Treatment with SGN-40 was generally well tolerated.
Grade 3/4 events that occurred in more than 1 patient in the intent-to-treat population
(N=46), regardless of drug autribution were thrombocytopenia (n=3); neutropenia
(n=4); and anemia, latigue, pneumonia, hyponatremia, DVT, and disease progression
(n=2 pts each). Ofthese events, only fatigue (n=2) and neutropenia (n=2) were considered
drug related by the investigator. CONCLUSION: Monotherapy with SGN-40 in DLBCL
patients is well tolerated and resulted in objective responses consistent with the previous
phase | expericnce. These data support further evaluation of SGN-40 in combination
with chemotherapy in non-Hodgkin lymphoma: 3 combination clinical trials are ongoing.
Retrospective correlation of clinical outeome and a gene signature that includes baseline
CI40 activation status are planned.

Disclosures: Advani: Seattle Genetics, Inc.: Research Funding. De Vos: Seattle
Geneties, Inc.: Consultancy. Kahl: Searle Genetics, Inc.: Research Funding, Cheson:
Seattle Genetics, Inc.: Membership on an entity’s Board of Directors or advisory
committees. Winter: Seairle Geneties, Inc.: Research Funding. Dornan: Genentech,
Ine.: Employment. Whiting: Seattle Genetics, Inc.: Employment, Equity Ownership.
Drachman: Seatle Genetics, Inc.. Employment. Equity Ownership. Forero-Torres:
Seattle Genetics, Inc.: Research Funding.
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Elderly Patients with Mantle Cell Lymphoma (MCL) - Efficacy and
Feasibility of Prolonged Immunochemotherapy with Rituximab,
Cytarabine and Fludarabine Added to CHOP and Followed by Rituximab
Maintenance Treatment. A Prospective Study by the Finnish Lymphoma
Group. Erxki Evonen™, Riikka Rity”!, Tuomo Honkanen™, Esa Jantunen®?,
Sirkku Jyrkkio™, Marja-Liisa Karjalainen-Lindsberg™, Outi Kuittinen®?,
Minna Lehto™, Eira Poikonen™’, Auvo Rauhala’, Johanna Rimpildinen®,
Anu Risdnen”™, Sanna Siitonen'”, Merja Suominen’" and Mirja Vapaatalo®!,
‘Department of Hemarology, Helsinki University Central Hospital, Helsinki,
Finland, *Department of Medicine, Pdijdtr-Héame Central Hospital, Lahti,
Finland, “Department of Hematology. Kuopio University Hospital, Kuopio,
Finland, *Department of Oncology, Turku University Central Hospital,
Turku, Finland, *Huslab, Helsinki University Central Hospital, Helsinki,
Finland, *Department of Oncology, Oulu University Hospital, Oulu, Finland,
"Department of Medicine, Vaasa Central Hospital, Vaasa, Finland, *Department
of Medicine, Pohjois-Karjala Central Hospital, Joensuu, Finland, *Department
of Medicine, Kymenlaakso Central Hospital, Kotka, Finland, ""Lab. (Hem.)
Dept., Helsinki Univ, Cirl. Hosp., Helsinki, Finland, " Department of Medicine,
Kanta-Hiame Central Hospiral, Hameenlinna, Finland

Background: The Nordic Lymphoma Group has shown that adding cytarabine (AraC’)
and rituximab (R) to high dose CHOP and autologous stem cell transplantation increases
response rate, event free survival (EFS), progression free survival (PFS) and overall
survival (OS) of patients (pts) with MCL < 65 years (Geisler et al, Blood 2008). About
50% of pts with MCL are older than 65 years, Most of them are not candidates for high
dose chemotherapy or transplantations and no satisfactory standard treatment is known for
them., In this prospective pilot trial for elderly pts we explored the feasibility and efficacy
of a prolonged standard dose induction treatment (10 cycles) with potentially synergistic
combinations followed by R maintenance. Methods: Eligible were pts with histologically
confirmed MCL (WHO criteria), CD5+, CD19/204, eyelinD1+, age > 65 years, with
adequate organ functions and performance status < 4. Induction: standard dose R-CHOP
(eyeles 1,3, 5), R-AraC (R 375mg/m?x |, AraC 1p/m® 4 doses with 12 hrs intervals, cycles
2, 4), R-AraC with fludarabine (F) (2 doses of F 25 mg/m?, cycles 6 - 8), CHOP (cycles
9-10). Maintenance for pts with CR/PR: R 375 mg/m® bimonthly x 12. Diagnostic workup
included physical examination, CT scan, histological lymph node biopsy, bone marrow
aspiration and biopsy, and immunohistology or flow cytometry of the diagnostic material.
Endoscopies were performed for symptomatic patients. Responses were evaluated
according to revised criteria (Cheson et al JCO 2007) after 5%, 8, 10® cycles and after
that every 6 months. Results: Thirty four pts were recruited. Age median 74 years (67-
79 years). Performance status 0 n=12, 1 n=16, 2 n=3, 3 n=3. Stage [IA n=1, IVA n=20,
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