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RESUMO 

 

A membrana eritrocitária contém proteínas e glicoproteínas imersas em uma 

bicamada lipídica que possui um comportamento viscoelástico. Algumas glicoproteínas 

contém ácido siálico, que é o principal responsável pelas cargas negativas na superfície 

da hemácia que quando em solução cria um potencial elétrico (ζ) repulsivo. A carga 

elétrica negativa da superfície eritrocitária influencia na distribuição dos íons da solução 

ao redor da célula formando uma dupla camada de íons. A primeira, conhecida como 

camada compacta de cargas ou “Stern” é formada por íons rigidamente ligados à 

hemácia e a segunda camada é composta por íons distribuídos difusamente e conhecida 

como camada difusa.  

O objetivo deste estudo foi medir o potencial zeta (ζ), a espessura da dupla 

camada das cargas iônicas (DLC) ao redor da hemácia, e a força de agregação 

eritrocitária com diferentes meios potencializadores da aglutinação utilizando pinça 

óptica. 

Para medir DLC (d) e o potencial zeta (ζ) foi construída um câmera 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 pinça óptica consiste de um laser 

de Nd: YAG fortemente focado através de uma objetiva de 100x de um microscópio 

acoplado com uma minicâmera que registra em tempo real as imagens das hemácias 

capturadas. As imagens foram gravas em VHS e capturadas por um computador onde 

foram analisadas com auxilio do software Image pró-plus. A pinça óptica utiliza 

transferência de um momento do fóton para capturar partículas com força de pico-

newtons. Hemácias de doadores foram coletadas e diluídas em plasma AB, 

posteriormente esferas de sílica foram adicionadas à solução de hemácias. A espessura 

da DLC(d) foi obtida medindo na câmara, o deslocamento do conjunto de uma hemácia 

ligada à uma esfera presa pela pinça, em diferentes voltagens. O potencial zeta (ζ) foi 

obtido medindo a velocidade terminal da hemácia (Tv) após ser solta da pinça óptica em 

uma voltagem constante (100V) 
ζ

η

εE
Tv =

; onde ε = constante dielétrica do meio; η= 

viscosidade). O DLC foi calculado pela equação 
E

d

A
Fop

εζ
=

  (Fop= força óptica; A= 
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área da hemácia). A média da espessura da DLC (d) foi 0.85 µm (min 0.4/ max 1.3) e 

do potencial zeta (ζ) foi -14 V (min- 9.3/ max -15.5). Os resultados de potencial zeta 

estão de acordo com os encontrados na literatura, onde outros métodos são utilizados 

para medir as mesmas propriedades. 

Nas medidas da agregação eritrocitária, uma esfera de sílica ligada a duas 

hemácias foi pinçada e mensurada a força que uma hemácia desliza sobre a outra em 

função de diferentes velocidades. Hemácias O Rh(D) positivas foram diluídas em 

plasma AB (grupo controle) e com potencializadores da aglutinação (dextran 0.15%, 

solução salina de baixa força iônica – LISS e enzima). A agregação também foi 

analisada usando anticorpos soro anti-D. A mediana da força de agregação eritrocitária 

de 20 amostras de hemácias foi de 1x10-3 (0.1-2.5) poise.cm. Amostras analisadas com 

dextran 0.15%, LISS e bromelina sem anticorpos não apresentaram aglutinação. 

Hemácias tratadas com enzima papaína apresentaram alta adesão impossibilitando o 

deslizamento entre as hemácias. As 15 hemácias analisadas com soro anti-D policlonal 

apresentaram força de agregação mediana de 2x10-3 (1.0-4.0) poise.cm. Os resultados 

obtidos de hemácias com anticorpo foram estatisticamente significativos (p<0.001) 

quando comparadas com o controle. Em conclusão as metodologias propostas são 

simples, reprodutíveis e podem fornecer informações especificas sobre a interação e 

entre as hemácias e agregação eritrocitária. Os métodos apresentados permitem a análise 

individual de células e portanto são considerados mais sensíveis para pequenas 

diferenças do que aquelas baseadas em valores médios. O tamanho da espessura da 

dupla camada iônica utilizando pinça óptica 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 (ζ) 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 (ζ) and cell aggregation force in 

agglutination potentiator solutions, using optical tweezers. 

To measure DLC (d) and zeta potential (ζ) 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 

be analyzed using Image Pro Plus software. Optical tweezers utilizes the light 

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 (ζ) was obtained by measuring the RBC terminal 

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

supply (100V) ( ζ
η

εE
Tv = ; ε= medium dielectric constant; η= viscosity). The DLC was 

calculated by the equation E
d

A
Fop

εζ
=  (Fop= optical force; A= RBC area). DLC 

median size (d) was 0.85 µm (min 0.4/max 1.3) and zeta potential was ζ= -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 1x10-3 

(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 2x10-3 (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.1 - Membrana eritrocitária 

 

Os grupos sanguíneos humanos foram pela primeira vez descritos por Karl 

Landstainer em 1900, que após teste de aglutinação de hemácias com soros de 

diferentes indivíduos, propôs a existência de 3 grupos sanguíneos (A, B e O). Desde 

então, muitos antígenos foram descobertos e, atualmente, de acordo com a Sociedade 

Internacional de Transfusão Sanguínea, existem 308 antígenos reconhecidos, dos quais 

270 estão agrupados em 30 sistemas de grupos sanguíneos (DANIELS et al, 2009).  

Os grupos sanguíneos são definidos pela presença ou ausência de determinados 

antígenos na membrana eritrocitária. Essa membrana consiste basicamente em uma 

bicamada lipídica com proteínas e carboidratos. A bicamada lipídica é composta de 

fosfolipídios que possui uma estrutura básica com duas caudas hidrofóbicas (apolares) 

de hidrocarboneto, e uma extremidade hidrofílica que contém fosfatos e outros grupos 

carregados (polares). Essa natureza anfifílica dos lipídios é que determina a formação da 

bicamada lipídica. As moléculas de lipídios quando estão em meio aquoso tendem a 

agregar-se de forma que as caudas hidrofóbicas interagem entre si, excluindo água e 

permitindo que a  extremidade hidrofílica fique exposta à água. Além dos fosfolipídios, 

moléculas de colesterol também compõem a bicamada. Esse tipo de lipídio possui em 

sua estrutura rígidos anéis de esteróides que diminuem a mobilidade das cadeias de 

hidrocarbonetos dos fosfolipídios, influenciando a mobilidade, fluidez e 

deformabilidade da membrana (VOET et al, 2000). 

Diferentes proteínas estão distribuídas assimetricamente na bicamada lipídica e 

são compostas de aminoácidos que variam em tamanho, forma, carga, capacidade de 

formação de pontes de hidrogênio, características hidrofóbicas e reatividade química. 

Os resíduos das extremidades da cadeia polipetídica das proteínas fazem apenas uma 

ligação peptídica restando, em uma extremidade, um grupo amino livre chamado de 

amino terminal, ou n-terminal, e, na outra extremidade um resíduo carboxílico livre 

chamado de carboxi-terminal ou C-terminal. Os grupos aminas e carboxílicos dos 

aminoácidos ionizam-se prontamente, em pH fisiológico (~7.4). Os grupos aminos são 

protonados e os grupos carboxílicos assumem sua forma de base conjugada 

(carboxilato). As diferenças químicas e estruturais das proteínas são responsáveis pelas 

variadas formas com que ela se associa às moléculas de lipídios da membrana e baseado 
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nestas características as proteínas são classificadas em proteínas integrais, proteínas 

periféricas e proteínas ligadas a lipídios (VOET et al, 2000).  

As proteínas integrais estão firmemente associadas à membrana através de 

ligações hidrofóbicas e podem atravessá-la múltiplas vezes ou apenas uma única vez. 

As duas proteínas integrais mais importantes na membrana eritrocitária são as 

glicoforinas e a proteína de canal iônico (Figura 1). Proteínas periféricas associam-se a 

membrana por meio de interações eletrostáticas e pontes de hidrogênio. A espectrina, 

anquirina e banda 4.1 são proteínas periféricas responsáveis pela preservação da forma 

côncava da hemácia. A proteínas também pode se ligar aos lipídeos através ligações 

covalentes (VOET et al, 2000). 

 

 

 

Figura 1 - Representação esquemática da membrana eritrocitária. Membrana composta 

pela dupla camada paralela de moléculas anfifílicas de lipídios e por proteínas que 

atravessam essa bicamada (passagem simples ou múltipla) As proteínas da membrana 

frequentemente possuem carboidratos ligados a ela como os antígenos eritrocitários 

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

Cadeias de oligossacarídeos (carboidratos) frequentemente estão ligados as 

proteínas e lipídios da membrana (Figura 1). Portanto, na superfície da célula possui 

uma grande quantidade de carboidratos que contém moléculas de ácido siálico (ácido 
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acetil neuramínico) que apresentam em sua estrutura um grupo carboxil (Figura 2) que é 

o principal responsável pelas carga negativas na superfície da hemácia (EYLAR et al, 

1962, ALBERTS et al, 1997). O grupo carboxil em meio aquoso adquire forma ionizada 

(COOH-), que é o maior responsável pela carga negativa eritrocitária. 

 

 

Figura 2 - Estrutura de uma molécula de ácido siálico. Em destaque grupo carboxil que 

em meio aquoso adquire forma ionizada (COOH-), maior responsável pela negatividade 

eritrocitária. 

 

As moléculas individuais dos lipídios e das proteínas, por não estarem ligados 

covalentemente, possuem liberdade e se movimentam lateralmente no plano da 

membrana. A fluidez da membrana é principalmente determinada pela porcentagem de 

moléculas de colesterol e de ácidos graxos insaturados, presentes nas moléculas de 

fosfolipídios. Devido essa mobilidade dos lipídios, a bicamada lipídica pode ser 

considerada um fluido bidimensional, cujo interior da bicamada possui viscosidade que 

pode ser comparada como a de um óleo 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 força é aplicada entre elas. 

Considere a situação da Figura 3, contendo duas placas sólidas com um fluido viscoso 

entre elas. Uma das placas se move com velocidade u e a outra está em repouso. No 

escoamento sem turbulência 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 

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

LL

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

 

Essa força depende da velocidade u  e área A L W=  da placa e do inverso da 

distância z  entre as duas placas, ou seja: 
u u

F A L W
z z

η η= = . A constante de 

proporcionalidade η  é chamada de viscosidade. Note que essa expressão poderia ser 

escrita como 
F u

A z
η

∆
=

∆
, com o significado de que a tensão, ( )F

A
, é proporcional 

ao gradiente de velocidade, 
u

z

∆

∆
. Aqui a grandeza ( )F

A
 é semelhante à pressão, mas 

com uma grande diferença, pois a força é paralela à superfície e não perpendicular à 

mesma, como no caso da pressão. Ela é chamada tensão de cisalhamento ou “shear 

stress” em inglês. A figura 4 ilustra a diferença entre a tensão de cisalhamento, ou 

tensão de corte, e a pressão (HALLIDAY et al, 2001). 
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Figura 4 - Diferença entre a tensão de cisalhamento e pressão. 

 

Expressando a viscosidade como 
( )
( )

F
força tempoA

u área
z

η
×

= = , percebe-se que a 

sua unidade no sistema MKS será, 

2

N e w t o n
s e g u n d o P a s c a l s e g u n d o

m
× = × . Um (pascal x segundo) é 

chamado de Poiseuille, em homenagem ao médico francês, Jean Louis Poiseuille (1799 

- 1869), que estudou as forças hidrodinâmicas na circulação sanguínea. Entretanto, a 

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

2

d y n a s e g u n d o

c m

× , chamada de poise, uma forma abreviada do nome Poiseuille 

(HALLIDAY et al, 2001).  

Uma idéia de ordens de grandeza pode ser obtida observando alguns valores 

típicos para a viscosidade de diferentes fluidos. Ar, um gás, tem viscosidade da ordem 

de ηar ∼ 2 x 10
-4 

poise = 0,02 centipoise [cP]. Já a viscosidade da água, um líquido, é da 

ordem ηágua ∼ 1 x 10
-2 

poise = 1 cP. A viscosidade do sangue é da ordem de ηsangue ∼ 3 

cP, do glicerol é de ηglicerol ∼ 1.500 cP e a viscosidade do mel varia entre ηmel ∼ 2.000 cP 

a ηmel ∼ 10.000 cP. A viscosidade varia com a temperatura, por exemplo, a viscosidade 

da água é de 1 cP à 20oC, entretanto à 30oC 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 sabão, não existe mais a terceira 

dimensão. Isso significa que não existe mais o W da Figura 3. A força sobre uma linha, 

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

s

u
F L

z
η= , onde sη  é a viscosidade superficial (surface shear viscosity) 

(HALLIDAY et al, 2001). Também podemos expressar essa definição como 

s

F u

L z
η

∆
=

∆
. A viscosidade superficial é dada por 

( )
( )

s

F
f o r ç a t e m p oL

u c o m p r i m e n t o
z

η
×

= = . No sistema CGS de unidades, a unidade de 

viscosidade superficial, portanto, é dada por: 

2

d y n a s e g u n d o d y n a s e g u n d o
c m p o i s e c m

c m c m

× ×
= × = ×  

 

I.1.B - Anticorpos dirigidos contra antígenos eritrocitários 

Um antígeno induz a formação de um anticorpo específico, sendo que a 

especificidade depende de sua estrutura química, que possibilitará o contato 

estereoquímico entre o antígeno e seu específico anticorpo (DAVIES et al, 1990). 

Anticorpos são proteínas globulínicas chamadas gamaglobulinas (Ig) e são 

divididas em classes distintas denominadas IgA, IgD, IgE, IgG e IgM (Figura 5). Toda 

molécula de anticorpo possui a mesma característica estrutural básica composta de duas 

cadeias leves e duas cadeias pesadas variando principalmente nas regiões de ligação ao 

antígeno. Tanto a cadeia pesada quanto cadeia leve possuem uma região amino terminal 

variável que participa do reconhecimento dos antígenos, e de regiões constantes 

carboxiterminais com funções efetoras. Cada anticorpo contém pelo menos dois sítios 

de ligação com o antígeno e podem se ligar a duas moléculas ao mesmo tempo, essa 

flexibilidade é conferida pela região de dobradiça (ABBAS, et al. , 2005) 

 



 24 

IgA

IgD IgE IgG

IgM

IgA

IgD IgE IgG

IgM

 

Figura 5 - Classes de imunoglobulinas denominadas IgA, IgD, IgE, IgG e IgM. 

 

Os anticorpos imunes são produzidos em resposta a um estímulo antigênico, o 

primeiro estímulo leva a uma resposta imune relativamente fraca e de curta duração 

com produção de imunoglobulinas da classe IgM. Os contatos posteriores, com o 

mesmo antígeno, leva a uma resposta onde os níveis de anticorpos são elevados e 

permanecem no soro por períodos prolongados, e esses anticorpos são 

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

Os anticorpos contra grupos sanguíneos são divididos em dois grupos: 

aloanticorpos e autoanticorpos. Aloanticorpos são anticorpos imunes contra antígenos 

ausentes nas hemácias podendo ter sua produção estimulada por transfusão, gestação ou 

transplantes de órgãos. Autoanticorpos reconhecem antígenos do próprio indivíduo e 

são geralmente direcionados contra antígenos de alta freqüência na população 

(MOLLISON et al., 2005). 

A identificação laboratorial de anticorpos contra antígenos eritrocitários é de 

fundamental importância na prática transfusional, esses anticorpos podem levar à 

destruição celular “in vivo” de hemácias transfundidas causando reações hemolíticas, 

também podem atravessar a barreira placentária e provocar a doença hemolítica 

perinatal (DHPN), além de serem responsáveis por rejeições em transplantes de órgão 

(PETZ, et al 1996). 
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I.2 - Investigação imunohematológica 

 

A ligação de anticorpos com antígenos da membrana eritrocitária pode levar a 

formação de um agregado de hemácias. Esse princípio de reação antígeno-anticorpo é 

chamado de hemoaglutinação e é amplamente utilizado em investigações 

imunohematológicas na prática transfusional (AABB, 2002). 

Segundo POLLACK et al., (1977) a aglutinação é um fenômeno dinâmico que 

ocorre em duas fases. A primeira consiste na ligação das moléculas de anticorpos com 

os antígenos da superfície celular. Na segunda fase, ocorre a agregação das células 

sensibilizadas pelos anticorpos (Figura 6). 

 

 

 

Figura 6 - Representação de reação de hemaglutinação. Antígenos eritrocitários e 

anticorpos formando um agregado de hemácias, fenômeno evidenciado na reação de 

hemaglutinação (PARSLOW, 2004).  

 

A agregação das hemácias na segunda fase depende principalmente da soma de 

forças opostas, a força de agregação e de repulsão. A aglutinação irá ocorrer quando a 

força de agregação for maior que a de repulsão. (POLLACK et al., 1977). Força de 

repulsão é gerada pelas cargas negativas da superfície celular que ocorrem devido à 

presença de ácidos siálicos dos grupos carboxil da membrana eritrocitária (EYLAR et 

al., 1961, POLLACK et al., 1977) enquanto a força de agregação está relacionada à 

tensão superficial. 
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I.2.A - Fatores que influenciam a primeira fase da aglutinação 

 

A ligação de um anticorpo com um antígeno ocorre devido à formação de 

múltiplas ligações intermoleculares reversíveis. Essas forças atrativas não covalentes 

são fracas quando comparadas às ligações covalentes, no entanto a formação de 

múltiplas ligações produz uma energia total de ligação suficiente para resistir a sua 

ruptura. A força de ligação entre o antígeno e o anticorpo é chamada de afinidade e é 

produzida pela somatória de forças atrativas e repulsivas. As forças de atração são 

dependentes da distância entre o sítio combinatório do anticorpo e o determinante 

antigênico (ABBAS, 2005). 

As ligações não covalentes envolvidas na reação antígeno-anticorpo são pontes 

de hidrogênio, forças eletrostáticas, forças de Van der Walls e ligações hidrofóbicas 

(Figura 7).  
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Figura 7 - Diagrama ilustrando as forças envolvidas na ligação antígeno-anticorpo. 

Forças hidrofóbicas e de Van der Walls agem quando existe uma distância muito 

pequena entre as hemácias. As interações eletrostáticas e pontes de hidrogênio não 

exigem grande proximidade entre o antígeno e o anticorpo (ABBAS, 2005 -

Modificada). 
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- Pontes de hidrogênio 

Átomos de hidrogênio se ligam a dois átomos eletronegativos formando assim as 

chamadas pontes de hidrogênio. Essas interações são frequentemente observadas em 

terminais O-H-O, N-H-N e O-H-N e se caracterizam por uma ligação covalente de um 

átomo e com o outro, forças puramente eletrostáticas. As reações são exotérmicas e 

portanto são mais fortes em baixas temperaturas e usualmente associadas a um antígeno 

carboidrato (Figura 8) (ATKINS e PAULA, 2004).  

- Interações eletrostáticas 

Interações eletrostáticas ocorrem quando grupos carregados positivamente, 

como os grupos amina (-NH3
+) nas cadeias laterais de aminoácidos, interagem com 

grupos carregados negativamente como o grupo carboxila (-COO-). Resultam da atração 

entre cargas opostas de cadeias laterais de aminoácidos de uma proteína (Figura 8). O 

grau de ionização das moléculas é dependente do pH (ATKINS e PAULA, 2004). 

- Forças de Van der Walls 

Van der Walls é uma força de atração inespecífica que ocorre quando dois 

átomos estão próximos. A força é gerada pela interação entre nuvens eletrônicas e 

pontes de hidrogênio, que pode ser entre dipolos permanentes ou induzidos. Esta força 

depende da associação apolar e de grupos hidrofóbicos para que o contato com 

moléculas de água seja minimizado. Embora essas forças sejam muito fracas, elas 

podem se tornar coletivamente importante em reações envolvendo antígenos e 

anticorpos (Figura 8) (ATKINS e PAULA, 2004). 

- Ligações Hidrofóbicas 

A maioria das ligações formadas entre antígenos e anticorpos é hidrofóbica. A 

aproximação de dois grupos hidrofóbicos (apolares) em meio aquoso provoca a 

exclusão de moléculas de água da região de interação. Essas reações são endotérmicas, 

portanto ocorrem mais fortemente a temperaturas mais altas e estão associadas com 

antígenos de origem protéica (Figura 8) (ATKINS e PAULA, 2004). 
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Figura 8 - Representação esquemática das 4 principais forças envolvidas na interação 

antígeno e anticorpo: pontes de hidrogênio (hidrogênio compartilhado entre átomos 

eletronegativos), interação eletrostática (atração entre cargas opostas entre grupos 

carregados positivamente e grupos carregados negativamente), forças de Van der Walls 

(Flutuação de nuvens de elétrons em torno de moléculas polarizam de maneiras opostas 

os átomos vizinhos) e forças hidrofóbicas (grupos hidrofóbicos reagem 

desfavoravelmente com a água e tendem a se agrupar provocando exclusão de 

moléculas de água, a atração também envolve forças de Van der Walls). 

 

A contribuição de cada uma dessas forças de interação depende da 

especificidade do anticorpo e do antígeno envolvido, como a reação entre antígenos e 

anticorpos é reversível, a lei de ação das massas pode ser aplicada à reação como: 

[ ] [ ] [ ]AgAcAcAg
k

k

←

→
+

2

1

 

[ ]
[ ] [ ]

K
k

k

AcAg

AgAc
==

× 2

1  
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Onde a concentração (mol/L) de antígenos e anticorpos é representada 

respectivamente por [Ag] e [Ac], a concentração de ligação de antígenos e anticorpos é 

dada por [AgAc], k1 é a constante de associação, k2 a constante de dissociação e K a 

constante de equilíbrio de associação que mede a afinidade entre o antígeno e anticorpo 

que define a estabilidade do complexo AgAc formado (MOLLISON, 2005). Uma 

excessiva concentração de anticorpos pode produzir reações falso-negativas, pela 

saturação dos sítios antigênicos, esse efeito é conhecido como fenômeno de prozona. O 

grau de ionização das moléculas é dependente do pH do meio da reação. Mudanças de 

pH afetam ligações não covalentes e forças eletrostáticas. A dissociação do complexo 

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

A concentração de sal no meio da reação possui um efeito na ligação do 

anticorpo nos antígenos eritrocitários. Íons de sódio (Na+) e Cloreto (Cl-) em uma 

solução formam uma camada de íons ao redor da célula e neutralizam as cargas opostas. 

Redução da força iônica do meio da reação favorece a ligação entre o antígeno e o 

anticorpo de carga complementar (DANIELS, 2007). 

 

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

 

Após a sensibilização das hemácias pela ligação de anticorpos com antígenos 

eritrocitários, ocorre a formação de pontes entre os anticorpos das células sensibilizadas 

permitindo a visualização da reação pela formação de aglutinados. Essa formação de 

pontes depende de fatores como o tamanho e características físicas dos anticorpos e a 

distância entre as células. 

O tipo de anticorpo ligado na hemácia influencia diretamente na segunda fase da 

aglutinação, pois imunoglobulinas da classe IgG são moléculas pequenas em relação às 

imunoglobulinas IgM e esse fator impede a ligação cruzada com determinantes 

antigênicos situados próximos à bicamada lipídica. A distância mínima entre a 

membrana de duas hemácias suspensas em uma solução isotônica é de 180 Å, por outro 

lado a distância entre as duas valências da molécula de IgG é de apenas 120 Å (Figura 

9). Assim, a aglutinação nem sempre ocorre quando o anticorpo for da classe IgG, pois 

o tamanho da molécula não é suficientemente grande para se ligar em determinados 

sítios antigênicos de duas células diferentes. Por outro lado à distância de 60 Å da 
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região Fc desses anticorpos ligados às hemácias é suficiente para permitir que outros 

anticorpos anti-IgG promovam a formação de pontes entre células sensibilizadas. 

Moléculas IgM são maiores e multivalentes permitindo fácil aglutinação direta (VAN 

OSS, C.J., 1983). 

 

Figura 9 - Diagrama mostrando a mínima distância para ligação de duas hemácias com 

moléculas de IgG e IgM desenhadas em escala (100Å). A, B e D (Rh0) determinantes 

antigênicos da membrana eritrocitária (VAN OSS, 1983). 

 

Características antigênicas também interferem na aglutinação assim com 

localização e quantidades expressas na membrana eritrocitária. As glicoforinas, por 

exemplo, são proteínas longas que sustentam muitas cadeias de carboidratos como os 

antígenos eritrocitários do sistema ABO. As glicoforinas são consideradas as principais 

proteínas expostas na superfície externa da membrana. Por apresentarem uma 

localização estratégica na membrana favorecem a formação de aglutinados de hemácias 

até mesmo com moléculas pequenas como as imunoglobulinas IgG (MOLLISON et al., 

2005). 

A distância entre as hemácias em uma solução eletrolítica é um importante fator 

para a aglutinação, pois as hemácias são envolvidas por uma nuvem de cátions do meio. 

Essa região de nuvem iônica gera uma diferença de potencial em relação ao meio, 

chamado de potencial zeta e faz com que os eritrócitos permaneçam separados uns dos 

outros (POLLACK et al., 1977). 

E – Membrana Eritrocitária 
A, B, C– Antígenos A, B, D 
respectivamente 

IgM 

IgG 
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Para melhor compreensão das discussões sobre potencial zeta, foram descritos 

no Anexo 2, alguns conceitos físicos de energia cinética, potencial, trabalho, campo, 

potencial elétrico, condutores e dielétricos. 

 

Potencial Zeta.  

Em um campo elétrico gerado por uma partícula em um meio eletrolítico os íons 

podem se movimentar, tendendo a se comportar como um metal. O movimento 

browniano tende a dispersar os íons. Quando uma carga é colocada nesse meio ela atrai 

uma nuvem de contra íons que tenderão a anular o campo elétrico no exterior da 

partícula. A medida que camadas de contra íons vão se acumulando, o campo elétrico 

vai diminuindo, e a atração dos contra íons diminui. Isso implica que a densidade de 

contra íons em volta da partícula carregada vai diminuindo com a distância, assim como 

o campo elétrico e o potencial elétrico. Existe uma camada de contra íons tão 

fortemente ligada que se move junto com a partícula carregada. O potencial elétrico na 

superfície de cisalhamento entre a camada que se move com a partícula e a camada 

deslizante, é chamado de potencial zeta (LI et al, 2006). A Figura 10 define o nome das 

várias camadas de contra íons em torno de uma esfera carregada.  

 

 
 

Figura 10 - Representação esquemática das várias camadas de contra íons em torno de 

uma esfera carregada, em um meio eletrolítico (LI et al, 2006). 
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Quanto maior for o potencial zeta maior será a repulsão entre duas partículas 

idênticas carregadas. As variáveis que influenciam nessa repulsão estão descritas 

abaixo: 

1. A concentração e força iônica dos contra íons. Íons duplamente carregados 

blindam o campo da carga mais eficientemente do que íons com carga simples 

(HUNTER, 1981). 

 

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

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

dipolos (HUNTER, 1981). 

 

Potencial zeta eritrocitário 

A formação dessa nuvem iônica entre as hemácias em solução eletrolítica ocorre 

pela presença de cargas negativas na superfície da hemácia que em contato com o meio 

aquoso polar torna-se eletricamente carregada. A carga da superfície eritrocitária 

influência a distribuição espacial dos íons do meio aquoso que estão próximos à sua 

superfície, atraindo íons de cargas opostas e repelindo íons de mesma carga até que os 

íons livres em solução atinjam um ponto de neutralização elétrica sobre a superfície da 

hemácia. Esse rearranjo na disposição dos íons livres em solução leva à formação de 

duas camadas elétricas na interface da hemácia com o líquido. A primeira camada, 

comumente chamada de camada compacta, ou camada de Stern, é formada por íons 

positivos que se aproximam da superfície eritrocitária negativa por uma forte atração 

eletrostática. Mesmo com a formação dessa camada iônica, íons positivos são ainda 

atraídos pelas cargas negativas da hemácia, mas agora são repelidos pela camada de 

“Stern”, resultando na formação de uma outra camada conhecida como camada difusa 

que possui uma alta concentração de íons positivos nas proximidades da hemácia e 

diminui gradualmente com a distância até que alcança o equilíbrio iônico da solução 

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

Essa diferença de concentração iônica causa um potencial eletrocinético entre a 

superfície eritrocitária e as camadas iônicas ao redor da hemácia. A região limite entre a 

camada compacta e a camada difusa é chamada de ponto de cisalhamento, nesse ponto 

ocorre uma maior diferença de potencial, chamado de potencial zeta (Figura 11). 
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Figura 11 - Representação esquemática do Potencial Zeta. Hemácias (cargas negativas) 

em suspensão provocando um rearranjo das cargas do meio com a formação de duas 

camadas iônicas que geram uma diferença de potencial entre elas, chamado de potencial 

zeta. (POLLACK et al, 1977 - Modificada).  

 

O potencial no ponto de cisalhamento pode ser quantificado baseado no 

princípio da eletroforese onde partículas carregadas se movimentam com uma 

velocidade fixa em um campo elétrico. A mobilidade da partícula está relacionada com 

a constante dielétrica e a viscosidade do meio líquido e com o potencial elétrico 

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

Quanto maior for a concentração de íons no meio, maior será o tamanho da 

camada compacta e maior será a velocidade da partícula quando submetida a um campo 

elétrico. Quando uma camada de macromoléculas é adsorvida na superfície da partícula, 

ela move o plano de cisalhamento para longe da superfície e altera o potencial zeta. 

Dessa forma, o potencial zeta depende da carga superficial da partícula, de qualquer 

camada adsorvida na interface com o meio e da natureza e composição do meio que a 

circunda. Esse potencial pode ser determinado experimentalmente e, como ele reflete a 
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carga efetiva nas partículas, ele se correlaciona com a repulsão eletrostática entre elas e 

com a estabilidade da suspensão. O quociente da velocidade de deslocamento pelo 

campo elétrico chama-se mobilidade eletroforética. Esse valor entra nas equações de 

Smoluchowski ou a de Debye, que são as mais utilizadas para calcular o potencial zeta 

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

Quanto maior o potencial zeta, as partículas carregadas se repelem umas às 

outras e essa força supera a tendência natural à agregação. Desta forma, valores baixos 

podem levar à agregação. Segundo POLLACK (1977), o potencial zeta (ζ) pode ser 

demonstrado pela equação ζ =
µ

σ
DD

fZ
1

,
1

,  e pode ser modificado por 

eletronegatividade da hemácia (σ), constante dielétrica do meio (D) e força iônica do 

meio(µ). 

Outro fator que interfere na agregação das hemácias em um meio salino é a 

atração intercelular induzida pelas forças de Van der Walls (VAN OSS et al, 1983). 

 

I.3 - Potencializadores 

 

Nas reações imunohematológicas, pode se obter uma aglutinação artificial de 

hemácias sensibilizadas modificando o potencial zeta, através da alteração da força 

iônica do meio (MOORE et al, 1976), e da redução das cargas elétricas negativas da 

superfície eritrocitária. A remoção de moléculas de ácido siálico pelo tratamento das 

hemácias com enzimas proteolíticas permite a redução das cargas negativas 

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

Outra forma de diminuir o potencial zeta é aumentando a constante dielétrica, 

através da variação da composição do meio pela adição de substâncias 

macromoleculares como a albumina (POLLACK et al., 1977), Dextran (BUXBAUM 

1982), Polietilenoglicol e outros (AABB, 2002). 
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I.3.A - Solução salina de baixa força iônica (LISS) 

 

Uma proteína possui muitos grupos carregados positiva e negativamente 

provenientes das cadeias laterais dos aminoácidos. As moléculas irão interagir umas 

com as outras, com pequenos íons de cargas opostas e com água, assim, ocorrem 

interações proteína-proteína, proteína-água e proteína-íons.  

Moléculas de água apresentam maior capacidade de sovatação de partículas 

menores como os íons, portanto os sais tendem a desidratar as proteínas, atraindo as 

moléculas de água do meio, de modo a ficar menos água disponível para as moléculas 

protéicas. Quando as proteínas estão em soluções com baixas concentrações de sais há 

um aumento da quantidade de moléculas de água fixadas à moléculas protéicas. 

Soluções salinas de baixa força iônica consistem em uma solução com menor 

concentração de cloreto de sódio. A solução descrita como LISS por Löw e Masseter 

(1974) propõe uma redução de 20% de cloreto de sódio quando comparado com uma 

solução isotônica normal.  A formula proposta se caracteriza por apresentar uma 

solução salina 0.17M /180 mL, tampão fosfato 0.15M /20 mL e sódio glicinado 0.3M/ 

800 mL (LOW & MASSETER, 1974). 

Reduzindo o número de íons de sódio (Na+) e cloreto (Cl-) livres em solução, a 

camada iônica ao redor da hemácia será menor favorecendo ligações não covalentes que 

são dependentes da distância entre o sítio combinatório dos anticorpos com o 

determinante antigênico na membrana eritrocitária. A taxa de associação de antígenos e 

anticorpos será maior necessitando, desta forma, de menor tempo de incubação para a 

formação de complexos antígenos / anticorpos (DANIELS 2007). 

 

I.3.B - Enzimas proteolíticas 

 

Várias enzimas proteolíticas são utilizadas como potencializadores de reação de 

aglutinação como tripsina, quimiotripsina, ficina, neuramidase, papaína e a bromelina. 

Entre elas as duas últimas são as mais utilizadas como potencializadores em reação de 

aglutinação. 
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A enzima papaína (EC 3.4.22.2) pertence à família de protease de cisteína C1. 

Consiste de uma única cadeia polipetídica simples, não glicosilada com 212 

aminoácidos, 3 pontes disulfeto e um grupo sulfidril necessário para a sua atividade. 

Esta enzima é extraída do látex do mamão Carica papaya. (BARRET et al, 1998, 

BEYNON & BOND, 1989) 

A enzima bromelina (EC 3.4.22.32) pertence à família de protease de cisteína 

C1.  É uma endopetidase extraída do talo do abacaxi (Anana comosus) e possui uma 

cadeia simples, glicosilada com sete aminoácidos cisteína e prováveis 3 pontes 

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

Enzimas proteolíticas ou proteases catalisam a quebra das ligações peptídicas 

entre os aminoácidos das proteínas. As proteases constituem uma grande família, 

dividida em exopeptidases e endopeptidases, de acordo com a posição da ligação 

peptídica a ser clivada na cadeia do aminoácido. As exopeptidases atuam somente nos 

finais das cadeias polipeptídicas na região amino ou carboxi terminal livre, liberando 

resíduo de aminoácido e peptídeos. As endopeptidases atuam preferencialmente nas 

regiões internas da cadeia polipeptídica entre as regiões amino e carboxi terminal e não 

aceitam substratos com grupos terminais amino ou carboxílico carregados. Elas podem 

ser ainda subdivididas de acordo com o grupo reativo de seu sítio ativo envolvido com a 

catálise em serina-, cisteína-, aspártico- e metallo- endoproteinases. (BARRET et al, 

1998, BEYNON & BOND, 1989) 

Serina peptidases possuem um resíduo de serina em seu centro ativo, enquanto 

as aspártico-peptidases têm duas unidades de ácido aspártico no seu centro catalítico. 

Cisteína-proteases apresentam um aminoácido cisteína e as metalo-proteases usam um 

íon metal no seu mecanismo catalítico. (BARRET et al, 1998, BEYNON & BOND, 

1989) 

O mecanismo usado para clivar uma ligação peptídica envolve a produção de um 

resíduo de aminoácido (peptidases de serina, cisteína e treonina) ou a formação de uma 

molécula de água nucleofílica (peptidases de ácido aspártico e ácido glutâmico e 

metaloproteases) capaz de atacar o grupo carbonil da ligação peptídica. Grupos 

doadores de prótons presentes no aminoácido histidina são os responsáveis pela 

ativação do grupo sulfidril de um resíduo de cisteína de seu sítio ativo (BARRET et al, 

1998, BEYNON & BOND, 1989). 
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Hemácias tratadas com enzimas proteolíticas são principalmente utilizadas em 

imunohematologia para a pesquisa de anticorpos, pois a remoção de fragmentos de 

glicoproteínas na membrana eritrocitária permitem maior proximidade entre as 

hemácias e melhor acesso dos anticorpos aos antígenos eritrocitários (DANIELS 2007) 

(Figura 12) ( 

Tabela 1). 

 

 

 

Figura 12 - Ação de enzimas e sítios de clivagem na banda 3, maior glicoproteína da 

membrana eritrocitária. Modelo de um segmento de proteína banda 3 da membrana 

eritrocitária contendo 12 segmentos transmembrana. Indicação do sitio de clivagem das 

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

da hemácia (DANIELS, 2007).  

Alguns efeitos da clivagem de glicoproteínas de membrana de hemácia por 
tratamento enzimático 

E
fe

it
o 

1 Retirada de moléculas de 
ácido siálico,  principal 

contribuição para redução da 
carga negativa da hemácia 

Redução de Cargas negativas 

Permite que células se 
aproximem, reduzindo a 

distância entre moléculas de 
anticorpos 

   

E
fe

it
o 

2 Glicoproteínas são 
hidrofílicas (Atraem 
moléculas de água). 

Moléculas de água precisam 
ser compartilhadas pelas 

hemácias vizinhas 

Faz com que os eritrócitos se 
aproximem uns dos outros 

E
fe

it
o 

3 Estruturas de glicoproteínas 
sobressaem da superfície da 

membrana eritrocitária 

Redução do impedimento 
estérico 

Antígenos mais facilmente 
acessíveis aos anticorpos 

   

E
fe

it
o 

4 

Transportam certos 
antígenos 

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

Anticorpos com essas 
especificidades não são 

detectados. 

 

   

 

A remoção de ácido siálico reduz diretamente a carga elétrica da superfície 

eritrocitária o que provoca uma redução do potencial zeta ( 

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

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

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

 

Enzimas Potencial Zeta ξ 
(mV) 

% de redução de 
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 

Papaína -8.52 37.8 

Tripsina -7.28 46.8 

Normal -13.70 0 

 
 

 

I.3.C - Dextran 

Dextran é um polissacarídeo de carboidrato produzido por fermentação 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 agregação de hemácias.  

 

 

Figura 13 - Estrutura de um segmento de uma molécula de dextran. 
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Os mecanismos do dextran envolvidos na agregação eritrocitária ainda não estão 

completamente esclarecidos e dois modelos experimentais foram descritos. No primeiro 

(CHIEN & JAM 1973, CHIEN et al. 1983, PRIBUSH et al. 2007) a formação de pontes 

entre as células ocorre quando macromoléculas de polímeros são adsorvidas à superfície 

celular devido à alta afinidade do polissacarídeo à membrana da hemácia. A camada de 

polímero adsorvida altera o potencial químico dos íons na parte difusa da dupla camada 

elétrica movendo o plano de cisalhamento para longe da superfície alterando o potencial 

zeta. O segundo modelo (BROOKS et al., 1973 e NEU et al. 2008) propõe que a 

agregação ocorre por redução de proteínas ou polímeros localizados próximos à 

superfície celular em relação ao meio. Essa exclusão de macromoléculas provoca um 

gradiente osmótico e movimentação de fluidos para fora do espaço intercelular criando 

uma pressão negativa que leva à atração entre as células.  

 

I.3.D - Polietilenoglicol 

 

O polietilenoglicol (PEG) é um polímero sintético neutro, linear ou de cadeia 

ramificada, obtido por polimerização do óxido de etileno com moléculas de água e 

disponível em uma grande variedade de pesos moleculares (Figura 14). Solubiliza-se em 

água e em alguns solventes orgânicos como tolueno, cloridrato de metileno, etanol e 

acetona, por essa característica de solubilidade é freqüentemente descrito como 

anfifílico (HARRIS, 1992). 

 

HO − (CH2CH2O)n − CH2CH2OH 

 

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

polimerização. 

 

O grupo terminal hidroxila da molécula de PEG fornece um sítio para ligações 

covalentes a outras moléculas e/ou superfícies. Moléculas na qual o PEG normalmente 

está ligado permanecem ativas, demonstrando que a ligação do PEG não desnatura 

proteínas ou dificulta a aproximação de outras moléculas pequenas. Sendo não 
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antigênico nem imunogênico vem sendo amplamente utilizado na biotecnologia e 

biomedicina, principalmente por excluir, em ambiente aquoso, outros polímeros de sua 

vizinhança, não se solubilizando com eles. Não provoca a diminuição da atividade de 

proteínas, sendo biodegradável e atóxico (HARRIS, 1992).  

A formação de sistema de duas fases de polímeros aquosos é utilizada na 

purificação de materiais biológicos por separação entre duas fases formadas pela 

solução de dois polímeros (tipicamente PEG e dextran) em tampão aquoso (HARRIS, 

1992). 

Em 1977 pesquisas pioneiras de Abuchowski e colaboradores descreveram o 

potencial de conjugar PEG às proteínas por ligações covalentes. Esta técnica é bem 

conhecida hoje como peglação que é o processo de unir as cadeias do polímero PEG a 

proteínas, enzimas e drogas ajudando a mudar e melhorar na segurança e eficiência 

terapêutica. Produzem alterações das propriedades físico-químicas incluindo mudanças 

na conformação, ligações eletrostáticas, hidrofilicidade etc. Essas mudanças físicas e 

químicas aumentam a retenção de determinados agentes terapêuticos além de 

influenciar na afinidade de ligações do meio terapêutico com receptores celulares 

alterando o padrão de absorção e distribuição (HARRIS, 1992). 

PEG em meio aquoso atua como uma molécula muito móvel com uma grande 

capacidade de exclusão de água e outros polímeros (HARRIS, 1992). Dessa forma sua 

ação é eliminar a água da superfície da hemácia, aumentado a concentração de 

anticorpos e favorecendo a ligação dos anticorpos com os sítios antigênicos (DEMAN 

& OVERBEEKE, 1990). 

 

I.4 - Pinça óptica 

 

Em 1986, Ashkin e colaboradores demonstraram o uso de uma técnica para 

capturar partículas dielétricas, como micro-esferas e células, baseada na transferência de 

momento1 dos fótons. Essa transferência de momento da luz foi descoberta por Einstein 

                                                 
1 A segunda lei de Newton da mecânica, força igual a massa vezes aceleração, pode ser  escrita como 

( )vv m
F m

t t

∆∆
= =

∆ ∆
. A grandeza vetorial vp m=  é chamada de momento linear, ou simplesmente 

momento. Também se chama Quantidade de Movimento. Em termos do momento a força vetorial pode 
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para explicar o Efeito Fotoelétrico, trabalho pelo qual ele ganhou o prêmio Nobel. 

Nesse trabalho ele criou o conceito de partículas de luz, que chamou de fótons, capazes 

de transportar momento mecânico e energia. Os trabalhos iniciais de levitação de 

partículas com luz de Ashkin utilizavam até seis feixes de laser contra-propagantes, dois 

para cada dimensão x, y e z, para capturar ou levitar partículas nas três dimensões. Por 

volta de 1986 ele percebeu que seria suficiente um feixe apenas, mas altamente 

focalizado, para capturar partículas nas três dimensões. É essa captura com apenas um 

feixe que é hoje denominada Pinça Óptica. 

Uma pinça óptica a laser consiste, portanto, de um único feixe de laser que após 

incidir perpendicularmente em uma lente, tem seus raios fortemente focalizados num 

ponto interior a uma partícula. Para comprimentos de ondas menores do que as 

partículas aprisionadas, a captura pode ser entendida a partir do desvio da trajetória dos 

raios da óptica geométrica. Existe, portanto, uma transferência de momento sempre que 

a trajetória de um raio é desviada.  

A forma mais intuitiva de entender o princípio de operação da “armadilha 

óptica” é examinar dois raios, um de cada lado, de um feixe de laser cônico que se 

encontrarão no foco. Pode-se imaginar o fóton como uma partícula que ao ter sua 

trajetória desviada obriga o objeto que a desviou a sofrer um recuo na direção de F , 

como mostra a Figura 15a. Os raios a e b da Figura 15b se encontrariam no foco f se não 

houvesse a esfera. O desvio desses raios produz os recuos na direção aF  e bF , e a 

combinação dos dois leva ao recuo na direção F . O recuo F  tende a obrigar o centro 

da esfera (o) a coincidir com o foco do laser f. Desta forma, um feixe de laser focalizado 

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

                                                                                                                                               

ser escrita como 
p

F
t

∆
=

∆
, ou seja, sempre haverá uma força associada à uma variação do momento. 

Note que, como momento é um vetor, basta uma mudança na direção do momento para que uma força 
seja criada.  
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Figura 15 - Esquema das forças envolvidas na captura de partículas. a) Sentido do 

desvio sofrido pelo objeto quando o laser (fóton) incide sobre esse objeto. b) Centro da 

esfera coincidindo com o foco de dois raios de laser produzindo uma força que mantém 

a esfera aprisionada no foco do laser. 

 

As forças ópticas por desvio da trajetória dos raios são muito pequenas. Pinças 

ópticas muito boas podem gerar forças de até 200 pico-Newtons [ 12200 10−×  N], com 

potências de laser abaixo do limiar de danos térmicos às partículas. Apesar das forças 

ópticas envolvidas nessa pinça serem muito pequenas, em torno de 0,1 a 200 pico- 

Newtons, as acelerações podem ser muito grandes devido à massa muito pequena no 

caso de partículas microscópicas. Um cubinho de 1 1 1m m mµ µ µ× ×   de água tem um 

volume de 18 3 1510 10m litros− −= , com uma massa, portanto, de 1510 kg− . A aceleração 

devido à força óptica para essa partícula seria de 
12

5 2
15

200 10
2 10 /

10

F N
a m s

m kg

−

−

×
= = = ×  

que corresponde a 42 10×  gravidades. O aumento da dimensão da partícula por um fator 

de 10 aumenta sua massa por um fator de 1000, logo a aceleração máxima para uma 

partícula de 10 µm seria de 20 gravidades, e para uma partícula de 100 µm seria de 0,02 

gravidades. Assim a pinça óptica é capaz de capturar partículas com tamanhos até da 

ordem de 30 - 50 µm. 

Desde os primeiros trabalhos então, a pinça óptica vem sendo amplamente 

utilizada em diferentes áreas da biologia celular em duas vertentes: (1) como micro-

ferramenta de manipulação e (2) como micro-ferramenta de medida de propriedades 
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bio-mecânicas no nível microscópico. A vantagem da pinça óptica como ferramenta 

para medidas de propriedades biomecânicas é a sua sensibilidade, podendo medir forças 

tão pequenas quanto 10 femto-Newtons [10-15] até 200 pico-Newtons. Existem situações 

em que a força de adesão ultrapassa 100-200 pico-Newtons, nas quais a pinça óptica 

não deve ser utilizada. Nesse caso a técnica de contacto de força atômica pode alcançar 

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

Como micro-ferramenta de manipulação, a pinça óptica já foi utilizada para 

inserir DNA no interior de diferentes tipos de células (BUER et al., 1997), e mesmo 

para fertilizações in vitro e fusão de células (OBRUCA et al., 1997). 

Como ferramenta de medida, a pinça óptica já foi utilizada para mensurar forças 

de proteínas do miocárdio (miosinas) (SUGIURA et al., 1998), para caracterização de 

motores biológicos moleculares (THOMAS et al., 1998) e rigidez flexural de 

microtúbulos (FELGNER et al., 1996), para medir o comprimento de uma molécula de 

DNA (SAGATA & SOGAWA et al., 1998) e até a motilidade de espermatozóides 

humanos KONIG et al., 1996). Os trabalhos anteriores do grupo de pesquisa da 

UNICAMP envolveu a medida de elasticidade de hemácias em diversas condições 

patológicas e fisiológicas (HURUTA et al., 1997, HURUTA et al, 1998, BARJAS-

CASTRO et al, 2000, BRANDÃO et al, 2003a, BRANDÃO et al, 2003b). 

 

 

 



 45 

I.5 - Justificativas 

 

A mensuração das cargas eritrocitárias poderá contribuir para o melhor desempenho do 

teste de hemoaglutinação utilizados na rotina transfusional. 

- Em serviços de hemoterapia, a grande maioria dos testes 

imunohematológicos transfusionais é baseado em reações específicas entre 

antígenos e anticorpos. Os anticorpos antieritrocitários IgG são 

monômeros, e não são capazes de sensibilizar e aglutinar sem a adição na 

reação de elementos que aproximam as hemácias. Para tanto, é necessária 

a introdução de substâncias potencializadoras que geralmente atuam no 

potencial zeta e diminuem a distância entre as células favorecendo a 

aglutinação. A especificidade e sensibilidade das reações 

imunohematológicas dependem diretamente do uso adequado destas 

substâncias. Existem no mercado diversos tipos de potencializadores 

utilizados nas rotinas transfusionais, porém, a padronização das reações é 

baseada exclusivamente no desempenho de testes qualitativos, verificando 

a presença ou ausência de aglutinados celulares. Assim, uma avaliação 

quantitativa da eficiência das diferentes substâncias potencializadoras ou 

mesmo de novos produtos poderiam melhorar a qualidade dos testes 

imuno hematológicos pré-transfusionais e principalmente facilitar a 

padronização em rotinas automatizadas. 

 

Uma metodologia que permita o estudo do comportamento elétrico das cargas 

eritrocitárias poderá no futuro contribuir para a melhor compreensão de alterações de 

membranas presentes em diversas doenças hematológicas, durante o armazenamento e 

irradiação de concentrado de hemácias (CH) para fins transfusionais e também em 

doenças trombóticas e vaso oclusivas.  
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II - OBJETIVOS 
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Desenvolver métodos, utilizando pinça ótica dupla que permitam: 

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

redor da hemácia. 

• Mensurar a força de agregação eritrocitária utilizando a pinça óptica 

dupla em hemácias diluídas em plasma humano normal e associado a 

meios potencializadores da reação de aglutinação. 
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III - MATERIAIS E MÉTODOS 
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III.1 - Pinça Óptica 

 

O sistema de pinça óptica utilizado nesse trabalho (Figura 16) foi constituído de 

um feixe de laser Nd:YAG (neodímio: yttrium alluminum garnet) que opera de modo 

contínuo no infravermelho, em um comprimento de onda de 1064 nm, pois nessa região 

a absorção é pequena e não há 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 está acoplada a um microscópio (Olympus Optical Co. Ltd, Tokyo, Japan) 

equipado com uma minicâmera (JVC Company of America, Elmwood, NJ) que registra 

a imagem em tempo real. As imagens obtidas foram visualizadas em televisão ou 

monitor de microcomputador e também foram gravadas em fita VHS ou diretamente no 

computador através de uma placa de captura de vídeo. Desta forma, as imagens obtidas 

puderam ser analisadas qualitativamente com auxílio do software Image Pró-Plus 

(Image-Pro Plus, Media Cybernetics, Bethesda, MD), que permitiu determinar o espaço 

percorrido por uma hemácia ou o deslocamento sofrido pela esfera. 

 

 

 

Figura 16 – Esquema de montagem de sistema de pinça óptica dupla (Revista Pesquisa 

Fapesp, 2000). 
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Focalizando dois feixes de laser em duas posições diferentes obtém-se uma 

pinça óptica dupla, com a qual é possível exercer tração em uma partícula puxando as 

extremidades em direções opostas. Para medir a força de tração uma das pinças não 

deve prender diretamente a partícula, mas uma microesfera pré-calibrada que se liga 

fortemente na partícula. Nesse caso, a medida do deslocamento dessa microesfera 

fornece o valor da força.  

 

Pinça Dupla.  

 

A pinça óptica dupla foi montada utilizando um laser que possui polarização 

paralela. Este sistema apresenta como vantagens, bom desempenho e manutenção da 

potência. Uma placa de meia onda foi utilizada para permitir que a polarização girasse 

livremente além de possibilitar uma distribuição do laser nos sentidos vertical e 

horizontal. Dessa forma a polarização pôde ser distribuída 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 polarização paralela e refletindo a outra com 

polarização 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 microscópio. Uma placa de meia onda H2 foi utilizada como 

um atenuador, para controlar a potência de um único feixe ou uma única pinça óptica. 

Com essas duas placas foi possível controlar individualmente a potência em cada uma 

das pinças. 
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G - Espelhos  

H - Placa de meia onda 

L - Telescópios 

PB - Beam splitter 

Figura 17 - Esquema de montagem dos espelhos para divisão dos laser e formação da 

pinça 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 reflexão do laser em 

torno do centro da abertura traseira da objetiva. Com isso, a cada reflexão, o feixe não 

se deslocava lateralmente e permitia que o laser fosse movimentado sem desalinhar o 

sistema de duas pinças ópticas e sem perder a potência. As deflexões dos feixes através 

da movimentação dos espelhos “gimbal mounts” possibilitou o movimento das pinças 

no microscópio. Para garantir que uma rotação em torno do “gimbal mounts” fosse uma 

rotação em torno do centro da objetiva, foi necessário usar um conjunto de telescópios 

L1+L2. Telescópios L3+L4 e L5+L6 , foram também utilizados para que o foco do laser 

coincidisse com o plano de visão do microscópio e assim possibilitasse a observação 

das partículas aprisionadas. 

 

III.1.A - Uso de microesferas nas medidas de força 

 

O cálculo de forças ópticas e hidrodinâmicas em objetos que não são esféricos é 

praticamente impossível. Assim a microesfera é utilizada como um calibrador cuja 

precisão está intimamente ligada com a concordância de forças que agem sobre ela e a 

força que se deseja obter é sempre medida através do quanto essa força desloca o centro 

da microesfera em relação à posição de feixe de laser. Quando movimentamos uma 
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microesfera capturada pela pinça óptica a uma velocidade constante em um fluido, 

forças ópticas e hidrodinâmicas agem sobre a mesma. No equilíbrio, se o modelo 

teórico e hidrodinâmico forem adequados, as forças deverão coincidir 

experimentalmente. 

A calibração para medida da força consiste em arrastar uma microesfera de raio 

conhecido em um fluido com uma determinada velocidade varraste anotando o 

deslocamento da mesma em relação à posição de equilíbrio na qual varraste = 0. 

Conhecendo a viscosidade do meio pode-se obter o valor da força hidrodinâmica, que é 

igual à força óptica.  

 

III.2 - Coleta das amostras de sangue 

 

As amostras de sangue foram obtidas do tubo coletor de unidades de 

concentrado de hemácias, do Hemocentro da UNICAMP. O sangue dos doadores foi 

coletado em bolsa contendo CPDA1 (citrato, fósforo, dextrose e adenina) (Fresenius, 

Asem-NPBI, Itapecerica da Serra, São Paulo, Brasil) segundo padronização da AABB 

(AABB, 2002) e Diretrizes Brasileira, Resolução RDC 153 (ANVISA/2004). Todos os 

doadores de sangue assinaram o termo de consentimento pós informado (Anexo 1) 

padronizado pelo próprio Hemocentro da UNICAMP.  

 

III.3 - Medida do tamanho da dupla camada de íons e potencial zeta 

 

Para medidas do tamanho da dupla camada de íons e do potencial zeta foi criado 

uma câmara experimental que possibilitou a reprodução das mesmas condições 

eletrolíticas das reações de hemoaglutinação utilizadas na prática imunohematológica.  

A câmara foi confeccionada em acrílico e possui dois reservatórios laterais que 

se comunicam através de um canal de 25 mm de comprimento, 1 mm de largura e 75 

µm 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 anódico e não reativo 

em processos eletrolíticos. Para geração de um campo elétrico foi utilizada uma fonte de 

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

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

 

 

III.3.A - Preparo das amostras 

 

As amostras selecionadas foram grupo O Rh (D) positivo e foram diluídas em 

soro do grupo sanguíneo AB (0.5:500 µL). Microesferas de sílica (Bangs Laboratories, 

Inc., USA) de 4 µm de diâmetro foram diluídas (50:1000 µL) em soro fisiológico 0.9% 

e posteriormente adicionadas (10 µL) na suspensão de hemácias. 

 

III.3.B - Metodologia de medida do tamanho da dupla camada de íons 

e potencial zeta 

 

Nas medidas de potencial zeta e tamanho da dupla camada de íons, a solução 

com hemácias e microesferas foi colocada na câmara em volume suficiente para que a 

única comunicação do liquido com os dois lados do reservatório ocorresse apenas pelo 

canal. Focalizando o material presente no canal e com o auxílio da pinça óptica, foi  

(a) 

(b) 

(c) 
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formado um conjunto composto pela esfera e hemácia (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 força do 

deslocamento da esfera de sílica ligada a uma única hemácia em resposta às voltagens 

aplicadas. O deslocamento da esfera é conseqüência do movimento da hemácia, gerado 

pelas cargas negativas da membrana em relação ao campo elétrico aplicado. O 

deslocamento obtido em cada uma das voltagens foi mensurado com o auxilio do 

programa Image pró-plus (Image-Pro Plus, Media Cybernetics, Bethesda, MD) e 

posteriormente foi realizado os cálculos do tamanho da dupla camada de íons conforme 

modelo proposto por FONTES et al., 2008.  
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Figura 19 - Representação esquemática da medida do tamanho da dupla camada de íons 

e potencial zeta. Conjunto de mcroesfera e hemácia preso pelo pinça óptica 
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Figura 20 – Representação da medida da dupla camada de íons. 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 cálculo da dupla camada de íons, isto é conjunto esfera-hemácia e câmara.  

O valor do potencial zeta foi obtido da velocidade terminal com que a hemácia-esfera 

percorreu o plasma após ter sido solta da pinça óptica, quando aplicado a voltagem de 

100V (Figura 21). 

 

Figura 21 - Medida do potencial zeta. Na figura a observa-se a hemácia ligada a uma 

esfera presa pela pinça óptica em situação 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 (hemácia e esfera) percorreu o plasma . Os cálculos da medida do 

tamanho da dupla camada de íons e potencial zeta estão descritos no anexo. 

 

III.4 - Medidas de quantificação da força de agregação eritrocitária 

 

III.4.A - Preparo das amostras  

 

As medidas de agregação eritrocitárias foram realizadas em três condições: 

• Hemácias diluídas em plasma normal (controle) 

• Na presença de anticorpos dirigidos contra antígenos eritrocitários. 

• Associado a meios pontencializadores da reação de aglutinação 

 

As soluções utilizadas para as medidas de agregação eritrocitária foram 

preparadas conforme descrito na Tabela 3 
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Tabela 3 - Condições dos experimentos para mensuração da agregação 

eritrocitária. Descrição do meio diluente, volume de amostra de hemácias, solução de 

esfera e anticorpos utilizados nas medidas de agregação eritrocitária. 

 

Amostra Meio diluente 
Concentrado 
de Hemácia 

(Ht 70%) 

Solução 
de esfera 

Anticorpo 

Controle Soro AB 500 µL 5 µL 10 µL - 

Anticorpo anti-Dp Soro AB 500 µL 5 µL 10 µL 5 µL 

Anticorpo anti-Dp+m Soro AB 500 µL 5 µL 10 µL 5 µL 

Anticorpo anti-Dp+m Soro AB 500 µL 5 µL 10 µL 10 µL 

PEG Soro AB 250 µL + Sol. PEG 20% 250 µL 5 µL 10 µL - 

Dextrano Soro AB 250 µL + Sol. Dextrano 0.15% 250 µL 5 µL 10 µL - 

LISS Soro AB 250 µL + Sol. LISS 250 µL 5 µL 10 µL - 

LISS e anticorpo anti-Dp Soro AB 250 µL + Sol. LISS 250 µL 5 µL 10 µL 5 µL 

Bromelina Soro AB 250 µL + Sol. Bromelina 15% 250 µL 5 µL 10 µL - 

Hemácia tratada com 

papaína (2 estágios) 
Soro AB 500 µL 5 µL 10 µL - 

p = policlonal  
m = monoclonal 
LISS= Solução de baixa força iônica 

 

 

Para todas essas condições foram feitas as mesmas diluições variando apenas o 

meio diluente. As amostras selecionadas do grupo O Rh (D) positivo foram diluídas em 

um meio diluente (0.5:500 µL). Microesferas de sílica (Bangs Laboratories, Inc., USA) 

de 4 µm de diâmetro foram diluídas (50:1000 µL) em soro fisiológico 0.9% e 

adicionadas (10 µL) na suspensão de hemácias (Tabela 3). 

Nas amostras controle foi utilizado como meio diluente soro AB. Nas análises 

com anticorpos, os soros contendo anticorpos anti-D policlonal (5 µL) (Biotest, 

Itapicirica da Serra, SP, Brazil) e Policlonal + monoclonal (5 µL e 10 µL), (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 reação: meio de baixa força iônica (LISS), polietilenoglicol e as 

enzimas, bromelina e papaína. A bromelina foi apenas adicionada à reação técnica 

conhecida como tratamento enzimático eritrocitário em um estágio. Nas reações com 

papaína, às hemácias foram previamente incubadas com solução de enzima (hemácias 

70% + solução de papaína e 5 min incubação), esta padronização é denominada 

tratamento enzimático em dois estágios. Ambos métodos são utilizados regularmente e 

padronizados em rotinas imunohematológicas transfusionais (AABB, 2005). 

Preparo dos meios potencializadores de reações 

As soluções potencializadoras, previamente preparadas como descrito abaixo, 

foram diluídas em soro AB (1:1 v/v) 

• Polietilenoglicol - PEG 20% Wt = 3350 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

diluído em tampão fosfato - PBS pH 7.2 (Laborclin, Pinhais, PR, Brazil). 

• Dextrano 0,15% Wt = 6400-7600 (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) diluída em 

soro fisiológico 0,9%. 

• Solução de baixa força iônica - LISS (ID-Diluente 2, DiaMed, Lagoa Santa, 

MG, Brazil).  

• Bromelina 15% (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) diluída em soro fisiológico 

0,9%. 

• Papaína (ID-papain, DiaMed, Lagoa Santa, MG, Brasil). 

Amostras de hemácias foram tratadas com solução de papaína (ID-papain, 

DiaMed, Lagoa Santa, MG, Brasil) utilizando técnica em 2 estágio (AABB, 2005) e 

posteriormente preparada a suspensão utilizando como meio diluente soro AB. 

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

µL) (Biotest, Itapicirica da Serra, SP, Brazil). 
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III.4.B - Metodologia de quantificação da força de agregação 

eritrocitária 

 

A medida da força de agregação foi realizada através do sistema de pinça óptica 

dupla com microesferas calibradas. Nessa dissertação o termo agregação foi utilizado 

para a medida do deslocamento de duas hemácias agregadas. As amostras foram 

colocadas em câmara de Neubauer e levadas ao microscópio. As hemácias foram 

escolhidas aleatoriamente, cada célula foi pinçada por um feixe de laser e então 

aproximadas pelas pinças ópticas para que as hemácias pudessem aglutinar ou, 

conjuntos de duas hemácias que se formavam espontaneamente foram aleatoriamente 

escolhidos. Posteriormente, uma das pinças liberou o conjunto de duas células para que 

uma microesfera pudesse ser capturada. Desta forma o conjunto de hemácias foi 

aproximado da microesfera, onde ocorreu uma ligação inespecífica (Figura 22). 

Capturadas as células e a esfera, a segunda hemácia foi arrastada à velocidades 

constantes (2x10-7, 5x10-7, 7x10-7, 1.2x10-6, 1.8x10-6, 3.2x10-6 m/s) através do meio 

diluente utilizando um estágio de translação que permite movimentar o feixe de laser 

1,6 µm de distância para cada uma das velocidades determinadas. Para controlar os 

movimentos do sistema de translocação 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)  

 

         

 

Figura 22 - Medida de agregação de hemácia utilizando pinça óptica dupla. O modelo 

consiste em uma microesfera de sílica e duas hemácias em uma câmara de Neubauer 

com meio diluente (soro AB). 

1ª 2ª 

Esfera de 
sílica 

Hemácias 
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Figura 23 - Tela do controle de velocidade utilizado para medidas de agregação 

LabView (National Instruments, Austin, USA). 

 

As imagens obtidas foram gravadas em vídeo ao mesmo tempo em que foram 

digitalizadas usando uma placa de captura de imagens (Pinnacle System, Califórnia 

USA) e o software Adobe Premier (Adobe Systems Incorporated, Seattle, WA). O 

experimento consistiu na medida do deslocamento do centro da microesfera em relação 

à sua posição de equilíbrio. As análises de deslocamento foram realizadas pelo software 

Image Pró-Plus (Image-Pro Plus, Media Cybernetics, Bethesda, MD) (Figura 24) onde 

foram obtidos os valores do deslocamento da esfera em relação à posição de repouso. 

Esses dados foram utilizados em um programa matemático (Anexo 4) que converteu 

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

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

estudo da agregação eritrocitária. 

 

Tabela 4 - Valores obtidos em uma das medidas de agregação eritrocitária. Posição da 

esfera, deslocamento da esfera em relação ao repouso e a força (pN). 

 

Velocidade 
(µµµµm/s) 

Posição esfera 

Centro-X 
Deslocamento Força (pN) 

Repouso 14,36 ----- ----- 

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 

 

 



 61 

III.4.C - Cálculos da medida de quantificação da força de agregação 

eritrocitária 

 

A agregação eritrocitária foi determinada pela teoria de Saffman (1975) que 

propõe um modelo em que considera a membrana como uma camada de fluido viscoso 

em um plano infinito (lipídios), separando uma região líquida de menor viscosidade 

(água). As moléculas de proteínas foram consideradas como cilindros com eixos 

perpendiculares em uma camada plana, realizando movimentos laterais e rotacionais 

(Figura 25). Esse deslocamento da partícula cilíndrica em um modelo de membrana 

bilipídica foi calculado por Saffman que, mostrou que a viscosidade, η do meio em que 

a partícula está deve ser considerada para o calculo do coeficiente de deslocamento da 

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

 

 

 

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

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

 

Na equação 1, ηηηηs é a viscosidade na superfície da membrana, ηηηη é a viscosidade 

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

1
4

ln ( / )
π η

η η
=

−
sF u

s a C
   [Equação 1] 

Considerando que N proteínas estão envolvidas, a força será dada por: 

1
4

ln ( / )
π η η

η η
= =

−
s m

s

F N u u
a C

 [Equação 2] onde ηηηηm é a viscosidade aparente da 

membrana (poise). 
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Considerando que duas células são analisadas juntas, em cada medida e a força 

óptica é igual a força viscosa (ηm = 3x10-3), o valor obtido foi ηm = 1.5x10-3 poise.cm.  

A Figura 26 mostra os resultados de força óptica (N) em função da velocidade de 

deslocamento (m/s) e a linha reta formada pelos pontos (R2=0.9879) com coeficiente 

angular (Ns/m) é a força da agregação eritrocitária (1 Ns/m = 1000 poise.cm). 

Força ótica x velocidade deslocamento
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2
 = 0,9891
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Figura 26 - Força óptica em função da velocidade. A força foi obtida pelo deslocamento 

da esfera de sílica, quando a segunda hemácia foi submetida a velocidades constantes 

variando de 2x10-7 a 3.2x10-6 m/s. 

 

III.5 - Análise Estatística 

Os dados foram processados usando o programa estatístico R: A language and 

enviroment for statistical computing Develpment (R Fundations for Statistical 

Computing, Vienna, Áustria). Os dados foram apresentados como “Box e whisker plot” 

que são simples representações diagramáticas dos cinco números sumários: mínimo, 

quartil inferior, mediana, quartil superior, máximo. A forma básica destes “plots” 

mostra uma caixa definida pelos quartis superior e inferior com a mediana marcada pela 

subdivisão da caixa. Os “whiskers” se estendem de ambas as extremidades da caixa 

mostrando os valores máximo e mínimo. A comparação estatística entre dois grupos 

relacionados foi realizada pelo método não 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 íons 

 

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

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

 

Tabela 5 - Cinco medidas do tamanho da dupla camada de íons (µm) de amostras 

controle. Os resultados foram calculados pelo deslocamento da esfera (µm) quando 

aplicadas diferentes voltagens (V). 

 

 

Hemácia 
analisada 

Dupla camada de íons 

(µm) 

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 três doadores foram analisadas para testar a viabilidade de 

medidas do potencial zeta utilizando a pinça óptica (Tabela 6). 
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Tabela 6 – Vinte e três medidas do potencial zeta (mV) de amostras controle. Os 

resultados foram obtidos da mensuração da velocidade terminal da microesfera-hemácia 

(µm/s) em um campo elétrico (V). 

 

Hemácia analisada 
Potencial zeta 

(mV) 
 Hemácia analisada 

Potencial zeta 
(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 força de agregação eritrocitária 

 

Foram realizadas 75 medidas de agregação eritrocitária, sendo 20  controles e 55 

medidas utilizando anticorpos (anti-D) com e sem solução potencializadora. 

A mediana dos resultados dos controle foi de 1x10-3 (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 µL) 2x10-3 (1x10-3 a 4x10-3) poise.cm, anti-D 

policlonal (5µL) e LISS 2x10-3 (5x10-4 a 4.5x10-3) poise.cm, anti-D policlonal e 

monoclonal (5 µL) 1.5x10-3 (5x10-4 a 2x10-3) poise.cm, anti-D policlonal e monoclonal 

(10µL) 2x10-3 (1x10-3 a 4x10-3) poise.cm (Tabela 7).  
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controles AntiD p 5µl AntiD p 5µl + LISS AntiD p+m 5µl AntiD p+m 10µl

0.000

0.001

0.002

0.003

0.004

0.005

N = 21

N = 14

N = 18 N = 10

N = 17

Referência

P < 0.001

P < 0.001

P = 0.024

P < 0.001

(Wilcoxon rank sum test)

Tabela 7 - Medidas de agregação eritrocitária (poise.cm) de amostras controle e 

amostras com diferentes soros anti-D. Os resultados foram obtidos do cálculo do  

deslocamento da esfera em função da velocidade (µm/s) 

Amostras de hemácias Número de células analisadas 
Agregação eritrocitária 

poise.cm x 10-3 
Mediana (min-max) 

Controle 20 1.0 (0.1 - 2.5) 

Anti-Dp 5 µL 15 2.0 (1.0 - 4.0) 

Anti-Dp 5 µL + LISS 15 2.0 (0.5 - 4.5) 

Anti-Dp+m 5 µL 10 1.5 (0.5 – 2.0) 

Anti-Dp+m 10 µL 15 2.0 (1.0 – 4.0) 

p = policlonal 
m = monoclonal 
LISS= Solução salina de baixa força iônica 

 

Outra forma de análise desses dados constituiu na comparação estatística dos resultados 

de amostras sem anticorpo (controle) com amostras com diferentes tipos de anticorpos, 

onde observou-se uma alteração estatisticamente significante p<0,001 (Wilcoxon rank 

sum test)(Figura 27).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27 - “Box e whisker plot” comparando a distribuição das medidas de agregação 

eritrocitária de amostras controle e amostras analisadas com diferentes soros anti-D 

anti-D policlonal (5 µL), anti-D policlonal (5µL) e LISS, anti-D policlonal e 

monoclonal (5 µL), anti-D policlonal e monoclonal (10µL).  

p = policlonal 
m = monoclonal 
LISS = Solução salina de baixa força iônica 
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Resultados não estatisticamente significativos foram observados quando 

analisado comparativamente  amostras contendo o anticorpos anti-D policlonal (5 µL) 

com as amostras: anti-D Policlonal (5 µL) com LISS e anti-D Policlonal e monoclonal 

(10 µL) (Figura 28). 

 

AntiD p 5µl AntiD p 5µl + LISS AntiD p+m 10µl

0.000

0.001

0.002

0.003

0.004

0.005

N = 14

N = 18

Referência

P = NS

N = 17

P = NS

(Wilcoxon rank sum test)

N = 17

P = NS

(Wilcoxon rank sum test)

 

p = policlonal 
m = monoclonal 
LISS= Solução salina de baixa força iônica 

 

Figura 28 - “Box e whisker plot” comparando a distribuição de agregação eritrocitária 

com soros anti-D policlonal (5 µl) em meio de baixa força iônica (LISS) e  soro anti-D 

policlonal e monoclonal (10 µl). 

 

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

anticorpo anti-D não apresentaram aglutinação. 

Hemácias tratadas com solução de papaína apresentaram alta aderência entre as 

células impossibilitando a realização e avaliação da agregação eritrocitária utilizando a 

pinça óptica dupla. 
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As amostras analisadas com solução de PEG apresentaram uma densa 

precipitação ao redor da célula também impedindo a utilização da pinça óptica dupla 

como ferramenta de medida (Figura 29).  

 

 

 

Figura 29 - Imagem de uma hemácia em solução de PEG. Observa-se formação de 

precipitados ao redor da célula. 

Hemácia 

Precipitados 
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A membrana eritrocitária contém proteínas e glicoproteínas imersas em uma 

bicamada lipídica que possui um comportamento viscoelástico. Algumas glicoproteínas 

contém ácido siálico, que é o principal responsável pelas cargas negativas na superfície 

da hemácia e conseqüentemente pela criação de um potencial elétrico (ζ) repulsivo que 

mantém uma certa distância entre as células. Desta forma quanto maior o potencial 

maior será a tendência de repulsão das hemácias carregadas, evitando assim a adesão.  

O estudo das forças envolvidas na adesão e agregação eritrocitária está intimamente 

relacionado ao conhecimento das características físico-químicas das hemácias e dos 

meios em que estão inseridas.  

A hemácia torna-se eletricamente carregada em contato com um meio aquoso 

polar. As cargas negativas da superfície eritrocitária influenciam a distribuição espacial 

dos íons do meio, que estão próximos à célula, atraindo íons de carga oposta (cátions) e 

repelindo íons de mesma carga (ânions). Assim, forma-se uma camada elétrica positiva, 

na interface da hemácia com o líquido, que tem como objetivo neutralizar eletricamente 

as cargas eritrocitárias. Afastando-se da superfície é formada outra camada composta de 

ânions distribuídos de maneira difusa no meio polar até que a concentração de cargas 

elétricas seja igualada. Quanto maior for a concentração iônica do meio, maior será a 

espessura dessa dupla camada de íons e conseqüentemente maior será o potencial zeta 

(Hunter, 1981).  

Diversos estudos foram desenvolvidos com o objetivo de melhor caracterizar o 

potencial zeta de partículas e de células carregadas eletricamente quando estão em 

soluções. No campo da biologia existem trabalhos que avaliaram este potencial da 

superfície da bactéria (WILSON, et al., 2001; CHIA et al, 2008; ZHAO et al., 2009), de 

plaquetas ( KHOO et al, 2009) e de interações entre células normais e neoplasias com 

nanopartículas (ZHANG, et al., 2008).  
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A técnica mais utilizada para medir o potencia zeta se baseia na mobilidade 

eletroforética de partículas ou células submetidas a um campo elétrico. A relação entre a 

velocidade da partícula 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 

não há estudos sobre tamanho da dupla camada iônica eritrocitária. Neste trabalho, pela 

primeira vez tentou-se medir o tamanho desta dupla camada utilizando a pinça óptica 

dupla. Esta metodologia permitiu que essa medida fosse realizada em associação à 

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

As duas técnicas propostas para avaliar as propriedades elétricas da hemácia, 

utilizando a pinça óptica, 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 íons na hemácia obtivemos  

mediana de 0.85 µm. Não há descrito nenhum estudo dessa mensuração em sistemas 

biológicos, impossibilitando assim a comparação com valores pré-estabelecidos e 

também uma avaliação mais criteriosa desse método. A continuidade deste estudo 

poderá contribuir para a melhor compreensão das propriedades elétricas de diferentes 

células, incluindo relação entre alterações de cargas e determinadas patologias. A 

possibilidade de mensuração da dupla camada iônica na hemácia em diferentes meios 

(soluções), acrescentará importantes informações relacionadas à reação de hemo-

aglutinação, técnica muito utilizada nas grandes rotinas transfusionais. Nestas 

avaliações imuno-hematológicas acrescentamos substâncias potencializadoras de reação 

que interferem na carga elétrica da hemácia e do meio. A melhor compreensão desta 

dinâmica envolvendo cargas proporcionará uma melhora da sensibilidade e 

especificidade dos testes utilizados atualmente assim como na investigação de novos 

meios potencializadores. Importante enfatizar que apesar das existências de várias 
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técnicas que possibilitam a investigação imuno-hematológica transfusional, a reação de 

hemoaglutinação continua ocupando lugar de destaque pela simplicidade, baixo custo, 

boa sensibilidade e reprodutibilidade além de possibilidade de automação, fatores 

importantes em grandes rotinas assistenciais.   

No estudo do potencial zeta, o valor mediano encontrado foi de –14mV e está de 

acordo com parâmetros previamente publicados por POLLACK et. al., (1965) . Estes 

autores trabalharam com mobilidades eletroforética da membrana de eritrócitos 

humanos e encontraram o resultado do potencial zeta de –12mV. A maior vantagem na 

nova metodologia proposta utilizando a pinça óptica é a possibilidade de avaliar 

hemácias íntegras, 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 hemácias de -13.07 + 

0.61 mV. Recentemente OMASU et al., (2005) determinaram o potencial zeta de 

eritrócitos 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 íons utilizando uma câmara especialmente desenvolvida para este fim 

e a pinça óptica simples apresentam como vantagens a possibilidade de análise de 

hemácias íntegras, a obtenção de resultados individuais que são considerados mais 

sensíveis para pequenas diferenças do que valores médios 

A mensuração das forças entre hemácias também contribui na avaliação das 

interações que ocorrem durante o processo de adesão e aglutinação eritrocitária. O 

modelo apresentado foi chamado de força de agregação eritrocitária e avalia o 

deslocamento de proteínas e lipídios da membrana da hemácia. Essa força está 
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intimamente ligada ao número de proteínas envolvidas na aglutinação e dessa forma 

permite também avaliar a relação direta da ligação do anticorpo na membrana da célula, 

bem como a influência das diferentes soluções potencializadoras nas duas fases da 

aglutinação.  

Os resultados obtidos da agregação eritrocitária 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 x10-4 poise.cm. 

A análise dos resultados das medidas da agregação eritrocitária sem a presença 

do anticorpo comparados com valores obtidos com anticorpos, de diferentes origens 

(mono e/ou policlonal) e distintas concentrações (anti-D policlonal 5 µL e anti-D 

policlonal + monoclona 5 µL e 10 µL) mostraram diferenças estatisticamente 

significativas. Importante realçar que foi analisado pequeno número de células e futuros 

estudos com grandes casuísticas serão necessários.   

Amostras de hemácias também foram analisadas com diferentes meios 

potencializadores de reação utilizados na rotina assistencial como, Dextran 0.15%, 

Bromelina e LISS e neste estudo não foi acrescentado anticorpos. A aglutinação não foi 

observada demonstrando que na ausência de anticorpos que reconhecem antígenos 

eritrocitários, este meios não acarretaram aglutinações inespecíficas. Os resultados 

obtidos são coerentes com o comportamento destes reagentes na prática 

imunohematológica, tanto em rotinas manuais como automatizadas. 

A solução de papaína também é muito utilizada como meio potencializador na 

prática transfusional. O estudo da agregação de hemácias tratadas com esta enzima nas 

mesmas condições utilizadas em laboratórios assistenciais demonstrou alta aderência 

entre as células. Este comportamento impossibilitou medir a agregação eritrocitária 
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utilizando a pinça óptica dupla. Esse resultado é compatível com a alta inespecificidade 

encontrada na avaliação imunohematológica transfusional quando hemácias são 

incubadas com papaína antes da reação.  

Estudos experimentais realizados por OMI e colaboradores (1994) comparado 

hemácias sem tratamento enzimático (controle ) com células analisadas após a adição de 

enzimas bromelina e papaína mostraram redução do potencial zeta de 55.8% e 37.8%, 

respectivamente. Em geral um valor de potencial zeta baixo reflete em uma diminuição 

das forças repulsivas e conseqüentemente um aumento na agregação. No presente 

trabalho foi avaliado, hemácias tratadas com enzimas conforme protocolos utilizados na 

prática transfusional, ou seja, papaína incubada com as células e no caso da bromelina a 

enzima foi apenas adicionada a reação. Os resultados mostraram uma ausência de 

aglutinação quando adicionado bromelina e uma forte agregação com células tratadas 

(incubadas) com papaína. O tipo de enzima e a técnica utilizada no tratamento da 

hemácia influência diretamente na redução das cargas elétricas da célula e 

conseqüentemente no potencial zeta. 

As amostras analisadas com solução de PEG, outro meio potencializador de 

reação bastante comum nos de Bancos de Sangue, apresentaram uma densa precipitação 

ao redor da célula, impedindo a utilização da pinça óptica dupla como ferramenta de 

medida. Este resultado também é compatível com a prática imunohematológica, onde 

rotineiramente realiza-se a lavagens das hemácias após a incubação, removendo o PEG 

residual e evitando resultados errôneos.  

Este modelo desenvolvido utilizando a pinça óptica dupla para a mensuração da 

força de agregação entre hemácias pode ser considerado simples além de apresentar 

como vantagem o fato de permitir a avaliação da agregação em diferentes condições da 
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reação de hemaglutinação como, distintos meios potencializadores incluindo a presença 

de anticorpos dirigidos contra antígenos eritrocitários. 

Finalizando, as medidas obtidas pelas três metodologias propostas mostraram 

apresentar sensibilidade e passível de reprodução. Portanto, podem ser consideradas 

viáveis não apenas para o estudo de fatores que influenciam na aglutinação e na 

interação entre hemácias, mas também para a avaliação de alterações da membrana que 

interferem cargas elétricas da célula. 
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• As metodologias propostas para a mensuração do potencial zeta e o tamanho da 

dupla camada de íons de hemácias íntegras, utilizando a pinça óptica mostraram ser 

simples e sensíveis permitindo a obtenção de resultados reprodutíveis e individuais 

 

 

• A modelo desenvolvido utilizando pinça óptica dupla para a mensuração da força de 

agregação entre hemácias mostrou ser simples e reprodutível, além de possibilitar a 

avaliação da agregação em diferentes condições de reação de hemaglutinação como 

na presença de anticorpos dirigidos contra antígenos eritrocitários e com meio 

potencializador de reação. 

 

 

• As medidas obtidas pelas três metodologias propostas são consideradas viáveis para 

o estudo de propriedades elétricas das hemácias e fatores que influenciam interação 

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

 

Autorizo o Hemocentro da UNICAMP utilizar o sangue que doarei para o que 

for necessário, inclusive para a produção de insumos e hemoderivados, conforme 

legislação do Ministério da Saúde 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 serão feitos os teste de triagem sorológica de doadores e avaliação 

immunohematológica em meu sangue e se algum resultado se apresentar alterado, serei 

convocado(a) pelo Hemocentro para receber orientações e se necessário, repetir os 

exames. Tenho ciência também que os testes sorológicos podem ter resultados 

inconclusivos ou falsos positivos , havendo sempre a necessidade de confirmação dos 

mesmos. Fui orientado(a) também sobre o significado dessa triagem e esclarecido(a) 

sobre minha aptidão – inaptidão para esta doação de sangue. Estou ainda ciente de que 

posso vir sofrer alguma reação à doação e que fui orientado sobe ela. 
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Anexo 2 - Conceitos físicos 2 

 

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

Teorema trabalho-energia cinética afirma que o trabalho W  é igual à variação da 

energia cinética, ou seja, 21

2
W mv= ∆  3. As forças conservativas são definidas como 

as forças em que o trabalho não depende da trajetória, mas apenas da variação de uma 

grandeza chamada energia potencial, ou seja, 
conservativas potencialW U= − ∆ . Quando só 

existem forças conservativas o teorema trabalho-energia cinética implica na 

conservação da Energia Mecânica, 21

2mec pot
E mv U= + , pois 21

0
2 potmv U∆ + = . Já o 

trabalho de forças dissipativas depende da trajetória e não pode ser expresso como a 

variação de uma energia potencial. Na ausência de forças dissipativas, portanto, a 

energia mecânica se conserva, e existe uma função, chamada energia potencial, da qual 

se pode calcular a força pela expressão potU
F

x

∆
= −

∆
, pois potF x U∆ = −∆ . No sistema 

MKS a unidade de energia é o Joule, dada por 1 1 1Joule Newton m N m= × = . Sabendo 

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

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

3 Substituindo 
v

F ma m
t

∆
= =

∆
 e vx t∆ = ∆  na expressão do trabalho W F x= ∆  obtemos 

v
v v v vW F t m t m

t

∆
= ∆ = ∆ = ∆

∆
, onde v  é a velocidade e  ∆  tem a acepção usual de que 

( ) final inicialAlgo = (Algo -Algo )∆ . Considere que v v vfinal inicial= + ∆  com v∆  muito pequeno, 

tendendo a zero.  Então 

( )
22 2 2 2v v v v 2v v v v 2v vfinal inicial inicial inicial inicial inicial= + ∆ = + ∆ + ∆ ≅ + ∆  e  

2 2 2(v ) v v 2 v vfinal inicial∆ = − ≅ ∆ . No limite do v∆  tendendo a zero a aproximação é exata, e pode-se 

usar =  em lugar de ≅ . Neste caso 2(v ) 2 v v∆ = ∆ , e 2 21 1
v v v v

2 2
W m m m= ∆ = ∆ = ∆ .  
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1
potU

x
= . Nesse caso, 

2

1
F

x
=  4. A força entre duas cargas é dada, em uma dimensão, 

por 1 2
2

q q
F k

x
= , logo o potencial será dado por 1 2

pot

q q
U k

x
= . Se o sinal das cargas for 

o mesmo, a força e o potencial são positivos. Esse é o caso de forças repulsivas. Se os 

sinais forem diferentes, a força e o potencial são negativos, que é o caso de forças 

atrativas.   

 

 

2.B - Conceitos de campo e potencial elétrico. 

Quando existe uma força de interação à distância entre dois corpos pode-se dizer 

que eles criam um campo de força no espaço e que cada um dos corpos interage, 

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

interação instantânea à distância. Dessa forma na lei de Coulomb 1 2
2

q q
F k

x
=  pode-se 

dizer que a carga 1q  cria o campo elétrico 1
1 2

q
E k

x
= , o qual interage com a carga 2q  

para gerar a força de Coulomb, 1
2 22

q
F q E k q

x
= = . A relação entre a força e o campo 

elétrico é F qE= . O campo elétrico tem dimensão de força por unidade de carga e o  

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

Coulomb, e a unidade do potencial elétrico é o Volt, dada por 
1

1
1

Joule J
Volt

Coulomb C
= = . 

O campo elétrico é usualmente expresso em unidades de 
Volt V

metro m
= .  

 

 

                                                 

4 A variação da energia potencial é 
1 1 in fin fin in

pot

fin in fin in fin in fin in

x x x x x
U

x x x x x x x x

− − ∆
∆ = − = = − = − , mas 

como x∆  tende a zero, e 
fin inx x x= + ∆  então 2

fin in inx x x≅ . Logo 
2pot

x
U

x

∆
∆ = − . 
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2.C - Condutores e dielétricos. 

Em um material condutor, as cargas podem se movimentar livremente dentro do 

mesmo. Isso significa que não pode haver campo elétrico no interior de um condutor no 

caso estático, pois se houvesse campo, as cargas estariam se movimentando devido às 

forças F qE= . Só pode existir campo na superfície do condutor e perpendicular à 

mesma. Se houvesse campo elétrico paralelo à superfície cargas estariam se 

movimentando nessa direção. Na perpendicular não há problema porque as cargas não 

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 direção e 

repele as positivas na direção contrária, como mostra a Figura 30. Mas essas cargas de 

superfície criam um campo elétrico no interior do condutor de mesma intensidade e 

sentido contrário ao campo externo, anulando o campo interior.  

 

- - - - - - - -

+ + + + + + + +

- - - - - - - -

+ + + + + + + +

 
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 

contrários separadas por uma distância d. O momento de dipolo é definido como 

P q d= . Um campo elétrico externo aplicado em um dipolo tende a girá-lo na forma 

mostrada na Figura 31. Nessa situação o dipolo também cria um campo elétrico oposto 

ao campo externo mas não suficiente para anulá-lo.  
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Figura 31 - Esquema representativo de movimento de dipolo quando aplicado campo 

elétrico 

 

O exemplo acima foi aplicado a moléculas polares em que já existe um momento 

de dipolo, como é o caso da molécula de água. Sem um campo externo aplicado, 

entretanto, esses dipolos estão orientados aleatoriamente anulando o campo elétrico 

macroscópico. Mesmo moléculas não polares criam dipolos que se contrapõem ao 

campo externo por indução. A nuvem atômica dos elétrons é atraída em uma direção 

deixando carga positiva líquida na extremidade oposta da molécula criando o dipolo que 

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

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

campo externo aparece na constante k  da lei de Coulomb, 1 2
2

q q
F k

x
= . O k  é dado por 

1
4

k
π ε

= , onde ε  é a constante dielétrica do meio. Note que, quanto maior ε , menor 

a k  e menor a força de interação entre os dois corpos. Isso acontece porque o meio 

dielétrico entre as cargas diminui o campo que cada uma delas percebe através do 

alinhamento contrário de seus dipolos. A constante dielétrica aumenta com a 

polarizabilidade das moléculas do meio. As mais polarizáveis são as moléculas polares, 

pois o campo externo só precisa girar essas moléculas para alinhar os dipolos. Já as 

moléculas não polares são menos polarizáveis, pois o campo externo precisa criar os 

dipolos por indução. Existem algumas regras práticas para a tendência da 

polarizabilidade dessas moléculas. Moléculas grandes tendem a serem mais polarizáveis 
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porque a distância 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 π das ligações duplas. As conjugações, uma ligação dupla seguida de uma 

simples, tendem a delocalizar os elétrons, permitindo que se movimentem quase 

livremente ao longo da cadeia de conjugações Figura 32. Cadeias desse tipo tendem a 

aumentar a constante dielétrica do meio.  

 
 

Figura 32 - Estrutura de conjugações do beta caroteno. 
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Anexo 3 - Cálculos da medida do tamanho da dupla camada de íons e 

potencial zeta 

 

Quando um campo elétrico externo E é aplicado à célula há uma força elétrica 

( )eletF q E x A x Eρ= ∆ = ∆  que atua na fina dupla camada de área A e espessura ∆x. Como a 

velocidade dos íons aumenta, também há uma força viscosa [ v ]visF Ad dx d dx xη= − ∆  

equilibrando a força elétrica e mantendo constante a velocidade dos íons. Assim, para 

uma condição de equilíbrio tem, 

2 2

2 2

v v
( ) ( )

d d
x AE x A x x E

dx dx
ρ η ρ η∆ = − ∆ → = −   [Equação 3] 

 

Considerando uma hemácia como um disco com o diâmetro muito maior que sua 

espessura, podemos descrever a dependência do potencial com a densidade de cargas de 

uma solução eletrolítica pela equação de Poisson em uma dimensão, 

2 2( ) ( )d x dx xρ εΨ = −  que resulta em  

2 2

2 2

v ( )
v ( )

d E d x E
x

dx dx

ε ε

η η

Ψ
= → = Ψ    [Equação 4 ] 

A fina camada de cátions formada ao redor da célula movimenta juntamente 

com a célula e com a mesma velocidade (Vp). Assim sendo, o potencial é dado por: 

pv ( )Eε η ζ= ,   [Equação 5] 

que é conhecido com equação de “Smoluchowski equation” (HUNTER, 1981), 

onde η é a viscosidade e ε  é a permissividade elétrica da solução eletrolítica. Também 

é possível mostrar que o potencial zeta e o potencial elétrico podem ser escritos como: 

S dζ σ ε=  e ( ) ( ) k x
Sx k eσ ε −Ψ =   [Equação 6] 

 

onde Sσ  é a densidade das cargas na superfície da dupla camada, 1d k= é o tamanho da 

dupla camada,  2 2 2(2 )o Bk n z e k Tε= , 0n  e ze  são a concentração e a força iônica do íon, 

T é a temperatura e Bk  é a constante de Boltzmann (POLLACK et al., 1965). Usando a 

força viscosa da Equação 2 e 4 obtemos: 

[ v ] [ ( ) ] ( )viscF A d dx A E d x dx A E k xη ε ε= − = − Ψ = Ψ   [Equação 7] 
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No plano de deslizamento, ( )x ζΨ =  e em equilíbrio a força óptica opF  é igual a 

força viscosa visF , que leva a: 

( )opF A d Eε ζ=  [Equação 8] 

 

O potencial zeta foi obtido então usando a velocidade terminal medida, aplicada 

na Equação 3. A permissividade elétrica (CHELIDZE, et al., 2002) foi 

9 2 21.06 10 /C N mε −= × . O campo elétrico foi obtido dividindo a voltagem pela distância 

entre os eletrodos (V= E x d) e o tamanho da dupla camada usando a Equação 6. O 

valor do potencial zeta usado na equação 6 foi o obtido pela Equação 5. As forças 

ópticas foram determinadas segundo o procedimento experimental descrito na seção 

anterior. A área eritrocitária usada foi A = 50 µm2 e neste caso então, usando a Equação 

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

 
 
SetOptions[NIntegrate,AccuracyGoal→2,PrecisionGoal→2,WorkingPrecision→3]; 
 
v[γ_]:={Sin[γ],0,Cos[γ]}; 
 
δ[θ_,ϕ_,γ_,r_]:=,((Sin[γ] Sin[θ] Cos[ϕ]+Cos[θ] Cos[γ])^2-1+1/r^2)+(Sin[γ] Sin[θ] 
Cos[ϕ]+Cos[θ] Cos[γ]); 
 
cσ[θ_,ϕ_,γ_,r_]:=(1+(r δ[θ,ϕ,γ,r])^2-r^2)/(2 r δ[θ,ϕ,γ,r]); 
 
sσ[θ_,ϕ_,γ_,r_]:=,(1-cσ[θ,ϕ,γ,r]^2); 
 
eσ[θ_,ϕ_,γ_,r_]:=cσ[θ,ϕ,γ,r]+I sσ[θ,ϕ,γ,r]; 
 
sx[θ_,ϕ_,γ_,r_,n_]:=n sσ[θ,ϕ,γ,r]; 
 
cx[θ_,ϕ_,γ_,r_,n_]:=,(1-sx[θ,ϕ,γ,r,n]^2); 
 
ex[θ_,ϕ_,γ_,r_,n_]:=cx[θ,ϕ,γ,r,n]+I sx[θ,ϕ,γ,r,n]; 
 
eα[θ_,ϕ_,γ_,r_,n_]:=(eσ[θ,ϕ,γ,r]/ex[θ,ϕ,γ,r,n])^2; 
 
eβ[θ_,ϕ_,γ_,r_,n_]:=-1/ex[θ,ϕ,γ,r,n]^2; 
 
 
Rs[θ_,ϕ_,γ_,r_,n_]:=(Im[eσ[θ,ϕ,γ,r]/ex[θ,ϕ,γ,r,n]]/Im[eσ[θ,ϕ,γ,r]*ex[θ,ϕ,γ,r,n]])^2; 
Rp[θ_,ϕ_,γ_,r_,n_]:=(Tan[Arg[eσ[θ,ϕ,γ,r]/ex[θ,ϕ,γ,r,n]]]/Tan[Arg[eσ[θ,ϕ,γ,r]*ex[θ,ϕ,γ,
r,n]]])^2; 
 
 
fc[θ_,ϕ_,γ_,r_,n_,R_]:=1+R eσ[θ,ϕ,γ,r]^2-((1-R)^2 eα[θ,ϕ,γ,r,n])/(1-R eβ[θ,ϕ,γ,r,n]); 
fz[θ_,ϕ_,γ_,r_,n_,R_]:=Re[fc[θ,ϕ,γ,r,n,R]]; 
 
fy[θ_,ϕ_,γ_,r_,n_,R_]:=Im[fc[θ,ϕ,γ,r,n,R]]; 
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z[θ_,ϕ_]:={-Sin[θ] Cos[ϕ],-Sin[θ] Sin[ϕ],-Cos[θ]}; 
 
y[θ_,ϕ_,γ_]:=z[θ,ϕ]� (v[γ]� z[θ,ϕ]); 
 
yn[θ_,ϕ_,γ_]:=y[θ,ϕ,γ]/(,(y[θ,ϕ,γ].y[θ,ϕ,γ])+0.0001); 
fs[θ_,ϕ_,γ_,r_,n_]:=fy[θ,ϕ,γ,r,n,Rs[θ,ϕ,γ,r,n]] yn[θ,ϕ,γ]+fz[θ,ϕ,γ,r,n,Rs[θ,ϕ,γ,r,n]] 
z[θ,ϕ]; 
 
fp[θ_,ϕ_,γ_,r_,n_]:=fy[θ,ϕ,γ,r,n,Rp[θ,ϕ,γ,r,n]] yn[θ,ϕ,γ]+fz[θ,ϕ,γ,r,n,Rp[θ,ϕ,γ,r,n]] 
z[θ,ϕ]; 
 
constante[θmax_]:=Integrate[ Sin[θ] Cos[θ],{θ,0,θmax},{ϕ,0,2 Pi}]; 
 
ComponenteXQuadranteϕ1ϕ2PolarizaçãoS[γ_,r_,n_,θmax_,ϕ1_,ϕ2_]:=NIntegrate[fs[θ,
ϕ,γ,r,n][[1]] Sin[θ] Cos[θ],{θ,0,θmax},{ϕ,ϕ1,ϕ2}]; 
 
ComponenteZQuadranteϕ1ϕ2PolarizaçãoS[γ_,r_,n_,θmax_,ϕ1_,ϕ2_]:=NIntegrate[fs[θ,
ϕ,γ,r,n][[3]] Sin[θ] Cos[θ],{θ,0,θmax},{ϕ,ϕ1,ϕ2}]; 
 
ComponenteXQuadranteϕ1ϕ2PolarizaçãoP[γ_,r_,n_,θmax_,ϕ1_,ϕ2_]:=NIntegrate[fp[θ,
ϕ,γ,r,n][[1]] Sin[θ] Cos[θ],{θ,0,θmax},{ϕ,ϕ1,ϕ2}]; 
 
ComponenteZQuadranteϕ1ϕ2PolarizaçãoP[γ_,r_,n_,θmax_,ϕ1_,ϕ2_]:=NIntegrate[fp[θ,
ϕ,γ,r,n][[3]] Sin[θ] Cos[θ],{θ,0,θmax},{ϕ,ϕ1,ϕ2}]; 
 
 
ComponenteXPolarizaçãoS[γ_,r_,n_,θmax_]:=(ComponenteXQuadranteϕ1ϕ2Polarizaç
ãoS[γ,r,n,θmax,0,Pi/2]+ComponenteXQuadranteϕ1ϕ2PolarizaçãoS[γ,r,n,θmax,Pi/2,Pi]+
ComponenteXQuadranteϕ1ϕ2PolarizaçãoS[γ,r,n,θmax,Pi,3  
Pi/2]+ComponenteXQuadranteϕ1ϕ2PolarizaçãoS[γ,r,n,θmax,3  Pi/2,2  
Pi])/constante[θmax]; 
 
ComponenteZPolarizaçãoS[γ_,r_,n_,θmax_]:=(ComponenteZQuadranteϕ1ϕ2Polarizaçã
oS[γ,r,n,θmax,0,Pi/2]+ComponenteZQuadranteϕ1ϕ2PolarizaçãoS[γ,r,n,θmax,Pi/2,Pi]+
ComponenteZQuadranteϕ1ϕ2PolarizaçãoS[γ,r,n,θmax,Pi,3  
Pi/2]+ComponenteZQuadranteϕ1ϕ2PolarizaçãoS[γ,r,n,θmax,3  Pi/2,2  
Pi])/constante[θmax]; 
 
ComponenteXPolarizaçãoP[γ_,r_,n_,θmax_]:=(ComponenteXQuadranteϕ1ϕ2Polarizaç
ãoP[γ,r,n,θmax,0,Pi/2]+ComponenteXQuadranteϕ1ϕ2PolarizaçãoP[γ,r,n,θmax,Pi/2,Pi]+
ComponenteXQuadranteϕ1ϕ2PolarizaçãoP[γ,r,n,θmax,Pi,3  
Pi/2]+ComponenteXQuadranteϕ1ϕ2PolarizaçãoP[γ,r,n,θmax,3  Pi/2,2  
Pi])/constante[θmax]; 
 
ComponenteZPolarizaçãoP[γ_,r_,n_,θmax_]:=(ComponenteZQuadranteϕ1ϕ2Polarizaçã
oP[γ,r,n,θmax,0,Pi/2]+ComponenteZQuadranteϕ1ϕ2PolarizaçãoP[γ,r,n,θmax,Pi/2,Pi]+
ComponenteZQuadranteϕ1ϕ2PolarizaçãoP[γ,r,n,θmax,Pi,3  
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Pi/2]+ComponenteZQuadranteϕ1ϕ2PolarizaçãoP[γ,r,n,θmax,3  Pi/2,2  
Pi])/constante[θmax]; 
 
(*01/2006*) 
SetAttributes[ComponenteXPolarizaçãoP,Listable]; 
a=ComponenteXPolarizaçãoP[Pi/2, 
    { 
        0.39, 
        0.59, 
        0.98, 
        1.37, 
        1.48, 
        1.36 
        }/2,1.33/1.37,57*Pi/180] 
 
{-0.01,-0.015,-0.026,-0.042,-0.049,-0.042} 
 
F=(38* 10^-3*1.33*{0.01, 0.015, 0.026, 0.042, 0.049, 0.042})/((3*10^8)/10^12) 
 
{1.68467,2.527,4.38013,7.0756,8.25487,7.0756} 
 
(*F=(P*1.33*{Q})/((3*10^8)/10^12)*) 
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Anexo 5 - Publicações e trabalhos apresentados 
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