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RESUMO

Este trabalho teve como objectivo realizar um estudo sobre o estado da arte dos métodos
de determinacéo da actividade hemolitica in vivo e in vitro. Nesse sentido, realizou-se
uma revisdo bibliografica sobre esta matéria, no periodo de Janeiro de 2010 a Maio de

2014, tendo-se encontrado 36 artigos pertinentes.

Quanto a natureza do eritrocito-alvo, em 50% dos artigos analisados utilizaram-se
eritrocitos  humanos; nas restantes publicagdes investigaram-se maioritariamente
eritrocitos de mamiferos, sobretudo de ovelha e coelho. Além de mamiferos, também os

eritrocitos de aves, galinhas, foram estudados, em 5 artigos.

Em relacdo ao agente hemolitico, encontraram-se estudos focalizados na accdo de
microorganismos, de organismos marinhos e terrestres e ainda de compostos sintéticos,

sendo que estes Ultimos representaram 1/3 do total.

De modo a caracterizar a diversidade do modo de ac¢do hemolitica, foram examinados
com maior detalhe os agentes hemoliticos Candida albicans, fulereno e fenil-hidrazina,

bem como a hemoglobina - o principal factor de detec¢do da actividade hemolitica.

Nos 36 artigos estudados, encontraram-se métodos com diferentes graus de
aplicabilidade e custo, nomeadamente a detec¢do visual de actividade hemolitica in
vivo, a deteccdo visual da actividade hemorrégica, a medicao dos halos de hemdlise, a
medicdo dos halos hemorragicos, a espectrofotometria de absorcdo, a microscopia de
forca atomica e a citometria de fluxo. Os métodos referidos apresentaram-se em ordem

crescente de complexidade de execucao.

De entre as publicacfes analisadas, 86% adoptaram 0 método de espectrofotometria de
absorcdo na gama do visivel. Esta prevaléncia deveu-se a sua versatilidade em termos
de amostra analisdvel e a sua boa sensibilidade, além de permitir uma analise

quantitativa rapida e a baixo custo.

PALAVRAS-CHAVE: Actividade hemolitica; métodos determinacdo actividade

hemolitica; hemolise; hemoglobina.



ABSTRACT

In vivo and in vitro hemolytic activity determination method state of the art was the
objective of this study. For this reason, a bibliographic review was made concerning the
hemolytic activity determination method in published articles, since 2010 until May
2014, having the final

In relation to the erythrocytes in analyses, in 50% of the articles were used human
erythrocytes; in the other publications the mammals erythrocytes were the majority to
be investigated, in particular the sheep and rabbit. Birds erythrocytes, chicken, were

studied in 5 articles.

In relation to the hemolytic agent, focalized studies in the action of microorganism,
marine organism, land and synthetic compounds were found, the last one represent 1/3
of the total.

Attending to the hemolytic activity diversity, Candida albicans, fullerene and fenil-
hydrazine were studied in detail, as well, as the hemoglobin — the principal factor of

hemolytic activity detection.

In the 36 articles studied, different methods were found with variable applicability
degrees and costs, namely, in vivo hemolytic activity visual detection, hemorrhagic
activity visual detection, hemolysis halos measurement, hemorrhagic halos
measurement, absorption spectrophotometry, atomic force microscopy and flow
cytometry. Such methods indicated herein are in order of increasing execution

complexity.

Among the studied articles, 86% used the absorption spectrophotometry method. This
prevalence exists due to its versatility in terms of sample that can be analyze, its

sensibility beyond a rapid and quantitative analyses that can be performed at low cost.

Key words: hemolytic activity; hemolytic activity determination method; hemolysis;
hemoglobin.
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Estado da Arte dos Métodos, in Vivo e In Vitro, de Determinacdo da Actividade Hemolitica

1. INTRODUCAO

1.1 Objectivo e Metodologia

Este trabalho teve como objectivo realizar um estudo sobre o estado da arte dos métodos
de determinacdo da actividade hemoliticain vivoein vitro, em Maio de 2014.
Para isso utilizaram-se 0s motores de busca Google Académico e Biblioteca do

Conhecimento Online (b-on).

Em relagdo as palavras-chave, para realizar a pesquisa introduziram-se 0s
termos hemolytic activity method, hemolytic activity determination, hemolytic activity
detection, método actividade hemolitica e determinacdo actividade hemolitica. Os
artigos seleccionados foram os mais recentes, a partir de 2010, e que se encontravam

acessiveis em um dos sitios electrénicos referidos.

Para a apresentagdo do trabalho, optou-se por descrever inicialmente as principais
caracteristicas dos intervenientes relacionados com a actividade hemolitica,
nomeadamente o eritrocito e os agentes hemoliticos. Na etapa seguinte, adoptou-se
referir, resumidamente, o principio fisico-quimico de cada método encontrado na
pesquisa, seguido do respectivo procedimento de determinacdo da actividade
hemolitica. Por fim, agruparam-se os métodos, segundo Varios parametros, e
comparam-se as suas propriedades. Em concreto, esse exame teve como critérios de
avaliacdo a aplicabilidade do método, o tempo de execucdo, a sensibilidade, as amostras

utilizadas e os constrangimentos econémicos.

1.2  Caracterizagdo da Actividade Hemolitica

1.2.1 Eritrécito

O eritrocito tem como funcéo principal distribuir oxigenio pelo organismo, mas também
auxiliar no transporte de dioxido de carbono e no controlo do pH sanguineo,
permanecendo activo durante cerca de 120 dias (Lichtman, Kipps, Seligsohn,
Kaushansky & Parchal, 2010).
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Introducéo

Heme Hemoglobina Eritrécito

Figura 1: Eritrocito e produtos heme (adaptado de Sigma-Aldrich, 2014)

Estas células sdo anucleadas, tém a forma de um disco bicdncavo medindo cerca de 7 a
8 um de diametro e espessura entre os 1,5 e 0s 2,5 um, bem como um excesso de
membrana plasméatica em relacdo ao conteldo celular (Rodak, Fritsma & Keohane,
2012).

A membrana em excesso permite ao eritrécito alterar a sua forma, na passagem pelos
capilares, sem sofrer distensdo ou ruptura. A sua forma biconcava favorece a existéncia
de uma grande superficie de difusdo, em relacdo ao seu tamanho e volume (Rodak et al,
2012).

O citoplasma €é constituido em cerca de 90% por hemoglobina, o que representa um

valor proximo de 270.000.000 de moléculas de hemoglobina (Sigma-Aldrich, 2014).

O citoplasma contém também uma enzima, anidrase carbdnica, que catalisa a reac¢éo

reversivel do dioxido de carbono: CO, + H,O 5 H,CO3

A molécula da hemoglobina, que sera abordada com maior detalhe no tépico 1.3, é uma
proteina globular conjugada constituida por 4 grupos heme e 2 pares de cadeias
polipeptidicas heterogéneas (a e B) (Saladin, 2012), como se pode observar na figura 1.

Os eritrocitos ou hemécias sdo as celulas mais numerosas do sangue e fazem parte da

linhagem mieldide do sistema hematopoiético, assim como os neutréfilos, eosinéfilos,
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basofilos, mondcitos, megacariocitos e mastécitos (Hofforand & Moss, 2011). Os
valores de referéncia para o sangue humano considerado normal sio de 4-8 x 10°

eritrécitos por mL (Sigma-Aldrich, 2014).

Cerca de 2 milhGes de novas células sdo formadas em cada minuto na medula dssea
(Sigma-Aldrich, 2014). Os eritrdcitos experimentam profundas alteragdes no decorrer
do seu desenvolvimento, sendo a mais expressiva a extrusdo do nucleo como pode-se

observar na figura 2.

Stem cell Committed cell  Developmental pathway

A 4

Phase 1 Phase 2 Phase 8
Ribosome synthesis| (Hemoglobin accumulation | (Ejection of nucleus
@ @ ‘ @ ‘) xf -0
Early Late
Hemocytoblast  Proerythroblast erythroblast erythroblast Normoblast Reticulocyte Erythrocyte

Copyright © 2004 Pearson Education, Inc,, publishing as Benjamin Cummings

Figura 2: Varias etapas da eritropoiese (Pearson Education, 2004).

O facto de ndo possuirem nucleo nem outros organelos impossibilita a sintese de acidos
nucleicos ou proteinas. A perda da mitocondria durante a maturacdo elimina a
respiracdo celular e a capacidade de realizar o ciclo de Krebs e a fosforilagdo oxidativa,

impossibilitando assim a sintese de um novo grupo heme ou lipidos.

Devido a sua funcdo, deve ter uma membrana flexivel e deforméavel, para que este
consiga penetrar e permanecer na circulacdo sanguinea (Hoffbrand & Moss, 2011), o

que sera abordado de uma forma mais detalhada no topico seguinte.

1.2.2 Membrana do Eritrocito

A membrana é essencialmente constituida por uma bicamada lipidica, uma rede de

citoesqueleto e proteinas transmembranares, sendo as mais importantes a glicoforina, a

17



Introducéo

banda 3 e glicoproteinas, como se pode observar na figura 3. O citoesqueleto é uma rede
hexagonal de moléculas poliméricas de espectrina, a actina, a anquirina, banda ou
proteina 4.1, paladin e a proteina banda 4.9, entre outras. A complexa interacgdo entre
as proteinas da membrana e do citoesqueleto permite oferecer ao eritrocito a
deformabilidade que este necessita para conseguir fluir na corrente sanguinea e passar
através de pequenos capilares com dimensGes menores que o didmetro do proprio
eritrécito (Knowles Lab, 2012).

“Banda 3”

Residuos de carbohidratos Paladin “Banda 2”

Bicamada
Lipidica
|

Glicoforina C

Anquirina

“Banda 4.1”

Canal o Canal B Banda 4.9

Espectrina Trompomiosina

Aducina

Actina  Tropomodulina (

\

Figura 3: Membrana no eritrécito (adaptado de Rice University, 2012)

O glébulo vermelho tem a necessidade de adaptar a sua forma as forcas de corte
existentes no fluxo no qual se encontra imerso. Uma vez que o eritrdcito tem um
didmetro de aproximadamente 7 a 8 um e nalguns casos tém a necessidade de penetrar
em capilares com um diametro inferior, a deformabilidade é muito importante porque
permite que a sua forma seja adaptada, podendo passar a ter um diametro de 3 um,
como se pode observar na figura 4. Esta faculdade vai evitar que os eritrocitos fiquem
presos nos capilares, evitando assim que seja blogueado o fluxo sanguineo (GSI —
Materials Research, 2014).
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Figura 4: Formas do eritrocito a) Seccdo transversal da forma quiescente b) Vista superior da forma
quiescente ¢) Forma sob restricdo moderada d) Forma sob forte constrangimento fisiol6gico (adaptado de
GSI — Materials Research, 2014)

A deformabilidade do eritrécito depende fundamentalmente de 3 factores, sendo eles: o
racio entre a superficie e o volume da célula, a rigidez da membrana celular, e a

viscosidade do plasma dos glébulos vermelhos (GSI — Materials Research, 2014).

Adicionalmente, a deformabilidade do eritrécito esta relacionada com a proteina “banda
3” que esta inserida na bicamada lipidica da membrana, mantendo uma ligacdo com as
proteinas periféricas, em particular com a anquirina, que esta associada a espectrina
(Hoffbrand & Moss, 2011).

Uma proteina que regula a forma da célula é a glicoforina C, presente na figura 3, com
especial ligacdo a proteina “banda 4.1”, dando-lhe a estabilidade e deformabilidade que
a membrana necessita para desempenhar as fun¢des (Chasis & Mohandas, 1992). A
glicoforina € a responsavel por cerca de 60% da carga negativa da superficie do
eritrécito, devido ao elevado peso do acido sialico que se encontra presente na mesma.
Por este motivo, desempenha um papel importante na interaccdo entre eritrocitos ou

com o endotélio vascular (Knowles Lab, 2012).
1.2.3 Grupos Sanguineos dos Eritrécitos Humanos

Em 3 estudos analisados sobre a actividade hemolitica, foram utilizadas diferentes
amostras de eritrécitos humanos de grupos sanguineos de acordo com o sistema ABO,

motivo pelo qual este tema foi abordado.

No sistema ABO existem diferentes grupos sanguineos, sendo eles o A, B, AB e grupo
0. Os diferentes tipos de sangue tém uma estrutura quimica muito similar. O que os
diferencia, no caso do tipo A, é a presenca de uma cadeia de N-acetilgalactosamina,
enquanto no tipo B tem a galactose em sua alternativa. Em relagdo ao tipo 0, ndo tem

nem uma nem outra na sua extremidade.
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Introducdo

A maior parte dos antigenos sdao componentes integrais da membrana, compostos por
hidratos de carbono complexos associados a proteinas ou lipideos inseridos na
membrana eritrocitria sendo denominados por glicoproteinas ou glicolipidos
respectivamente (Hoffman, Benz, Silberstein, Heslop, Weitz & Anastasi, 2013).

A superficie dos eritrocitos humanos podem existir dois tipos de proteinas: o
aglutinogenio A e o aglutinogénio B, de acordo com a sua presenga ou auséncia, 0S

grupos sao classificados como se pode observar na figura 5.

Grupo A — possui somente o
Aglutinogéneos tipo A Aglutinogéneos tipo B aglutinogénio A;

Grupo B — possui somente o

aglutinogénio B;

Tipo sanguineo A Tipo sahgui neo B Grupo AB — possui ambos, 0s
aglutinogénios A e B; -

Aglutinogéneos tipos Ae B R Receptor Universal
Aglutinogéneos

Grupo O — néo possui
aglutinogenios. — Dador

Tipo sanguineo AB  Tipo sanguineo O Universal

Figura 5: Tipos sanguineos e seu aglutinogénio (adaptado de Adam, 2009)

Se uma pessoa for do grupo AB, possui aglutinogénios AB, ndo podendo ter anticorpos
contra esses antigénios, ou seja, ndo tem aglutinina anti-A nem anti-B como se encontra

resumido na tabela 1, sendo por isso um “receptor universal de sangue”.
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Tabela 1 Grupos sanguineos (adaptado de Adam, 2009)

Grupo Sanguineo Aglutinogénio Aglutina
A A Anti-B
B B Anti-A
AB AeB N&o possui
0 Nao possui Anti-A e Anti-B

Da mesma forma, uma pessoa do grupo 0 ndo tem aglutinogénios e por isso produz
aglutininas, anti-A e anti-B, podendo apenas receber sangue do seu préprio grupo
sanguineo, mas uma vez que nao tem aglutinogénios pode dar a qualquer pessoa de
qualquer grupo, € o dador universal. Caso contrario, ocorrem reac¢fes que provocam a
aglutinacdo ou o agrupamento de eritrdcitos, levando a tromboses e comprometimento

da circulacdo do sangue no organismo (Lichtman et al, 2010).

1.2.4 Analise das Semelhancas entre o Eritrocito Humano e de Outros Animais

Dados os problemas que a actividade hemolitica causa nos seres humanos, existia a
necessidade de testar por exemplo um novo medicamento, a actividade de uma bactéria

ou de um animal ou de uma planta de uma maneira que nao causasse dano as pessoas.

Por esse motivo, a actividade hemolitica era testada in vitro. Nestes casos, nos artigos
estudados foram utilizados eritrocitos humanos (indiferenciados ou tipo A, B, AB ou 0)
como sera possivel comprovar na analise que é realizada no topico 3. Nesse exame foi
também tipificada a utilizacéo de eritrocitos de animais que eram usados, sendo 0s mais

comuns os de coelho e ovelha.

Nesse sentido, seria interessante perceber as semelhancgas entre os eritrocitos humanos e
dos animais utilizados nos estudos. A tabela 2 mostra algumas caracteristicas dos

eritrocitos de alguns animais.
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Tabela 2 Caracteristicas de alguns eritrécitos de animais (adaptado de Reagan, Sanders, &
Denicofa, 1999; Poljicak-Milas, Kardum-Skelin, Vudan, Marenjak, Ballarin-Perhari¢ & Milas,

2009)
Animal Diametro (um) Palidez Central
Céo 7,0 ++
Gato 5,8 +
Cavalo 57 +/-
Coelho 6,33 +
Gado 55 +
Ovelha 4,5 +
Rato 6 +
Cabra 3,2 +/-

Em termos de didmetro, como se pode confirmar na tabela 2, os eritrocitos mais
préximos do humano sdo o do cdo, coelho e rato. Todos eles apresentam um valor para
o didmetro igual ou superior a 6pum e inferior a 7 um, enquanto o humano apresenta um
valor proximo dos 8 um. Estes globulos vermelhos apresentam também uma elevada

palidez central (Reagan, 1999).

A hemacia do gato, cavalo e vaca sdo bicbncavas e apresentam um diametro muito
préximo e a parte central ndo é muito clara, bem como a palidez central € maior no caso

da hemacia no caso do felino e ruminante (Reagan, 1999).

1.3  Hemoglobina

A hemoglobina (Hb) é uma proteina que constitui o principal componente dos
eritrocitos, sendo a libertacdo da mesma, um dos indicadores mais utilizados para
realizar a detencdo da actividade hemolitica, motivo pelo qual sera de seguida
apresentada com maior detalhe. A hemoglobina € soltvel na agua e formada pela uniédo
de uma proteina incolor: a globina, que por sua vez é constituida por dois pares de
cadeias de aminoécidos, a e B e de um composto corado que possui quatro grupos, os
quais contém ferro e sdo chamados de grupo heme como se pode ver na figura 6 a)
(Saladin, 2012).
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Figura 6: Estrutura da hemoglobina a) Estrutura molecular da hemoglobina b) Estrutura quimica do heme
(Saladin, 2012)

Como se pode ver na figura 6 b), a estrutura quimica da hemoglobina é constituida por
ferro (Fe?*), no centro do grupo heme, que pode ter uma ligacdo com seis elementos,
quatro dos quais sdo 0 azoto e 0s outros sdo 0 oxigénio e a histidina, como se pode

observar na figura 6.

Ao se verificar a ligagdo com o oxigénio, a hemoglobina vai passar a adoptar um
complexo octaédrico, passando a ser oxi-hemoglobina. Neste estado, pode ocorrer uma
reaccdo de reducdo-oxidacéo, onde o ferro sofre uma oxidacdo passando de Fe?* para

Fe>* e 0 oxigénio sofre uma reducéo, como se pode ver na figura 7 (Schaller, 2014).
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Figura 7: Reacg¢do reducdo oxidacdo da hemoglobina (Schaller, 2014)

Os intervalos de referéncia para hemoglobina variam de acordo com o género e fase da

vida, como pode ser visualizado na tabela 3.

Tabela 3: Intervalos de referéncia para a hemoglobina (adaptado de Rodak et al, 2012)

Género Intervalos de Referéncia

Homem 140 a 180 g/L

Mulher 120 a 150 g/L
Recém-Nascido 165 a 215 g/L

A afinidade da Hb pelo oxigénio depende da pressdo parcial de O, (PO,), que se define
em termos da quantidade de O, necessaria para saturar 50% da hemoglobina, valor Ps.
Esta relagdo € bem ilustrada pela curva de dissociagdo do O, da figura 8, a qual indica
que a afinidade da Hb desce quando a tensdo de O, é baixa e sobe quando a tensdo de
O, é alta (Hudnall, 2012).
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Figura 8: Comportamento da hemoglobina na presenca de oxigénio (adaptado de Hudnall, 2012)

A pressdo de oxigénio (PO,) € necessaria para libertar o oxigénio. Nos tecidos
periféricos, a transferéncia torna-se mais lenta a medida que a pressao atmosférica de O,
diminui (Liu, Zhu, Zeng & Nie, 2012).

A concentragdo do ido hidrogénio (H") no sangue pode variar consoante 0 aumento ou
diminuicdo do CO,. Se a concentracdo de H" aumentar e o pH diminuir, 0 meio torna-se
mais &cido, fazendo com que a curva de dissociacdo se deslogue para a direita na figura
9, havendo por isso uma baixa afinidade entre o O, e a hemoglobina e
consequentemente uma maior libertacdo de O, para as células. O mesmo acontece com
a temperatura, isto €, quando a temperatura aumenta, a curva de dissociacdo desloca-se
para a direita, havendo por isso uma maior libertacdo de O, para as células. Quando a
temperatura diminui, a curva desloca-se para a esquerda, havendo uma maior afinidade
entre 0 O, e a hemoglobina e deste modo uma menor libertacdo de O, para as células
(Rodak et al, 2012).

Outros fatores que contribuem para alteracdo da curva a direita s@o: anemia, hipoxemia

cronica e hipertiroidismo, havendo uma maior libertacdo de O, para os tecidos. O
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exercicio fisico provoca o aumento da libertagio de CO,, aumento de H*, aumento da
temperatura e da libertagdo de compostos de fosfato. Assim, a curva de dissociacéo
desvia-se para a direita havendo uma maior libertacdo de O, para as células e tecidos.

No estudo realizado, foram encontrados varios artigos que utilizavam a medida de
absorvancia da hemoglobina que era libertada, como método de medicdo da actividade

hemolitica. Nesses artigos, eram utilizados trés comprimentos de onda.

Como se pode observar de acordo com a figura 9, quando a absorvancia é medida para a
hemoglobina a diferentes comprimentos de onda, observam-se trés picos,

correspondentes aos coeficientes maximos de extingdo molar.

1000000 L L L
.. 1000004 3
Coeficiente
de Extingdo .., Ho I
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1000+ HbO 3
(cm-1M) ‘
100 T T T
200 400 E00 00 1000

Comprimento de Onda (nm)

Figura 9: Comparacéo do especto de absorcao da hemoglobina e oxihemoglobina (adaptado de Oregon
Medical Laser Center, 2014)

Esses picos encontravam-se proximos dos comprimentos de onda 414 nm e entre 0
intervalo de 540 nm a 570 nm. Nesse sentido, foi realizada uma pesquisa com vista a
perceber o motivo da existéncia destes picos naqueles comprimentos de onda
especificos. Assim, de acordo com o estudo de Liu et al (2012) sobre o espectro de
absorcéo especifico para a hemoglobina a diferentes niveis de PO, existiam dois picos
de absorcéo a 540 e 576 nm e uma depressdo no valor da absor¢do a 560 nm quando
PO, é superior a 100 mm Hg. Quando a PO, diminui os dois picos (540 nm e 576 nm)

diminuem progressivamente e a depressdo (560 nm) inverte de sentido e aumenta.
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Por outro lado, em relagéo ao valor da hemoglobina, de acordo com Levitzky (2010),
esta encontra-se em cerca de 97,4% saturada para uma PO, de 100 mm Hg, sendo que
para valores superiores de PO, alveolares ndo se conseguira uma quantidade

significativa de oxigénio.

Foi entdo possivel concluir que, para valores de PO, superiores ou préximos a 100 nm,
a hemoglobina estaria saturada, apresentando picos de absorvancia a 540 nm /570 nm,
motivo pelo qual foram adoptados estes comprimentos de onda nos meétodos de

espectrofotometria de absorcéo.

1.4  Agentes Causadores da Hemolise

A hemdlise compreende a destruicdo dos eritrocitos que consiste na ruptura da sua
membrana que pode ser provocada por factores internos ou factores externos quer in

Vivo como in vitro.

Certas deficiéncias enzimaticas com uma origem hereditaria, podem originar uma
menor resisténcia dos globulos vermelhos, podendo causar a sua destrui¢do, bem como
a falta da enzima glucose-6-fosfato desidrogenase ou piruvato quinase. No caso da
primeira, € uma enzima do citoplasma que tem um papel importante no potencial
reducdo oxidacdo da célula. Nesse sentido, a sua actividade no eritrécito é importante
porque fornece glutatido reduzido e NADPH. Nos casos em que esta funcdo ndo se
encontra totalmente operacional, verificou-se que, apds a ingestdo de alguns farmacos
ou favas, ou no caso de o individuo ter alguma infeccdo ou anemia hemolitica, 0s

individuos tiveram casos de hemdlise intravascular (Gomes, Biléu & Borges, 2013).

Outra das causas intrinsecas da destruicdo / hemolise in vivo, pode estar relacionada
com a membrana dos eritrocitos que apresenta uma forma inadequada. Esta deficiéncia
acontece em certas doencas genéticas hereditarias, tais como a drepanocitose, onde o
eritrocito adopta uma forma de foice e onde se verifica uma insuficiente producéo de
hemoglobina (MSD, 2014).

Outro caso onde o eritrocito adopta uma forma esférica com pequenas dimensoes, € a
esferocitose hereditaria, um tipo de anemia de transmissdo hereditaria onde as
populacbes mais afectadas sdo os japoneses e caucasianos. Esta doenga € causada por

mutagdes na espectrina a e B, anquirina, banda 3, proteina 4.2 e f-aducina, proteinas da
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bicamada lipidica e do citoesqueleto, que mantém uma ligacdo com as proteinas
periféricas e oferecem a deformabilidade e estabilidade ao eritrocito. Associado a estas
mutacgdes, verifica-se uma diminuicdo da densidade de espectrina ao citoesqueleto,
levando a menores valores de deformabilidade (Diez-Silva, Dao, Han, Lim, Suresh,
2010).

Pode ainda apresentar uma forma oval ou eliptica causando a eliptocitose hereditaria,
provocando uma anemia hemolitica que pode apresentar diferentes graus (Hoffbrand &
Moss, 2011; MSD, 2014). As causas destas deformacgdes estdo relacionadas com
mutacdes na espectrina o € B ¢ na proteina 4.1, que provocam defeitos na membrana
horizontal, causando uma diminui¢do da mesma, provocando assim uma diminuicdo da
estabilidade, durabilidade, elasticidade e deformabilidade da membrana (Diez-Silva et
al, 2010).

Existem ainda mais casos de outras doencas genéticas, como o caso da talassemia, onde
se verifica uma insuficiente producédo de hemoglobina, provocando assim uma alteragéo

dos eritrocitos em termos de resisténcia e forma (Hoffbrand & Moss, 2011).

A hemolise ou desordens hemoliticas referem-se a um aumento da lise / destruicdo dos
glébulos vermelhos, resultando numa diminuicdo de eritrécitos em circulagdo. Este
facto vai provocar uma diminuicdo da oxigenagdo dos tecidos e um aumento da

producdo de eritropoietinas pelo figado (Lichtman et al, 2010).

O comportamento do eritrdcito in vivo e in vitro vai ser distinto de acordo com 0 meio
no qual se encontra. Quando por exemplo, o eritrocito se encontra num meio
hipotdnico, onde existe menor concentragdo de soluto em comparagdo com o eritrécito,
verificamos que por efeito da pressdo osmética, a dgua mais facilmente consegue
penetrar na membrana, fazendo com que este fique tomefacto com possibilidade de
eventualmente até sofrer a lise como se pode observar na figura 10 (McGraw-Hill
Higher Eduaction, 2000).
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Figura 10: O efeito sobre o eritrdcito de pressdo osmoética (adaptado de AboutEducation, 2014)

Por outro lado, o glébulo vermelho, quando se encontra num meio hipertonico, ou seja,
guando a concentracdo salina do meio € maior que a concentracdo no eritrocito, vai
libertar a 4gua que tem dentro de si, ndo se verificando entrada de nova. Isto vai
provocar uma diminui¢do do tamanho do eritrocito, ficando enrugado, tal como se pode
verificar na figura 10 (McGraw-Hill Higher Eduaction, 2000).

Com vista a comparar os efeitos dos diferentes meios nos glébulos vermelhos, foi
analisado o estudo realizado in vitro por Zehnder, Schulzki, Goede & Hayes (2008)
onde comparou-se 0 gue acontecia a globulos vermelhos que eram armazenados para
posteriores transfusdes, se colocados em diferentes solugdes/meios. Neste estudo,
analisaram-se as consequéncias que diferentes meios tém sobre o comportamento de 20
unidades de eritrdcitos, que se encontravam com o0 anticoagulante citrato-fosfato-
dextrose, tendo sido registados os resultados no 1° e 42° dias. Os meios adicionados
foram uma solucéo isotonica com fosfato-adenina-glucose-guanosina-salina-manitol
(PAGGSM), as 10 primeiras unidades de eritrocitos, e uma solucdo hipertonica salina-

adenina-glucose-manitol (SAGM), as restantes 10 unidades.

Os glébulos vermelhos que apresentam uma forma normal, podem também ser objecto
de hemdlise. Neste caso verifica-se a hemolise por serem afectados por fungos,
microorganismos, agentes toxicos, moléculas, compostos sinteticos, agentes terrestres,

agentes marinhos ou por substancias por eles elaborados.
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No estudo realizado foram encontrados diferentes agentes hemoliticos com origens
dispares, estruturas quimicas e maneiras de afectar o eritrocito distintas. Com vista a
exemplificar, foram seleccionados agentes naturais, sintético e semi sintético que seréo

apresentados de seguida

Os agentes hemoliticos naturais estudados foram o veneno de escorpido ou serpente,
tendo sido estudado com maior detalhe o fungo C. albicans. Os agentes sintéticos e

semi-sintéticos foram o fulereno e a fenil-hidrazina, respectivamente.

Em relacdo a maneira de agir sobre a membrana, estes 3 apresentam diferentes formas
de actuar sobre o eritrocito provocando a hemdlise. Enquanto a C. albicans afecta o lado
externo da membrana, o fulereno tem a capacidade de penetrar no eritrocito e atingir a
parte interna da membrana, o citoesqueleto. A fenil-hidrazina actua nos dois lados da

membrana.

Exemplos de Agentes Hemoliticos Naturais

O veneno do escorpido é uma substancia constituida por mucoproteinas e restos de
membranas. Tem um aspecto mucoso, opaco e leitoso (Ci, Farmac & Ribeiro, 2007). Os
principais componentes do veneno de um escorpido sdo as neurotoxinas, bem como

diferentes tipos de péptidos.

Figura 11: Imagem de escorpido (Maurus) (Ciéncia Hoje, 2014)

O veneno tem fosfatase &cida, ribonuclease, hialuronidase, acetilcolinesterase e
fosfolipase A. Outro dos componentes do veneno sdo as neurotoxinas, sendo estas
diferentes tipos de péptidos que vdo ser responsaveis por alterar o funcionamento
normal dos canais de Na*, K*, Ca™ e CI"(Ci et al., 2007).
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Outro agente hemolitico que foi estudado foi 0 veneno de serpentes do género Crotalus,
onde os principais componentes sdo a crotoxina, crotamina, convulxina e girotoxina,
sendo a maior proporcdo a da crotoxina. Esta ultima tem a fosfolipase A2 (bésica) e
crotapotina (acida). A funcdo da fosfolipase A2 é a de apresentar actividade neurotdxica
(Moio & Martins, 2012).

De acordo com o estudo de Mebs & Ownby (1990), a necrose e lise das células do
musculo esquelético podiam ser provocadas por veneno de cobra. Os componentes do
veneno podiam ser dois. Um deles era uma cadeia simples de peptideos de 42-44
residuos de aminoacidos e o outro era a fosfolipases A2 que poderia representar tanto
proteinas de cadeia simples ou existente como complexos de vérias subunidades da

enzima.

Estas toxinas seriam responsaveis pela existéncia de uma interaccdo com a membrana
plasmatica que alteraria a permeabilidade da membrana plasmatica, sendo responsaveis
pela sua destruicdo. Esta permeabilidade acontecia devido a afinidade que algumas
fosfolipases do veneno de cobra teriam com as células musculares esqueléticas (Mebs &
Ownby, 1990).

Outro componente presente é a crotamina que é constituida por 42 aminoéacidos, sendo
um polipéptido. Esta actua nas membranas das fibras musculares causando necrose no

tecido muscular, bem como provocar paralisia espasmaodica.

Temos mais dois componentes do veneno da serpente, sendo duas glicoproteinas, a
convulxina e a girotoxina. A primeira pode provocar uma agregacdo das plaquetas,
isquemia, convulsdes e morte. A segunda assemelha-se a uma enzima similar a

trombina com actividade esterasica e fibrinogenolitica (Moio & Martins, 2012).
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Figura 12: Imagem de serpente (Crotalus) e de formula quimica da fosfolipase 2 (Ibc Bioguimica, 2014)

De acordo com o estudo de Vargas, Londono, Quintana, Rua, Segura, Lomonta &
Nufiez (2012) veneno de serpente é uma mistura complexa de proteinas entre as quais
fosfolipases bésicas e &cidas A2 (PLAZ2s), sendo as primeiras as que apresentam maior
toxicidade. Nesse estudo, uma nova PLA2 foi purificada a partir de um veneno da
serpente (Porthidium nasatum) por meio do método de cromatografia liquida de alta
eficiéncia de fase reversa. Na sequéncia deste estudo, foram caracterizados 3 péptidos
tripticos desta proteina, onde a nova PLA apresentava actividade hemolitica indirecta

em gel de agarose contendo gema de ovo e eritrocitos.

Para além destes organismos, foi analisada a actividade hemolitica da C. albicans com

maior detalhe, tendo sido estudado qual o agente causador da hemolise.

De acordo com o trabalho realizado por Manns, a C. albicans quando se encontra em
agar de sangue enriquecido em glucose, apresentava actividade hemolitica que estava
presente em organismos intactos e que eram liberados para o meio. A hemoglobina que
era libertada, depois de ter sido realizada a hemolise, iria restaurar o crescimento
inibido-transferrina. Nesse estudo, foi concluido que que a C. albicans adquiria ferro a

partir dos eritrocitos lisados (Manns, Mosser & Buckley, 1994).

De acordo com um estudo de Watanabe, a hemolise é desencadeada por uma
manoproteina da C.albicansin vitro, sendo o eritrocito destabilizado através da proteina
banda 3 que se encontra na sua membrana parte externa. A manoproteina liga-se a
proteina banda 3 do eritrécito, sendo a Lys-539 ou Lys-542 o local onde a ligagéo se
verifica. Esta proteina vai catalisar a troca anionica, encontrando-se associada com

anquirina através de espectrina (Watanabe et al, 1999).
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Nesse estudo, o sobrenadante da cultura de C .albicans foi misturado com eritrécitos

humanos, tendo sido medido o grau da actividade hemolitica. Tal como se pode ver na

figura, o factor / manoproteina que provoca a hemdlise foi excretado passado 2 dias de

incubacdo. Os valores da percentagem da actividade hemolitica variaram entre 8% e

23%, como se pode ver na figura 13.
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Figura 13: Percentagem de hemdlise de acordo com o tempo 0 de incubagdo (adaptado de Watanabe et

al, 1999)
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Figura 14: a) Proteina versus aglcar b) Percentagem de hemolise versus reactividade (adaptado de
Watanabe et al, 1999)

No mesmo estudo, com vista a verificar qual o efeito na actividade hemolitica, foram
analisados o contetido de proteina total e o teor de aglcar de acordo com o volume
diluido, sendo a primeira a linha fina e a segunda a linha mais grossa da figura 14 a).
Tendo sido detectada actividade hemolitica na fraccdo de 200 kDa do acUcar. Na figura
14 b), as barras representam o grau de hemdlise alcancado. Com vista a detectar qual
das fracg¢Oes continha a manoproteina, foram realizados testes adicionais com ELISA. A
reactividade foi testada com anti-soro contra o factor do genero Candida, sendo
representada pela linha na figura 14 b).

No mesmo estudo, Watanabe et al (1999) defendeu que esta actividade era provocada
pela manoproteina in vitro, 0 que ja ndo acontecia in vivo, uma vez que nao era
detectada a presenca de manoproteinas em quantidades elevadas em doentes com
candidiase. Apesar de hemolise ndo ser causada pela manoproteina in vivo, a hemolise
poderia aumentar o crescimento da C. albicans dado que a hemoglobina é um factor de

crescimento do fungo.
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Num esudo de Yenisehirli, Bulut & Tuncoghu (2010), foi dada uma prova clinica da
actividade in vivo da C. albicans. Neste estudo, o autor pretendia determinar as
actividades de fosfolipase, proteinase e hemolitica da C. albicans que tinha sido isolada
a partir de 147 doentes, em todos eles foi revelada actividade beta-hemolitico
(caracterizado por uma lise completa das hemacias) em agar Sabouraud dextrose com
um suplementado de 7% de sangue de carneiro fresco e 3% de glicose.

Mais recentemente, segundo o trabalho realizado por Okamoto-Shibayama, Kikuchi,
Kokubu & Ishihara (2014), a Csa2 esta relacionada com a absor¢do do ferro a partir da
hemoglobina e proteinas heme que sdo realizadas pela hifa da C. albicans. A Csa2 é
uma proteina que é comum na membrana extracelular de vérios fungos e bactérias,

sendo membro da familia da proteina Rbt5 da C. albicans.

A estrutura da Csa2 foi estudada no artigo de Lintner, Kerou, Brunfield, Graham, Liu,
Naismith & Lawrence (2011) onde foi descrita como um protomero, unidade estrutural
de uma proteina oligomérica. Esta proteina é constituida por 102 aminoacidos
(Grabowska, 2011). O dominio central é constituido por uma cadeia de cinco
antiparalelos B (6, 7, 1, 8 e 9) rodeados por quatro hélices a, como se pode observar na
figura 15. As quatro ligacdes em conjunto com as hélices 2 e 8, preconizam um dominio

de ligacdo RNA, zona onde a proteina realiza a complexacao.

Para além das proteinas, existem também saponinas (glicosideos) ou algas como a Ulva
fasciata que podem apresentar actividade hemolitica como se demonstrara no tépico
2.2.
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Figura 15: Estrutura da Csa2 (Lintner et al, 2011)

Exemplo de Agente Hemolitico Sintético

Na analise efectuada existiam também diversos agentes hemoliticos que sdo compostos

sintéticos, de entre os quais temos o fulereno e seus derivados. Nesse sentido, ird ser

apresentada uma breve descricdo do fulereno, bem como as caracteristica da sua

interaccdo com o eritrdcito e quais 0s mecanismo da actividade hemolitica.

Esta molécula é composta por cerca de 60 atomos de carbono (Cg) que estdo ligadas

entre si por ligacbes simples ou duplas (Encyclopaedia Britannica, 2014). Devido a sua

estrutura, tornou-se muito atractiva para a indudstria farmacéutica com a possibilidade de

veicular farmacos ao ser utilizada em injeccdes intravenosas, 0 que tem um impacto

imediato no sangue, sendo por isso importante estudar a sua toxicidade (Tramer, Daros

& Passmonti, 2012). A sua aplicabilidade pode ser diversa, tais como antioxidante,

citotoxico ou agente veiculador de farmacos.
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Figura 16: Estrutura quimica da fulereno (EncyclopediaBritannica, 2014)

O fulereno é composto por uma série de moléculas de carbono que formam uma espécie
de uma estrutura em forma de gaiola ou de cilindro que no seu interior é oca, tal como
se pode observar na figura 16 (Encyclopaedia Britannica, 2014). O ponto de fuséo ¢ de
280°C sendo sensivel a luz, é estavel, altamente inflamavel e incompativel com agentes
oxidantes fortes (Chemical Book, 2007).

O fulereno é capaz de gerar espécies que sdo reactivas ao oxigénio, 0 mesmo pode ser
colocado em &gua por complexacdo com tensioactivos ou extraccdo por solventes. No
entanto, esta estrutura quimica pode ser objecto de varias ligacGes de diversos grupos
funcionais que alteram as caracteristicas do nucleo, sendo importante avaliar a
toxicidade e eventual actividade hemolitica (Trpkovic, Todorovic-Markovic, Kleut,

Misirkic, Janjetovic, Vucicevic & Trajkovic, 2012).

De acordo com o estudo de Bosi, Feruglio, Ros, Spalluto, Gregoretti, Terdoslavich,
Decoti, Passamonti & Prato (2004), uma série de fulerenos solUveis em agua foram
investigados, tendo sido concluido que a presenca de porg¢Ges neutras ou aniénicas ndo
tinha qualquer impacto, o que ja ndo acontecia com as cadeias cationicos que induziam

toxicidade significativa.

No estudo realizado por Trpkovic et al (2010), foram testadas diferentes suspensdes
aquosas de fulereno Cg previamente dissolvidas em tetra-hidrofurano (THF) nCgTHF,
outra em gama-ciclodestrina nCgCDX ou outra ainda com copolimero etileno acetato-
etileno vinil versata (nCgoEVA-EVV), como serd abordado com maior detalhe nos

topicos 2.5 e 2.6.
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Figura 17: Hemdlise provocada por nCgTHF,nCsCDX e NC60EVA-EVV (adaptado de Trpkovic,
2010)

Neste estudo foram incubados os derivados do fulereno juntamente com os eritrocitos
humanos durante 1h, 6h e 18h, seguida de analise da cor da hemoglobina libertada. De
acordo com essa andlise, apenas o THF provoca hemdlise, sendo que 0s restantes
derivados do fulereno ndo a provocavam (Trpkovic et al, 2010). Tal como se pode ver
na figura 17 a), verificou-se que existia hemdlise com uma concentracéo de 0,5 pug / mL
as 18 horas de incubacdo e com uma concentracao de 1 g / mL as 6 horas e 18 horas.

O autor apresenta uma hipdtese para explicar o dano provocado ao eritrdcito. O
nCeTHF tendo uma afinidade elevada, vai ligar-se a membrana do mesmo. Isto vai
levar a um aumento da producdo de espécies reactivas de oxigénio devido a perodixacao
lipidica (Trpkovic et al, 2010).

O eritrdcito vai ficar desidratado devido ao desequilibrio osmético, o que ird causar uma
reducdo no tamanho da célula devido a ligagdo as proteinas espectrina e actina do
citoesqueleto. Com o evoluir do tempo e do dano a membrana do eritrocito, verificou-se

a libertacdo de hemoglobina ocorrendo a hemdlise (Trpkovic et al, 2010).

Exemplo de Agente Hemolitico Semi-Sintético

A fenil-hidrazina ¢é utilizada como um componente da industria farmacéutica,
agroguimica ou quimica, tal como se pode observar na tabela 4 (WHO, 2000), sendo
responsavel por algumas doencas devido ao contacto com a mesma. Algumas dessas
doencas sdo a dermite eczematiforme de contacto ou traumatica, anemia hemolitica ou
asma bronquica (Portal Codificacdo dos GDH, 2002).
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Tabela 4: Utilizacdo da fenil-hidrazina na Europa Ocidental (adaptado WHO, 2000)

Utilizacéo de Fenil-hidrazina (%)

Industrias Europa Ocidental (1988) Alemanha (1990-1992)
Farmacéutica 37,6 70,2
Agroquimica 42,9 7,2
Corantes 15 21,8
Outros 4,5 0,8

A Fenil-hidrazina é um composto quimico com a formula de CsHgN,, apresentado a
estrutura da figura 18. A massa molecular é de 108,14 g/mol, a densidade é de 1,0978

g/cm®e o ponto de fusdo é de 19,5°C.

@NH—NHQ

Figura 18: Estrutura quimica da fenil-hidrazina (WHO, 2000)

O mecanismo pelo qual o contacto com o composto provoca anemia hemolitica, foi
estudado por Shetlar & Hill (1985), onde foi defendido que isso acontecia devido a
reaccdo da fenil-hidrazina com a hemoglobina. A oxihemoglobina ao reagir com a fenil-
hidrazina gera um N-fenil-protoporfirina, onde o componente heme da hemoglobina
fica alterado, como se pode observar na figura 19.
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Figura 19: Reaccéo da fenil-hidrazina com a hemoglobina (Shetlar & Hill, 1985)

De acordo com Shetlar & Hill (1985), a fenil-hidrazina ao sofrer uma reacgdo de
oxidacdo, vai catalisar a broxihemoglobina nos eritrocitos produzindo elevados niveis
de perdxido de hidrogénio, bem como pode levar ao aparecimento de alguns produtos,
entre estes encontram-se diversos radicais de fenil. Estes radicais vao estar envolvidos

na peroxidacao lipidica da membrana do eritrécito.

De acordo com Hill & Thornalley (1981), os radicais livres podem ser produzidos na
membrana ou vao ser difundidos para a membrana. Neste estudo € defendido que a
actividade tdxica da fenil-hidrazina se deve ao ataque que estes radicais realizam a

membrana.

Neste mesmo estudo, foram encontrados nos reticuldcitos (fase anterior do
desenvolvimento do eritrocito) de animais elevados niveis de lipidos que foram
peroxidados e polimeros de espectrina. Era também defendido que a integridade do
eritrocito tinha sido perdida devido a polimerizagéo da espectrina.
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2. METODOS DE DETERMINACAO DA ACTIVIDADE HEMOLITICA

A pesquisa foi realizada no Google Académico com as seguintes palavras hemolytic
activity method, hemolytic activity determination e hemolytic activity detection. Quando
a investigacao se encontrava restringida aos artigos posteriores a 2010 e truncada para
as palavras hemolytic activity method, aparecia apenas 1 artigo, quando eram hemolytic
activity determination apareceriam 14 artigos e finalmente para hemolytic activity

detection apareciam 6 artigos.

Nesse sentido, foi necessario ampliar a mesma e truncar apenas hemolytic activity, nesta
altura apareciam 9.750 artigos. No entanto, quando era utilizada a palavra method
associada a hemolytic activity, o método nem sempre estava relacionado com o
objectivo deste trabalho. O mesmo aconteceu na pesquisa para determination e

detection.

No passo seguinte, foram seleccionados os artigos que apresentavam os procedimentos
adoptados nos métodos de determinacao da actividade hemolitica, tendo sido analisados
independentemente de se confirmar a sua existéncia e do nimero de métodos utilizados.

A analise recaiu assim sobre 36 artigos.

No estudo que foi realizado foram encontrados 8 métodos de determinacdo da
actividade hemolitica, sendo maioritariamente realizados in vitro como se pode
comprovar na tabela 9. Os métodos que realizam estudos in vivo foram 2, representado

5,5% dos artigos analisados.
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Tabela 5: Resumo dos métodos de determinagéo da actividade hemolitica do estudo realizado

Método

Artigo

Citometria de

fluxo

(Trpkovic et al, 2010)

Deteccéo visual da
actividade

hemolitica

(Priyadharshini, Bragadeeswaran, Prabhu & Ran, 2011)

Espectofometria
com medicdo da
absorvéncia a 414
/415 nm

(Fan, Yoshida, Honda, Matsumoto, Sawada, Hattori, ... &
Fujimura, 2013); (Feng, Yu, Xing, Liu, Wang, Cai & Li, 2010);
(Kotmakchiev, Kantarci, Cetintas & Ertan, 2012); (Ling & Trick,
2010); (Li, Yu, Feng, Xing, Liu, Wang, Qin, Li & Li, 2011);
(Tatters,Van Wagoner, Wright & Tomas, 2012);

(Antunes, Imperi, Carattoli & Visca, 2011); (Arzanlou, Bohlooli,
Jannati & Miranejad-Asl, 2011); (Chachra, Coote, Partoon & Jand,
2011); (Colomer, Pinazo, Manresa, Vinardell, Mitjans, Infante &
Pérez, 2011); (Di-Qiang, Zheng, Guang, Jian-Feng, Ying-Kun,
Jing-Xian, Ting-Guo, 2011); (Hisamatsu, Nagao, Unno, Goda &
Hatakeyama, 2013); (Huang, Wang, Wang, Liu & Chen, 2011);

In Vitro (Jiang, Vasil, Gera, Vasil & Hodges, 2011); (Kao, Lin & Chang,

2010); (Lin, Y.-S., Haynes, C., 2010); (Ling & Trick, 2010);

Espectrofotometria . . . .
(Locock, Michl, Valentin, Vasilev, Hayball, Qu, Traven, Griesser,

com medigdo da . -
Meagher & Haeussler, 2013); (Louati, Krayem, Fendri, Aissa,

absorvancia a 540 i . . .
Sellami, Bezzine & Gargouri, 2013); (Min, Yan, Zhang,Ye, Zhong,

/570 /576 nm .
Cao, Zou & Chen, 2014) ; (Ng, Tan, Leong, Voo, Hedrick& Yang,
2014); (Rattanama, Thompson, Kongkerd, Srinitiwarawong,
Vuddhakul & Mekalanos, 2012); (Sasaki, Hiraoka & Kobayashi,
2010); (Singh, Gangwar, Kumar, Nath & Pratap, 2013); (Souza,
Jain, Galdhar, Samad, Degani & Devaraajan, 2013); (Spaller, Trieu
& Almeida, 2013); (Tomita, Kamio & Ohta, 2011); (Trpkovic et al,
2010); (Wei, Chi, Meng, Chen, An, Wang & Zhang, 2013); (Yang,
Liu, Wang, Liu, Wang, Wang, Wang & Liu, 2012); (Yildirim,
Ozgur & Bayindir, 2013)

Medicdo dos halos | (Rossoni, Barbosa, Vilela, Cardoso & Junqueira, 2013); (Seker,

de hemélise 2010); (Yigit, Aktas, Dagistan & Ayyildiz, 2011);

Microscopia de (Trpkovic et al, 2010)

forca atomica

Deteccao visual de | (Weldon & MacKessy, 2012)

In Vivo actividade

Medic&o de halos

hemorragicos

(Calzia, Ravera, Aluigi, Falugi, Morelli & Panfoli, 2011)
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Os métodos que realizaram estudos in vitro foram o da espectrofotometria, citometria de
fluxo, microscopia de forca atdmica, deteccdo visual da actividade hemolitica e medicdo
dos halos de hemolise. Em relacdo aos métodos como um todo, o mais utilizado é
aquele que mede a absorvancia da hemoglobina que € libertada através de

espectrofotometria, onde s&o usados diversos comprimentos de onda.

Os estudos in vivo utilizaram a medicdo dos halos hemorragicos e a observagdo visual

de uma reac¢do hemorrégica.

De entre os 8 métodos, destacam-se 2 por possibilitarem uma andlise mais completa,
uma vez que fornecem informacdo sobre a identidade, aspecto e forma do eritrécito,
bem como sobre a quantidade de hemaécias associada. Estes métodos sdo a citometria de

fluxo e microscopia de forca atdmica.

Com vista a sistematizar a apresentacdo, os métodos vado ser apresentados por uma
ordem crescente de complexidade em termos de requisitos necessarios para a sua
execucao, bem como em termos de resultados para analise. Em cada um deles, numa
primeira fase vao ser apresentados os principios dos mesmos e numa etapa seguinte 0s

respectivos procedimentos.
2.1 Deteccdo Visual de Actividade Hemorragica in vivo
Principio do Método

Numa primeira fase deste estudo foi directamente provocada a actividade hemorragica

tendo sido visualizada directamente por observacéo.

Numa segunda fase foi utilizado como método a microscopia Optica para visualizar a
actividade hemorragica provocada, bem como a necrose em tecidos. A analise é
realizada através da fixacdo das amostras, posterior seccionamento e coloracao
maioritariamente em hematoxilina eosina, sendo a analise realizada microscopicamente

(Histology and Virtual Microscopy, 2010).

O olho humano apresenta diferente capacidade de deteccdo da cor, consoante o
comprimento de onda. Conforme referido por Ryer & Light (1997), a maior

sensibilidade situa-se em 555 nm, em que 0 olho humano pode detectar um fluxo de
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cerca de 10 fotBes por segundo; o que corresponde a uma energia radiante de 3,58 x 10°

8 W (ou J s™%). Nos comprimentos de 450 nm e 650 nm, o olho pode detectar um fluxo
minimo de 214 e 126 fotbes por segundo, respectivamente. Verifica-se assim que 0s
comprimentos de onda relacionados com a deteccdo da hemoglobina a 540 e 570 nm

estdo préximos da sensibilidade maxima.
Execuc¢do do Ensaio Hemodlitico

Este metodo foi utilizado no artigo de Weldon & MacKessy (2012) realizado in vivo,
tendo sido injectado intradermicamente veneno liofilizado de serpente (Alsophis
portoricensis), ou da proteina purificada alsophine, uma metaloprotease, do veneno da
mesma serpente dissolvido em 25 pl de 0,9% solucdo estéril e salina em 4 fémeas
idosas de murganho (Mus musculus). As doses foram administradas em duplicado, a O
(controlo), 0,1 — 0,5 —-1,0 — 5,0 e 10,0 pg. Passadas 2 horas de incubacéo, as fémeas

foram eutanasiadas com CO.,.

De seguida, a pele foi removida e a superficie interna foi fotografada, verificando-se

uma hemorragia ou uma hemorragia intramuscular tal como se pode ver na figura 20.

£l 3 :
4 o

T NG

Figura 20: a) Superficie interna da pele do M. musculus com 5,0 pg de veneno liofilizado de serpente
(Alsophis portoricensis) b) 5,0 pug e 10,0 pg da metalprotease alsophine (adaptado de Weldon &
MacKessy, 2012)

Tal como se pode observar na figura 20 A e B, em ambos 0s casos verificou-se
hemorragia. No caso da figura A, onde o agente hemolitico era extracto bruto do veneno
da serpente, foi possivel visualizar no local onde foi administrado uma grande

hemorragia. No caso da figura B, onde o agente hemolitico era a proteina isolada,
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alsophine, a hemorragia foi intramuscular. Esta ndo foi visualizada na superficie interna
da pele mas sim na descoloracdo dos musculos intercostais, motivo pelo qual
aparentemente os efeitos da superficie dérmica sdo inferiores em B. No artigo ndo foram

apresentadas fotografias com o efeito provocado nos masculos intercostais.

Foi também investigado danos locais e sistémicos, tendo sido injectado directamente no
masculo, alsophine (1,0 pug e 4,0 pg) e veneno liofilizado de serpente (5,0 ug e 10,0
pg), administrados por bolus. Passadas 12h, os murganhos foram eutanasiados com
CO,, tendo sido realizados exames histoldgicos dos tecidos pulmonares e gastricos. Em
ambos 0s casos, 0s eritrcitos extravasaram 0S vasos sanguineos e provocaram necrose

em nos tecidos examinados (Weldon & MacKessy, 2012).
2.2  Deteccdo Visual da Actividade Hemolitica In Vitro
Principio do Método

Este método permite uma andlise rapida a um numero elevado de amostras, sendo
utilizado numa fase preliminar de um estudo como screaning dos agentes hemoliticos e
amostras. O 96-well “V’ bottom microtitre plate, adiante designado como suporte para
96 micro amostras, € usado na andlise de diversas amostras. Este dispositivo é uma
microplaca feita de poliestireno com 96 pocos transparentes, sendo possivel detectar
visualmente directamente e simultaneamente a existéncia ou ndo de hemolise. Tem o
comprimento de 127,76 = 0,15 mm e altura de 85,48 + 0,15 mm, com uma curvatura
aproximada de 200 pm, como se pode observar na figura 21 (Thermo Scientific, 2014).
Foi encontrado em apenas 1 dos artigos analisados onde eram comparados 0s eritrocitos

de galinhas com os de caprinos quando era provocada a actividade hemolitica.

Figura 21: Nunc™ Edge 96-Well Plate (Thermo Scientific, 2014)
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Este método consistiu em misturar o agente hemolitico com a amostra que se estava a
analisar em cada um dos pocos, tendo sido colocada a placa em ligeiramente agitacédo
durante 2h.

Durante este processo, verificou-se a actividade hemolitica, tendo-se considerado que
caso um pocgo apresenta-se uma suspensdo vermelha, iria ser considerada a presenca de
hemolise. Por outro lado, caso se verificasse a formacdo de uma aglutinacdo, nesse caso

ndo iria ser considerada a formacéo de hemdlise (Priyadharshini et al, 2011).

Execucéo do Ensaio Hemolitico

Foi adicionado a amostra de eritrocitos EDTA. De seguida foi centrifugada esta mistura
trés vezes a 5.000 rpm durante 5 minutos. Para obter uma amostra de 1% de suspenséo
de eritrdcitos foi adicionado 99 mL de solucdo de soro fisiologico e 1 mL de eritrdcitos

concentrados nuns de galinha e noutros de cabra (Priyadharshini, et al, 2011).

O teste da actividade hemolitica foi realizado num ensaio no suporte para 96 micro
amostras. Foram utilizadas duas diluicbes de muco dos extractos de uma alga (Ulva
fasciata) em 100 ul de agua salina, como abordado anteriormente no tépico 1.4. O passo

seguinte, consistiu em adicionar 100 pl de 1% de eritrocitos em todos 0s pocos.

Os pratos foram levemente mexidos e permaneceram durante 2 horas a temperatura
ambiente (Priyadharshini et al., 2011).

O resultado considerava que a suspensdo com cor vermelha uniforme nos pocos, iria ser
considera como uma hemolise positiva. Caso contrario, se no fundo do pogo existisse
alguma formacdo, era considerado como negativo. Neste estudo, verificou-se que o
sangue de galinha era 0 mais vulneravel a ocorréncia de hemdlise (Priyadharshini et al.,
2011).

2.3 Medicéo dos Halos de Hemdlise In Vitro
Principio do Método

O meio de agar de dextrose Sabouraud é utilizado porque favorece o crescimento de

fungos devido ao pH baixo, sendo a selectividade aumentada para fungos com a adicéo
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do cloranfenicol (antibidtico de largo espectro que inibe o crescimento de bactérias). A
dextrose vai funcionar como uma fonte de energia para o desenvolvimento do fungo
(BBL, 2012).

Este € um meio ndo selectivo para cultura e manutencdo de fungos patogénicos e ndo

patogénicos, favorecendo o crescimento do fungo C. albicans (BBL, 2012).

Nos estudos analisados, é utilizado numa primeira fase o agar de dextrose Sabouraud
para promover o crescimento do fungo e numa segunda fase foi realizada uma

suspensdo com a Candida, tendo sido inoculadas hum &gar enrequecido com sangue.

A anélise deste método consistiu na verificagdo visual, ou através da utilizagdo de um
microscopio com um software de recolha de imagem (Lou et al, 2001), da existéncia de
halos de hemolise provocados pelo fungo, como se pode observar na figura 22. O custo

aproximado desse equipamento é de 7 mil euros.

Legenda:

O C. albicans

Figura 22: Fotografia representativa da hemolise provocada por diversas espécies de Candida no agar

com sangue de ovelha (adaptado de Lou et al, 2001)

No estudo de Seker (2010), no caso de ter um halo translucido e bem distinto ou um
anel preto esverdeado ao redor do local onde foi inoculada a amostra, considera-se que

existia actividade hemolitica.

Foram medidos os halos onde se verificasse que existia hemolise. Esta medicéo teve
como objectivo avaliar a intensidade da mesma. O diametro do halo translucido foi
dividido pelo diametro da coldnia, este quociente podia ser igual ou superior a 1, sendo
utilizado como indice hemolitico.

O método que serviu de referéncia para este estudo foi descrito por Luo, Samaranayake

& Yau, (2001). Para a medigéo dos halos, os autores utilizaram um sistema

47



Métodos de Determinacdo da Actividade Hemolitica

computadorizado de analise de imagem, Quantimet 500 Qwin da Leica. Na medicédo dos
halos sdo utilizadas lentes de resolucdo elevada, por exemplo, com a capacidade de
captar 1280 x 1024 pixels (Nikon, 2014).

Execucao do Ensaio Hemolitico

Este método foi utilizado em apenas trés estudos analisados, todos eles para o estudo do

fungo Candida.

O primeiro passo consistia na preparacdo da amostra, no caso de Yigit et al (2011) na
mucosa do palato por baixo da dentadura de 71 doentes (31 mulheres e 39 homens). Os
passos seguintes foram similares aos ja descritos, tendo sido inoculadas num agar
enrequecido com sangue de ovelha (Yigit et al, 2010; Seker, 2010) ou sangue humano
(Rossoni et al, 2013).

No caso do estudo de Yigit et al (2011), foi realizada uma medicdo do diametro dos
halos que apareceram nos &gares tendo sido calculada a média e desvio padrdo. Esta
medida foi realizada 3 vezes, tendo sido calculada a média + o desvio padrdo. No caso

da C. albicans, apenas foram identificadas  hemolise, tendo sido alcangado o valor de

21 (2,22 £ 0,12) (Seker, 2010).

No estudo de Lou et al (2001) foram testadas a actividade hemolitica de 14 estirpes do
fungo Candida, em 8 casos verificou-se a existéncia de p hemolise (lise completa das
hemécias) sendo a C. glabrata a que apresentava maior actividade, seguida da C.

albicans.

No entanto no estudo de Yigit et al (2011), onde foram testadas 5 estirpes de Candida, 4
apresentavam B hemolise. A C. albicans apresentava maior actividade hemolitica do

que a C. glabrata, uma vez que se encontrava em maior nimero.
2.4  Medicdo dos Halos Hemorragicos In Vivo
Principio do Método

Este método também utilizou a medigdo do didmetro do halo que era provocado pela
actividade hemorragica, uma vez que foi realizada in vivo em ovos de galinha

fertilizados.
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A actividade hemorragica foi provocada por um agente hemolitico, neste caso o veneno
de serpente que foi colocado em contacto com o saco vitelino. Ao colocar o veneno em

contacto com o mesmo, era provocado um halo detectado visualmente.

Execucéo do Ensaio Hemolitico

Este método foi realizado in vivo por Calzia et al (2010) em ovos de galinha

fertilizados.

Os ovos fertilizados foram recolhidos no dia 1 e incubadas a 37° C até ao dia 4 num
incubador himido. De seguida, as cascas dos ovos foram limpas com etanol a 70%, e as
cascas sob as quais existia um saco de ar foram removidas para expor o saco vitelino

vascularizado.

Foi utilizado veneno de serpente (Crotalus atrox) diluido em tampédo fosfato salino
(PBS) com diferentes concentragdes (0 a 400 ng). Um volume de 1,5 pl foi aplicado em

discos de papel de filtro Whatman nimero 2.

Cada disco foi pousado na membrana do saco vitelino sobre uma das veias bilaterais

major como se pode observar na figura 23 (Calzia et al., 2011).

Neste caso, foi considerada a medicdo de uma coroa de 2 mm do halo criado como uma
dose hemorragica standard (SHD). Tendo sido tratadas com valores diferentes a SHD e
SHD x100 (0-1 mA) com uma baixa voltagem (0-10 V) e aplicado aos discos de papel
de filtro ja descritos.

Foram aplicados 20 pg de veneno na figura 24 A. No caso B, foram aplicados 20 ug de

veneno previamente tratado com 0,7 mA.

q

Figura 23: Efeito da dose hemorragica de veneno de C. atrox em ovos de galinha fertilizados A) 20 ug
de veneno B) 20 g de veneno tratado com 0,7 mA C) Controlo (adaptado de Calzia et al, 2011).
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De seguida foram incubados a 37°C, tendo sido visualizadas coroas as 2h e as 4h de
periodo de incubagdo, tendo chegado a conclusdo que ao aplicar previamente uma

corrente eléctrica no agente hemolitico, a actividade hemolitica diminui.

2.5  Espectrofotometria de Absorgéo
Principio do Método

A principal medida utilizada para analisar a actividade hemolitica é a absorvancia, ou
seja, a quantidade de fotdes que é absorvida. De entre os artigos analisados, este método
foi utilizado em 31 dos casos para o estudo da actividade hemolitica, representando 86%

dos mesmos.

O método a seguir descrito utilizou a ruptura da célula e a respectiva libertacdo de
hemoglobina no sobrenadante como parametro para a analisar a existéncia de actividade

hemolitica in vitro.

A espectrofotometria de absorcdo € uma analise quantitativa que € utilizada em diversas
areas, tais como na bioquimica, fisica, quimica, materiais e em diversas aplicacdes
industriais e clinicas. A sua utilizacdo é tdo vasta devido a relacdo entre o beneficio e o
custo, em que o custo do equipamento é de cerca de 2 a 7 mil euros. No caso por
exemplo de aplicacdes clinicas, é usada para examinar 0 sangue ou tecidos para o
diagndstico clinico, tendo como principal objectivo medir a luz que é absorvida por uma
amostra, sendo que neste caso foi medida a luz que era absorvida pela hemoglobina
(UCDavis Chemwiki, 2014).

Um espectrofotometro é constituido por um espectrémetro e um fotometro. O
espectrometro emite um feixe de luz que pode ser de qualquer comprimento de onda /
cor. Este feixe vai passar por uma cuvete onde se encontra a amostra, sendo a
intensidade da luz que consegue passar através da amostra medida pelo
fotometro/detector que fornece um sinal de tensdo para um galvandémetro (Caprette,

2012), como se pode observar na figura 24.
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Lente Selector Comprimento Detector
Onda
— A\l -
Fonte de Luz Monocromador Amostra Mostrador

Figura 24: Esquema tedrico da espectrofotometria de absorcéo (adaptado de UCDavis Chemwiki, 2014)

Esta técnica considera que cada composto transmite luz ao longo de um determinado
intervalo de comprimento de onda. O ultravioleta utiliza geralmente as faixas entre 185-
400 nm e o visivel 400-700 nm. No caso de usar a faixa 700-1500 seria o infravermelho
(UCDavis Chemwiki, 2014).

A hemoglobina apresenta uma cor vermelha porque absorve raios de luz azuis e verdes,
sendo muito mais eficaz que o vermelho. O grau de absorvancia destas luzes sera

proporcional a concentracdo de hemoglobina presente na amostra (Caprette, 2012).

A quantidade de luz que € captada pelo detector e que passa atraves da amostra depende
do comprimento da cuvete e a concentracdo da mesma, sendo esta a I; na figura 25. Na

mesma imagem, o lp é a intensidade de luz antes da amostra. Nesse sentido, a
A - . . ~ It
absorvéancia vai ser calculada de acordo com a seguinte expressao, onde — Tepresenta a

transmitancia.
Absorvancia (A) = - log (;—z)

O espectrofotometro UV-Visivel tem um limite de deteccdo entre 10 a 100 milimoles,
consoante o coeficiente de extingdo da molécula em causa, e apresenta exactiddo de 1 a

3%, em relacéo ao padréo (Skoog & West, 1980).
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Execucéo do Ensaio Hemolitico

De acordo com os artigos analisados existiram ligeiras alteracfes em relacdo a
preparacdo da amostra, nomeadamente em relacdo ao tampédo fosfato utilizado, ao tipo
de eritrocitos analisado (humano, galinha, coelho, etc.) ou tempo de incubagéo. No

entanto, os passos eram maioritariamente semelhantes entre os estudos analisados.

Os primeiros passos consistiram em preparar os eritrécitos que iriam ser analisados,
diluindo-se com tampéo fosfato com um pH 7,4 (Antunes et al, 2011) ou 8,5
(Hisamatsu et al, 2013), como se pode visualizar o esquema da figura 25. De seguida,
esta amostra foi incubada durante trinta minutos (Seker, 2010) ou dezoito horas
(Trpkovic et al., 2010).

Nanoparticulas de Sangue
Silica Mesoporus v -

Eritrocitos Eritrécitos
Normal Danificado

Grupos funcionais
hidrofébicos,
polares, i6nicos

Figura 25: Esquema representativo da interac¢do dos diversos componentes do sangue e as

nanoparticulas de silica. (adaptado de Yildirim et al, 2013)

O terceiro passo consistia em centrifugar a amostra entre trés (Trpkovic et al., 2010) a
cinco (Sasaki& al., 2010) minutos a diferentes rotages por minuto.

De seguida, a absorvéancia iria ser medida, podendo o comprimento de onda variar entre
414 (Fan et al, 2013) e 576 nm (Ng et al, 2014).

Foram 6 estudos que utilizaram o comprimento de onda 414 nm; dois deles estudavam o
veneno da medusa Cyanea noakii em eritrécitos de galinha. Outros 2 artigos estudavam
a micro emulsdo de Oleo/dgua com mitomicina, sendo que um utilizava eritrocitos
humanos e o outro de ovelha. Um quinto estudava uma alga microscopica marinha e o
sexto um protista pertencente ao plancton marinho. A escolha deste comprimento de

onda pode indicar a opgéo destes autores pela hemoglobina glicosilada
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Os comprimentos de onda entre o 540 nm e 576 nm, relacionados com a
oxihemoglobina, foram utilizados em 23 estudos que analisavam a actividade
hemolitica de agentes hemoliticos muito dispares e em diferentes tipos de eritrdcitos.
Tal como foi abordado no topico da hemoglobina, verificou-se que o valor onde existia
maior absor¢édo de luz por parte de a hemoglobina era entre os comprimentos de onda de
540 nm e 576 nm, motivo pelo qual foram estes os comprimentos de onda utilizados

para medir a absorvancia,

De entre os estudos analisados, existiam diversas perspectivas de analise a actividade
hemolitica. De acordo com Trpkovic et al. (2010), a actividade hemolitica foi
determinada pelo quociente entre a diferenca entre a absorvéancia da amostra menos
absorvancia do controle negativo menos a absorvancia dos eritrocitos com o tampéo

fosfato e a absorvancia do controle positivo.

_ Abs.Amostra - Abs. Cont. Neg. - Abs. com Eritrdcitos PBS
B Abs. Cont. Pos.

Lin & Haynes (2010) consideraram outra equacdo que também analisava a percentagem
de hemdlise. Considerava-se 0 quociente entre a diferenca entre a absorvancia da
amostra e o controlo negativo, sendo o denominador a diferenga entre a absorvancia do
controlo positivo e negativo.

__ Abs.Amostra - Abs.Cont.Neg.

AH =
Abs.Cont.Pos.- Abs.Cont.Neg.

X 100

Caso o valor da equacdo fosse positivo, iria ser considerado que 0 agente apresenta
actividade hemolitica. Caso o valor fosse negativo considerar-se-ia que a mesma nao

existia.

Nalguns casos foi analisada a quantidade de agente hemolitico que iria causar cinquenta

por cento da lise dos eritrocitos (CH50) (Feng et al, 2010).

O valor de HDs significava o valor de metade da dose que iria provocar a lise de um
determinado volume de eritrocitos que se encontravam sensibilizados num volume total
de globulos vermelhos. Esta preparacdo foi incubada durante determinado tempo a

determinada temperatura (De-Qiang et al, 2011).
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No caso do artigo de De-Qiang et al (2011), a amostra foi incubada a 37°C durante duas
horas. A figura 26 mostra a curva padrdo do contetdo do grau de hemolise provocado

pela concentracdo da saponina.

120
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Figura 26: Curva padrdo da saponina (De-Qiang et al., 2011)

2.6 Microscopia de Forca Atémica

Principio do Método

A microscépia de forca atbmica é um instrumento importante para a medicdo,
manipulacdo e imagem de matérias em termos de dimensdes nanometricas. Fornece
uma imagem topogréafica tridimensional da superficie que esta a analisar, tal como se

pode ver na figura 27.
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Figura 27: Representacdo do fulereno-THF através de microscopia de forga atomica (Trpkoic et al, 2010)

O microscopio tem uma ponta delgada, como se pode ver na figura 28, que pode ser em
diamante ou silicone que tem como objectivo realizar uma varredura na superficie em
analise em diversas direc¢des X, y e z, conseguindo atingir uma resolucéo de fraccdes de
nanometros. Essa leitura vai ser realizada linearmente, sendo gravada a interac¢do que
existe entre a ponta delgada e a amostra (The Tartan, 2010; Imaging Technology
Group, 2007).

Fotodetector Laser

Skt
N

Sensor
de Sinal

Botdo
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Amostra

Figura 28: Principio de funcionamento do sensor de sinal gerado pela microscopia de forga atémica

(adaptado de Ambios Technology Corporation, 2007)

A microscopia de forca atdbmica é composta por varios constituintes, sendo eles um
brago de suporte para realizar a leitura, um scanner, um detector e um controlador de
erros. O microscopio como um todo pode ser observado na figura 29. O scanner e feito
a partir de um tubo de elementos piezoeléctricos (materiais que mudam de forma

guando uma certa quantidade de tenséo ¢ aplicada aos mesmos). A analise vai consistir
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em disparar um feixe de laser do ponto do braco de suporte, sendo reflectida para um

fotodetector sensivel a posicdo (The Tartan, 2010).

-
“H=n..-

Figura 29: Microscopio de forca atomica (Nuance, 2014)

Quando a ponta da sonda se desloca préximo de uma superficie, as forcas entre a ponta
e a amostra podem ser repulsivas ou atractivas (sendo de grande distancia sdo
maioritariamente atractivas devido a forcas de Van der Waals). Quando existe contacto,
essas interaccGes podem ser de friccdo, de adesdo, electromagnéticas ou magnéticas

(Engineering IT Suport, 2013).

Existem 2 maneiras de realizar o scanning por microscopia de forca atdbmica, uma por
manter uma forca constante e a outra por manter uma distancia constante, pode ainda

ser realizado um contacto, ndo contacto ou contacto intermitente.

Esta técnica pode ser utilizada com diversos tipos de amostras, tais como, liquidos,
substancias solidas, condutoras, isolantes, magnéticas ou ndo, podendo ser utilizada em
estudos de proteinas, péptidos, células, moléculas, tecidos ou ainda em novos
biomateriais. Nesse sentido, pode ser aproveitada em diversas areas como a fisica,
nanotecnologia, quimica, biologia, engenharia de materiais e electronica (The Tartan,
2010). Apesar de poder ser utilizada em tantas &reas, esta técnica ndo tem tanta
utilizacdo como a espectrofotometria, em parte devido ao custo deste equipamento que

pode ser cerca de 26 mil euros.
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O tamanho medicéo das particulas utilizando a microscopia de forca atdbmica pode ir até

10 nm, com uma variagdo de cerca de 10% (NIST, 2009).

Execucéo do Ensaio Hemolitico

Com vista a analisar as alteracbes na morfologia dos eritrocitos provocada pelo
fulereno, Trpkoic et al (2010) realizou uma analise com microscopia de forca atdmica.
Numa primeira fase, a suspensdo aquosa de fulereno foi dissolvida em THF. Apds este
tratamento durante 15, 30 e 60 min., 10 ul de suspensao de eritrocitos foi pipetada sobre

uma superficie de vidro e fixadas com metanol e secas ao ar.

De seguida, a amostra foi montada na plataforma XY do microscopio, tendo a camara
de video sido fixada. O raio de curvatura da ponta de silicio era inferior 10 nm e a
frequéncia de oscilagéo foi de 136 kHz, tendo sido a taxa de varredura de 0,3-1 Hz e o
intervalo de varredura do scanner de circuito fechado foi de 35 pum.

Todas as imagens foram processadas com um software especifico que as agrupa e

nivela, apresentando-as em forma de onda, como se pode observar na figura 30.

0 min 30 min 60 min

Figura 30: Eritrécitos incubados com 1 pg mL™ nCeore durante 0 min, 30 min e 60 min (Trpkovic et al,
2010).

Como se observar na figura, com o evoluir do tempo os eritrocitos foram diminuindo a
altura, didmetro, passando a ndo se encontrar tdo bem definidos como aos 0 min. Nesse

sentido, foi calculado o valor quadratico médio da rugosidade de acordo com a formula:

57



Métodos de Determinacdo da Actividade Hemolitica

Jl"?rm.x' = | if:,; — Zay )2
\

a=1

em que N representa o numero total de pontos de dados numa area seleccionada, z, € a
altura do ponto em questdo de um determinado ponto e z,, é a média da altura. A
rugosidade foi calculada directamente através do software Quesant (Trpkovic et al,
2010).
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Figura 31: Rugosidade do eritrocito aos 0 min, 30 min e 60 min (Trpkovic et al, 2010).

Tal como se pode confirmar na figura 31, a rugosidade foi aumentando a medida que o
tempo de contacto com o nCgTHF aumentava, causando assim dano ao eritrdcito e sua

membrana, podendo causar a longo termo hemolise.
2.7  Citometria de Fluxo
Principio do Método

Esta técnica é utilizada em diversos campos, nomeadamente em imunologia, patologia
molecular, biologia molecular, biologia, medicina nomeadamente na area dos
transplantes, quimioterapia, genética, entre outros (Mandal, 2014). Apresentando uma
condicionante que esta relacionada com o elevado custo do equipamento que pode
atingir até 500 mil euros, consoante 0s acessorios incorporados e a sua sensibilidade,
embora seja possivel adquirir um equipamento basico por cerca de encontrar-se entre 50

mil euros.
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Na éarea da salde, a citometria de fluxo é mais utilizada no estudo da viabilidade celular,
imunofenotipagem, anélise do ciclo celular, anélise da proliferacdo celular, marcacdo
intracelular, deteccdo da producéo de citocinas, contagem CD4 em doentes com HIV,

separacdo de células, entre outros (Romagnoli, 2013).

Citometria de fluxo, onde cito significava célula, metria significava medida e fluxo
movimento. Nesse sentido, esta técnica teve como intuito separar, contar, examinar e
classificar as particulas microscopicas que se encontram em meio liquido e em
movimento. Esta permite uma andlise rapida a diversos parametros da célula
(Romagnoli, 2013).

Este método consistia em direccionar um feixe de luz as células que se encontravam em
meio liquido e em movimento. Ao incidir este feixe de luz no fluxo de células, no
instante que a célula passa diante do mesmo, provoca uma dispersdo desse feixe que ird
ser captada por diversos detectores. Esses detectores encontravam-se posicionados um
na linha do feixe, sendo conhecido como dispersdo foward scatter (FSC), os outros
encontram-se posicionados perpendicularmente, sendo conhecido como dispersao side
scatter (SSC). Existem ainda mais detectores fluorescentes (FL) com diversos canais
(FL1, FL2, FL3 e FL4) como se pode ver na figura 32 (BD Biosciences, 2009).

488/10 E i 530130

585/42

661/16 / ‘
I

670LP

Blue laser @ —— 1
56 nm Red diode laser 488110  FSC diode

Figura 32: Feixes da citometria de fluxo que incidem sobre o fluxo de células (BD Biosciences, 2009).
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O detector foward scatter tem como objectivo medir o tamanho relativo da célula, o
side scatter analisava a granulosidade ou complexidade da mesma. No global estes dois

detectores conseguiram estudar a morfologia celular (Romagnoli, 2013).

Para viabilizar a andlise que serd feita, as células sdo marcadas com corantes

fluorescentes que séo excitados pelo laser e assim emitir luz a diferentes comprimentos

de onda.

Marcadores Amostra Lavagem Anélise por Colﬂtragéo

Citometria de EoOoR R
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Figura 33: Marcacdo das células em citometria de fluxo (adaptado BD Biosciences, 2009).

A citometria de fluxo pode ser considerada como um conjunto de sistemas que numa
primeira fase em relacdo aos fluidos introduz e alinha as particulas para analise.
Posteriormente, ira gerar e recolher os sinais de luz, sendo de seguida convertidos em

sinais electronicos para serem analisados em sistema informéaticos (Romagnoli, 2013).

A citometria de fluxo tem a capacidade de medir o tamanho de micro particulas. O facto
de células serem marcadas com corantes fluorescentes permite atingir valores de
deteccdo na ordem dos 0,3 a 1 pum (Robert, Lacroix, Poncelet, Harhouri, Bouriche,
Judicone... Dignat-George, 2012).

Execucdo do Ensaio Hemolitico

No estudo realizado por Trpkovic et al (2010), foram testadas diferentes suspensées
aquosas de fulereno Cgp previamente dissolvidas em THF, nCgorur, para analisar a sua
influéncia na producdo intracelular de espécies reactivas de oxigénio em eritrocitos

humanos.

A fase seguinte consistiu em adicionar solucdo salina tamponada com fosfato a

suspenséo de fulereno, 10 minutos antes de ser realizada a experiéncia.
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Neste estudo foi utilizado o dihi-dromina como corante fluorescente que emite

fluorescéncia verde para facilitar a anélise.

A andlise de citometria de fluxo teve como objectivo analisar as alteracGes que
ocorreram no eritrécito apds o tratamento com do fulereno com THF (Trpkovic et al,
2010).
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Figura 34: Citometria de fluxo eritrdcitos de teste controle e nCgorir passado 1h de incubagdo (adaptado
de Trpkovic et al, 2010).

Esta analise foi realizada em 10.000 células por cada linha, tendo os eritrdcitos sido
avaliados através de dispersdo frontal e lateral. Na figura 34 B foi adicionado aos
eritrocitos 1 pg de nCeornr € na figura 34 A o ensaio foi realizado sem adicdo de

fulereno, ambos foram incubados durante 1h. De acordo com a anélise das figuras, foi

possivel afirmar que apds 1h de contacto com nCeorir, 0S valores de tamanho (FSC) e

densidade (SSC) dos eritrocitos foram diminuidos.
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3. ANALISE COMPARATIVA DOS METODOS

No universo dos 36 artigos estudados, foram encontrados 8 métodos de determinacéo da
actividade hemolitica.

Para a realizagdo de andlises in vitro, os metodos utilizados foram a espectrofotometria
de absorcdo no visivel, a citometria de fluxo, a microscopia de forca atdbmica, a medi¢do
de halos de hemdlise e a deteccdo visual da actividade hemolitica. Destes, 0 mais usado
foi a espectrofotometria, 31 em 36, seguido da medicdo dos halos de hemolise, 3 em 36.
Os restantes métodos foram referidos em apenas um dos artigos estudados.

Em relagdo aos ensaios in vivo, encontraram-se apenas 2 métodos, nomeadamente a
medicdo dos halos hemorragicos e a detec¢do visual da actividade hemorragica, cada
um referido em um artigo.

No que respeita a causa da hemolise, os trabalhos publicados abordaram um espectro
alargado de agentes hemoliticos. No entanto, foi possivel enquadra-los em 4 tipos
gerais, a saber: microorganismos, organismos marinhos, organismos terrestres e
compostos sintéticos. A tabela 6 apresenta cada um dos agentes hemoliticos, segundo a

classificacdo adoptada.

Tabela 6 Tipos de agentes hemoliticos do estudo realizado

Tipo de Agente Hemolitico em Estudo Artigo
Agente
Acinetobacter baumannii (Antunes et al, 2011)
Candida isolada a partir de leite de vacas com mastite (Seker, 2010)
Dinoflagelados protistas flagelados pertencem ao
plancton marinho (Alexandrium peruvianm) (Tatters el al, 2012)
Microorgani _ (Rossoni el al, 2013); (Yigit el
smos Fungo Candida al, 2011);
Pasteurella multocida B:2 (Chachra el al, 2011)
Pneumolisina O intra e extra celular (Streptococcus (Arzanlou el al, 2011)
pneumoniae) '
Poro transmembranar do Staphylococcus-hemolisina (Tomita el al, 2011)
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o Agente Hemolitico em Estudo Artigo
(GBI (Cont.) (Cont.)
(Cont.) ' '
Alga microscopica marinha (Heterosigma akashiwo) (Ling & Trick, 2010)
Organismos Lectina do pepino marinho (Cucumaria echinata) (Hisamatsu et al, 2013)
Marinhos
. (Feng et al, 2010);
Veneno medusa (Cyanea nozakii) (Liel al, 2011)
Vibrio harveyi do camaréo (Rattanama el al, 2012)
Alga verdg comestivel presente em Mandapam (India) (Priyadharshini et al, 2011)
(Ulva fascinata)
Cardiotoxinas serpente venenosa (Naja naja) (Kao, Lin & Chang, 2010)
Componentes oligoméricos e proteicos de fraccdes de (Min et al, 2014)
19G humano
Lectina da hemolinfa do soro do mosquito (Sasaki et al, 2010)
Saponinas provenientes de uma injeccdo herbal A
Organismos | proveniente de medicina chinesa (De-Qiang et al, 2011)
Terrestres
SecrecOes da pele de sapo (Kaloula pulchra) (Wei el al, 2013)
Toxicidade das nanoparticulas de pigmentos que ocorre
naturalmente e faz parte de um componente activo do (Souza el al, 2013)
acafrdo-da-India (Curcumina)
Veneno escorpido (Maurus) (Minel al, 2014)
Veneno de cascavel diamante (Crotalus atrox) (Calzia el al, 2011)
Veneno serpente (Alsophis portoricensis) (Weldon & MacKessy, 2012)
Derivados da tiourea (SC(NHS,),) (Singh el al, 2013)
Dextrano de agmantina conjugado (Yangel al, 2012)
Fulereno (Trpkovic et al, 2010)
Guanilatos de polimetaacrilatos (Locock el al, 2013)
. - (Lin & Haynes, 2010);
Nanoparticulas de silica mesoporous (ildirim el al, 2013)
Compostos - . p
Sintéticos Péptidos anticancerigenos (Huang el al, 2011)

Péptidos antimicrobianos a-helical

(Jiang et al,2011)

Peptido memb-activo com termodinamica de juncéo a
1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine

(Spaller el al, 2013)

Policarbonatos catiénicos biodegradaveis

(Ng et al,2014)

Surfactantes catiénicos derivados de lisina

(Colomer el al, 2011)

Microemulséo de 6leo/agua com mitomicina

(Fan et al,2013); (Kotmakchie
el al. 2012)
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Os agentes hemoliticos estudados nos 36 artigos foram maioritariamente compostos

sintéticos, com 13 exemplos, seguidos de organismos terrestres, com 10,

microorganismos, com 8, e organismos marinhos, com 5, como mostra a figura 35.
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Figura 35: Esquema com os agentes hemoliticos estudados (dados da Tabela 6)

No gue respeita a natureza do eritrocito-alvo, verificou-se alguma diversidade entre as
amostras, havendo uma prevaléncia de mamiferos, 7 em 8. Nos ensaios analisados, a

maioria dos eritrocitos utilizados para realizar a analise sobre a actividade hemolitica

foram eritrcitos humanos, existindo inclusive casos em que se testaram

especificamente os grupos sanguineos A, B ou 0. A tabela 7 mostra todos os tipos de
eritrocitos avaliados.
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Tabela 7 Resumo dos tipos de eritrocitos do estudo realizado

Tipo de Eritrdcitos

Origem

Artigo

Eritrécitos Humanos

Eritrocito humano tipo A

(Kaoet al, 2010); (Sasaki et al, 2010)

Eritrocito humano tipo O

(Arzanlou et al, 2011); (Kao et al, 2010)

Eritrécito humano tipo B

(Kao et al, 2010)

Eritrécito humano

(Colomer et al, 2011); (Huang et al, 2011); (Jiang
et al, 2011); (Kotmakchiev et al, 2012); (Lin &
Haynes, 2010); (Locock et al, 2013); (Louati et
al, 2013); (Min et al, 2014); (Rossoni et al,

2013); (Singh et al, 2013); (Tatters et al, 2010);
(Tomita et al, 2011); (Trpkovic et al, 2010); (Wei
et al, 2013); (Yildirim et al, 2013)

Cabra (Priyadharshini et al, 2011)

Cavalo (Antunes et al, 2011); (Chachra et al, 2011);

Coelho (De-Qiang et al, 2011); (Hisamatsu et al, 2013);
(Ling et al, 2010); (Louati et al, 2013); (Min et al,

Eritrécitos de Outros | ©2d0 (Weietal, 2013)
Mamiferos (Antunes et al, 2011); (Fan et al, 2012);

Ovelha (Rattanama et al, 2012); (Seker, 2010); (Spaller et
al, 2013); (Yigit et al, 2011)

Rato (Louati et al, 2013); (Min et al, 2014); (Ng et al,
2014); (Souza et al, 2013) ; (Tatters et al, 2010)

o . (Feng et al, 2010); (Li et al, 2011); (Min et al,
Eritrocitos de Néo Galinha

Mamiferos

2014); (Priyadharshini et al, 2012); (Wei et al,
2013);

A figura 36 associa esquematicamente o tipo de eritrécito com o nimero de artigos

encontrados. Os eritrocitos humanos foram utilizados em 18 (50%) dos artigos

analisados. Em relacdo aos outros mamiferos, seguiram-se os glébulos vermelhos de

coelho, 8, e de ovelha, 6. Os eritrdcitos de galinha foram estudados em 5 artigos.
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Nos artigos onde néo era indicado o tipo de eritrocito utilizado, Rossoni et al, 2013;
Yigitet al, 2011; Seker, 2010, foi considerado o eritrécito que se enquadraria melhor na

actividade do agente hemolitico e do contexto em estudo.

B Humanos M Ovelha ®Coelho M Rato WM Gado mCabra Cavalo Galinha

Figura 36: NUmero de ensaios realizados consoante o tipo de eritrécito (dados da Tabela 7)

Na continuidade da analise, verificou-se que 0 modo de ac¢do dos agentes hemoliticos
ndo é sempre 0 mesmo. Consoante 0 seu tamanho, o agente hemolitico podera entrar
com mais facilidade no interior do eritrocito e ai actuar ao nivel do citoesqueleto, como
¢ o caso do fulereno associado ao THF (Trpkovic et al, 2010). Se se tratar de
macromoléculas, pode acontecer uma interac¢cdo com a membrana do eritrdcito que leve
a sua ruptura; tomando como exemplo a C. albicans, a accdo hemolitica pode ocorrer na
proteina banda 3 da membrana do eritrocito (Watanabe et al, 1999). Pode ainda ocorrer
uma accdo ao nivel da membrana e do seu interior, como se constatou com a fenil-
hidrazina (Hill & Thornalley, 1981; Shetlar & Hill, 1985).

Tendo em consideracgdo os diversos métodos analisados, foi também possivel concluir
que a escolha do método para determinacao da actividade hemolitica depende do tipo de

analise que se pretende realizar.

Se 0 objectivo da analise fosse realizar um varrimento em muitas amostras
simultaneamente, ou uma analise prévia a um estudo mais complexo, o método indicado

seria 0 de deteccéo visual, quer in vivo ou in vitro.
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Quando o pretendido era realizar uma andlise quantitativa da intensidade da actividade
hemolitica, o0 método preferencialmente utilizado foi a espectrofotometria de absorcéo,
podendo ter sido utilizada em diferentes comprimentos de onda, como 414 nm, 540 nm
ou 570 nm. Outro método quantitativo adoptado foi a medida dos halos formados pelos

agentes hemoliticos.

No caso de se pretender uma analise mais detalhada sobre as alteragGes provocadas na
morfologia do eritrocito, os métodos aconselhados seriam a microscopia de forca
atomica e a citometria de fluxo, os quais permitem desenvolver também uma analise
quantitativa.

Existem ainda outras duas condicionantes importantes na selec¢cdo do método para um
estudo da actividade hemolitica, sendo uma delas o tempo de execu¢do do método, e
posterior analise dos resultados, e a outra o factor econémico, ou seja, 0 custo de

realizacdo do método.

Em relacdo ao tempo de execucdo, 0os métodos quantitativos de uma maneira geral sdo
mais longos do que os qualitativos, em termos de preparacdo das amostras e execucao
dos procedimentos. Porém, no que toca a obtencdo dos resultados, em geral, o tempo é

inferior nos quantitativos.

No que concerne aos aspectos econdmicos, pode-se afirmar que a condicionante
relacionada com a obtencdo de amostras de eritrocitos e do agente hemolitico esta
presente em todos os métodos de determinacdo. No entanto, existem 2 que exigem que
o laboratério onde é realizada a pesquisa tenha algum equipamento mais dispendioso
ndo sendo habitual encontrar em todos os laborat6rios, nomeadamente o microscopio de

forca atdmica e a citometria de fluxo.

Finalmente, de acordo com os artigos estudados, foi possivel afirmar que o método que
utiliza a medigdo da absorvancia é o mais abrangente de entre os métodos analisados,
uma vez que consegue utilizar diversos tipos de agentes hemoliticos desde compostos
sintéticos a organismos terrestres ou vegetais. Consegue também analisar diversos tipos

de amostras e realizar uma analise quantitativa e de rapida leitura a baixo custo.
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