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RESUMO

A hemoterapia moderna baseia-se na utilizacdo correcta dos diversos componentes
sanguineos, associados a um maior controle de qualidade do sangue, 0o que a torna mais
segura e, actualmente, muitos doentes sao beneficiados pois, a transfusdo de componentes
sanguineos, em situagoes varias, esta na linha da frente na manutengdo da vida e em casos
extremos, o Ultimo recurso que salva vidas.

A qualidade e a seguranca nas transfusdes de sangue sdo grandes preocupacfes da area
médica, autoridades de saude e doentel.

O sangue obtido pelos Centros de Sangue provem de dadores voluntarios, dotados de uma
enorme sensibilidade social, que periodicamente assumem uma postura benevola e altruista e
consequentemente mantém os bancos de sangue providos de um produto imprescindivel no
tratamento de diversas patologias. O produto final disponivel — concentrado de eritrocitos
(CE’s), plasma e concentrado plaquetario — tem de assumir um caracter seguro e viavel de

modo a que os riscos para o doente sejam diminutos2.

O controlo de qualidade aplicado a todo o sangue doado realiza provas de conformidade nas
unidades com especificagbes previamente definidas, sendo a hémolise um dos parametros
importantes na avaliacdo da qualidade dos concentrados de eritrocitos, pois, pode ocasionar
implicagbes clinicas para o receptor. Para além disso a avaliagdo da concentragdo de
hemoglobina (Hg) no sangue doado mostra-se um controlo imprescindivel que salvaguarda a

gualidade e seguranca do componente a transfundir34.

Até se obter um CE ha todo um processo moroso e de responsabilidade vital. Todo o sangue
obtido passa por varias etapas fundamentais até a obtencdo do componente pretendido
(analise, producdo e armazenamento). Os CE’s obtidos quando armazenados, num ambiente
de refrigeracdo, tém uma vida Util de 42 dias. Apés este periodo, o sangue deve ser inutilizado
por se verificar alteragcdes bioquimicas, biomecénicas, e imunolégicas nos CE’'s e por
consequéncia a sua instabilidade vital no que ao tratamento de patologias, para as quais este

componente estéa indicado, diz respeito®.

Foi realizado um estudo experimental com o objetivo de avaliar a contribuicdo da Anexina V na
apoptose celular nos concentrados de eritrcitos, constatando a degradacdo dos mesmos ao
longo de todo o periodo de armazenamento e validar o paradigma que a ciéncia preconiza: “Os
CE’s ap6s os 42 dias armazenados, em condi¢cdes especificas (2 a 6° centigrados), sdo
inviaveis para transfundir’s”.

A avaliacdo dos niveis de apoptose por citometria de fluxo € geralmente realizada por métodos
que utilizam Anexina V como marcador vital, que se associa aos residuos de fosfatidilserina,

externalizados no inicio do processo apoptético.
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A Anexina V é uma proteina humana endégena dependente do ido Ca*?, amplamente
distribuida intracelularmente em altas concentracbes na placenta e em concentracdes mais
baixas nos eritrocitos, plaquetas e mondcitos. Apresenta como principal caracteristica a
capacidade de se ligar a fosfatidilserina, um fosfolipido presente na camada interna da
bicamada lipidica, que durante a apoptose celular é translocada para a camada externa da
membrana celular.

A determinacdo da Anexina V é normalmente utilizada para verificar se as células sao viaveis,
apoptoéticas ou necréticas por meio de diferencas na integridade da membrana plasmatica.
Assim, ao conjugar a Anexina V ao FITC (Isotiocianato de fluoresceina) é possivel identificar e

guantificar as células apoptéticas por citometria de fluxo’.

Numa amostra de 15 CE’s, a qual foi induzida a hemdlise, verificou-se, por citometria de fluxo,
que a viabilidade deste componente se desvanesce ao longo do tempo, confirmando assim que
0 tratamento, manuseamento e armazenamento do sangue compromete a vitalidade

terapeutica deste insubstituivel produto vital.

Palavras-Chave: Anexina V, Hemdlise, Apoptose, Eritrécitos, Citometria de Fluxo.

10



Contribuicdo para o estudo da Anexina V na Apoptose Celular em Concentrados de Eritrécitos

Maria Joana Damasio Galhardas

ABSTRACT

Modern hemotherapy is based on the correct use of various blood components associated with
a better quality control of blood, which makes it safer and currently, many patients benefit from
transfusion of blood components, in various situations, is at the forefront in sustaining life and in

extreme cases, is the ultimate resource that saves lives.

The quality and safety of blood transfusions are the major concerns in the medical field, health

authorities and patients.

Blood collected by blood centers comes from volunteer donors, endowed with enormous social
sensitivity, which periodically take a benevolent and altruistic posture and consequently
maintain blood banks provided with an essential product for the treatment of various diseases.
The final product available - red cell concentrate (RCC), plasma and platelet concentrate must

take a safe and viable character so that the risks to the patient are minimal.

Blood Centers quality control performs tests in accordance with previously defined
specifications, and hemolysis is one of the important parameters in evaluating the quality of

erythrocytel concentrates, because of the clinical implications for the recipient.

In addition the evaluation of hemoglobin (Hg) in blood donated its essential to safeguard the

quality and safety of the component to be transfused.

Until an Red Cell Concentrade (RCC) is obtained, there is a whole lengthy process and vital
responsibility. Whole blood obtained passes through several key steps to achieving the desired
component (analysis, production and storage). RCC when stored in a cooling room, have a
shelf life of 42 days. After this period, the blood must be discarded as they face biochemical,
biomechanical and immunological changes and vital instability in the treatment of pathologies

for which this component indicated.

An experimental study was conducted in order to verify to contribution of Annexin V in cell
apoptosis following their degradation throughout the storage period and to validate transfusion
medicine science paradigm that advocates: "RCC after 42 days stored in specific conditions (2-

6 degrees Celsius), are not feasible to transfuse”.

The evaluation of apoptosis levels of by flow cytometry is usually performed by methods that
use Annexin V as a vital marker that is associated with the waste phosphatidylserine,

externalized in the early apoptotic process.
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Annexin V is an endogenous Ca?* ion dependent human protein with placental intracellular high
concentrations and in lower concentrations in erythrocytes, platelets and monocytes. As main
characteristic it presents the ability to bind to phosphatidylserine, a phospholipid present in the
inner layer of the lipid bilayer that is translocated to the outer layer of cellular membrane during

apoptosis.

Determination of Annexin V is usually used to determine if the cells are viable, apoptotic, or
necrotic by differences in membrane integrity. Thus, by combining the Annexin V with FITC
(fluorescein isothiocyanate) it is possible to identify and quantify apoptotic cells by flow

cytometry.
In a sample of 15 RCC, in which hemolysis was induced it was found, by flow cytometry, that
the viability of this component vanishes with time confirming that the treatment, handling and

storage of blood compromise the vitality of this irreplaceable vital therapeutic product.

Keywords: Annexin V, Hemolysis, Apoptosis, Erythrocytes, Flow Cytometry.
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1. INTRODUCAO

O sangue, sempre motivou um fascinio particular no ser humano desde as civilizagbes mais
antigas até a sociedade moderna. Mas foi apenas no principio do século XX que a pratica da

transfusd@o sanguinea se iniciou, tendo sido alvo de uma consideravel evolugéo cientifica.

Ligada a uma forte vertente sociocultural e cada vez mais dependente de complexas
exigéncias técnicas e legais, a transfusdo sanguinea faz actualmente parte da pratica clinica,

sendo impensavel prescindir da sua utilizacdo num nimero consideravel de situacoes?.

O sangue, como tecido imprescindivel e vital, comporta caracteristicas distintas e exclusivas de
ragas, etnias, grupos, e comunidades sociais, 0 que o torna ainda mais complexo e “precioso”
no restabelecimento da saude. Estas diferencas asseguram uma especificidade importante na
medida em que as transfusBes sanguineas tém de assumir um risco diminuto para o doente

gue é sujeito a esta pratica®.

Por detras de uma transfusdo de sangue, processo vital para quem dela necessita, existe todo
um conjunto de procedimentos, técnicas e atuacdes que salvaguardam o rigor e seguranca
resultando numa maior eficiéncia na diminuicdo da morbilidade/mortalidade humana. O produto
final disponivel — Concentrado de eritrécitos (CE’s), Concentrado de plaquetas e Plasma — tem

de assumir um carater seguro e viavel de modo a que 0s riscos para o doente sejam diminutos.

Portugal integra o grupo dos paises que dispdem de sistemas modernos de abastecimento de
sangue doado por dadores voluntarios e ndo remunerados. Independentemente do modo como
cada pais ou regido organiza o seu préprio sistema, o objectivo é essencialmente o0 mesmo:
assegurar a disponibilidade, a qualidade e a seguranca dos componentes utilizados na

transfusdo?®.

Em Portugal o setor € composto por uma Rede Nacional de Sangue, constituida por Servicos

de sangue hospitalares e o Instituto Portugués do Sangue e da Transplantagao (IPST)1%11,

E pertinente verificarmos o percurso que o Instituto Portugués do Sangue (IPS) percorre até

chegar ao Organismo Publico atual.

Em 1958 é criada a primeira estrutura organica responsavel pela area do sangue, designada
por Instituto Nacional de Sangue (INS). No entanto, esta Entidade n&o resulta como se
pretende e, em 1976, um grupo de profissionais de conceituada idoneidade e respeitando as
instituicbes interessadas, elabora um esboco da futura Rede Nacional de Transfusdo
Sanguinea (RNTS).
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Nos anos 80 comecam a emergir alguns problemas, tais como a falta de sangue, a emergéncia
de novas doencas transmissiveis pelo sangue (como por exemplo a SIDA), o que comeca a dar
relevo a auséncia de uma organizacdo, a nivel nacional, que fosse capaz de gerir estes

impasses.

Neste seguimento, ha um grande desenvolvimento na investigagdo médica e tecnolégica neste
setor, 0 que levou a um aperfeicoamento da terapéutica transfusional. Comeca, também, a
desenvolver-se a estrutura de prestagcdo de cuidados de salude, bem como a distinguir-se a
diferenciagdo e sofisticacdo técnicas médicas e cirdrgicas, o que conduz a uma maior

necessidade de componentes sanguineos.

No entanto, este tipo de terapéutica sanguinea, pela sua complexidade e exigéncias cientificas,
bem como técnicas de seguranga exigidas, acaba por determinar como imprescindivel a
definicao rigorosa de regras a aplicar desde a colheita a administragdo terapéutica. Assim, a 21
de Setembro de 1990, surge a publicacdo do DL que regulamenta a Lei 25/89, que cria o
Instituto Portugués do Sangue (IPS), com atribuicdes e competéncias especificas. O IPS
aparece como um organismo publico, com personalidade juridica e autonomia técnica,
administrativa e financeira, que integra a rede de servicos personalizados do Ministério da

Saudel?,

Em 2012 o Instituto Portugués do Sangue passa a designar-se Instituto Portugués do Sangue e
da Transplantacéo,IP (IPST,IP). Acolhe as atribuicbes dos trés Centros de
Histocompatibilidade, e por outro lado, absorveu as atribuicbes ao nivel da colheita e da
transplantacdo e de investigacao cientifica nos dominios do sangue e da transplantacdo antes
integradas na Autoridade para os Servicos de Sangue e da Transplantacdo (ASST), extinta por

processo de fusao'l.

O IPST,IP é formado por trés Centros de Sangue e Transplantacdo localizados no Porto,
Coimbra e Lisboa em que o denominador comum inclui a colheita de sangue e a producéo de
componentes sanguineos como 0s concentrados de eritrocitos para posterior distribuicdo por

Instituicdes de Saude Publicas/Privadas que os podem solicitar para aplicar em transfusao?®?.

A doacdo de sangue é um acto voluntério que salva muitas vidas. E importante que pessoas
saudaveis desenvolvam o habito de doar regularmente, pois a ciéncia, apesar das tentativas e
dos avancos alcancados, ainda ndo descobriu um substituto artificial eficiente para o sangue
humano. Diversas situacdes de emergéncia e procedimentos médicos carecem de um

fornecimento regular e seguro do sangue e seus componentes??,

Em cada dadiva sédo colhidos em média 450 ml de Sangue Total (ST) para o saco mae e sao

também colhidos amostras de sangue para os tubos para realizacdo dos exames obrigatérios —
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determinacdo do grupo sanguineo (ABO) e Rh(D), pesquisa de anticorpos eritrocitarios
irregulares e testes para a deteccdo de marcadores de hepatite B, hepatite C, sifilis, HIV 1/2 e
HTLV1/2. Todo o material utilizado na doacao é estéril, descartavel e de uso Unico e de circuito
fechado!1:12:13,

O sangue colhido é separado em Plasma, Plaquetas e Eritrécitos, apds a separacdo é
armazenado conforme o componente especifico, assim pode-se administrar apenas o
componente precioso que o doente necessita, aproveitando da melhor forma possivel as
dadivas de sangue, efectuam-se varios procedimentos para a separacao dos componentes do
Sangue Total, o que permite uma conservacdo maior e a sua utilizacdo com fins mais

especificos13,

Figura 1 - Producdo de componentes sanguineos, temperatura e armazenamento

( Colheita Sangue )
Total
N\ J

e ~ )
Separagdo em trés

componentes
N J
|
Plasma Plaguetas
30 graus negativos 22 graus positivos 4 graus positivos
732 dias 5 a7 dias 42 dias

Em primeiro lugar, centrifugam-se os sacos de Sangue Total para que os glébulos vermelhos
se depositem na parte inferior, logo a seguir fica a camada Leuco-plaquetaria e depois o
Plasma, apés expressao do saco mae consegue-se obter cada componente individualizado.

Obtém-se assim um saco de concentrado de eritrécitos (CE’s), que deve ser conservado a 4°C
num maximo de 42 dias apés colheita, outro saco com o Plasma Fresco Congelado (PFC) é
conservado a -30°C durante 732 dias, e as plaquetas sao conservadas a 22°C durante 5 ou 7
dias em agitacdo constante, (plaquetas com 7 dias de validade sdo submetidas a reducéo

patogénica)!si4,

" Entre 2 a 6°C num maximo de 42 dias apos colheita (o tempo de armazenamento depende da solucéo de
anticoagulante utilizada, com CPD ou CPD-A 1 o tempo de armazenamento é de 35 dias apo6s colheita, com SAG-M o
tempo de armazenamento é de 42 dias apés colheita.
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Os gl6bulos brancos sédo retirados por filtracdo ou desleucocitacdo,processo esse que €
efectuado através de um filtro, ou seja, os componentes sofrem a reducédo leucocitaria.
Os componentes séo sujeitos a um controlo de qualidade que garantem a fiabilidade e

seguranca destes produtos.

O controlo dos CE’s, por exemplo, passa por métodos e técnicas laboratoriais especificas e
modernas de forma a verificar e validar o componente sanguineo. A hemoglobina e a
determinacéo dos leucocitos residuais, sdo procedimentos de rotina para estes componentes.
Para além disso a verificagdo do grau de hemolise é fundamental no controlo de qualidade dos
CE’si.

A hemodlise dos eritrécitos pode ocorrer devido a les6es durante o amazenamento do CE ou por
trauma mecénico no processo transfusional, podendo levar o paciente a exposicao de efeitos

deletérios da molécula de hemoglobina livre no plasma.

A hemodlise é a ruptura da membrana das células vermelhas do sangue, causando a libertacéo
de hemoglobina e outros constituintes internos para o fluido circundante (plasma) e é

visualmente detectavel mostrando uma cor avermelhada no soro ou plasma?®.

A hemodlise pode ocorrer a partir de duas fontes5:16;

v" Hemoélise in vivo pode ser devida a condi¢Ges patoldgicas, tais como anemia hemolitica

auto-imune ou reacéo adversa a transfusao.

v" Hemodlise in vitro pode ser devido a inadequada colheita da unidade, processamento,

ou transporte/armazenamento.

Além da determinacdo da hemoglobina livre, a determinac¢édo dos niveis de potassio (K*) livre
no plasma, um ido normalmente intracelular, serve também como um outro marcador

bioguimico indicativo de hemdlise, quando detectado acima dos niveis normais?'’.
O grau de hemdlise podera ser avaliado de acordo com o0s seguintes parametros?t’:
e Hemoglobina livre (g/dL) no plasma dos concentrados de eritrécitos;

e Percentagem de hemolise (%);

e Potéssio livre no plasma (mmol/L) dos concentrado de eritrocitos

i Directiva 2004/33/Comunidade Europeia da Comissao de 22 de Marco de 2004 que da execugao a Directiva
2002/98/Comunidade Europeia do Parlamento Europeu e do Conselho no que respeita a determinadas exigéncias
técnicas relativas ao sangue e aos componentes sanguineos
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1.1. Sangue

Designa-se por sangue o liquido organico que, gracas ao impulso cardiaco, circula por um
sistema de vasos sanguineos do corpo, com o objetivo de manter as fungfes vitais dos tecidos
e dos diferentes 6rgaos®.

O sangue € pois um tecido conjuntivo liquido formado por diversos tipos de células, que
constituem a parte "solida" do fluido, cada tipo com anatomia e fungdes proprias; imersas numa
parte liqguida denominada plasma, que representa 55% do volume sanguineo e, por sua vez é
composto por Agua em 909%°%18,

As células sanguineas, que sup®em os restantes 45% s&o classificadas em trés grupos

basicos%18:19;

» Glbébulos vermelhos

Também denominados de hemacias ou eritrocitos, sdo as células sanguineas mais
abundantes, pois cada mililitro (mL) de sangue contém, em média, cerca de 4,5 a 5 milhdes de

glébulos vermelhos. Falaremos em mais detalhe posteriormente.

> Glébulos Brancos

Também denominados leucécitos, sdo muito menos numerosos que os glébulos vermelhos,
entre 4 000 a 10 000 por mm3, e muito mais variados quanto a forma e tamanho. Fazem parte
do sistema imunitario que protege o organismo das infe¢des e podem agir mediante varios
mecanismos, pois enquanto uns permanecem boa parte da sua vida ativa no sangue, outros
abandonam o aparelho circulatério para se inserirem nos diversos tecidos organicos, de modo
a exercer a sua acao defensiva contra agentes estranhos. Todos os glébulos brancos contém
um ndcleo e alguns tém um ndcleo com uma forma que, através da sua observacdo pelo
microscépio, aparenta ter inUmeros I6bulos, o que justifica a distincdo de dois tipos de

leucacitos - os polinucleares e os mononucleares.

> Plaguetas

Igualmente denominadas como trombdécitos, sdo os elementos corpusculares mais pequenos
do sangue, de apenas 1,5 a 2 micrones de diametro. Sdo células incompletas, porque carecem
de nucleo, e a sua concentragéo oscila entre 150 000 e 300 000/mm? de sangue. As plaquetas
tém uma vida média de cerca de dez dias e sd@o responsaveis pela coagulagdo sanguinea e

reconstrucéo vascular.
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Em média, cada adulto tem cerca de 5 a 7 litros de sangue em circulacdo, compreendendo
cerca de 10% do peso corporal total. A circulacdo do sangue por todo o corpo tem a funcéo
crucial de manutencdo da vida do organismo no que concerne ao transporte de nutrientes,
produtos excretados (metabolitos), oxigénio e diéxido de carbono, hormonas, anticorpos, e
demais substancias ou corpusculos cujos transportes se facam essencialmente entre os mais

diversos e mesmo remotos tecidos e 6rgaos do organismo19:20,

1.2. Eritrécito

As células presentes em maior nimero no sangue sao os glébulos vermelhos (Gv), também
chamados hemécias ou eritrécitos. S&o células anucleadas, ou seja, ndo possuem nucleo
(sendo portanto, desprovidas de DNA), tém a forma de um disco bicéncavo, o que Ihes permite
uma elasticidade e uma deformabilidade importantes, conseguindo assim passar pelos

capilares mais estreitos?.

A cor vermelha distinta do sangue é o resultado da hemoglobina nos globulos vermelhos. A
hemoglobina, é um pigmento que contém ferro e é responsavel pela fun¢éo essencial dos
eritrécitos: transportar o oxigénio dos pulmdes para os tecidos do organismo e ai captar o
produto residual do metabolismo celular, o diéxido de carbono, para ser reconduzido e permitir
a sua expulséo para o exterior através da respiracao.

O hematécrito, ou a percentagem de sangue total, representa o indice da concentracdo dos
glébulos vermelhos. Quando se diz que uma pessoa tem o hematécrito de 40 significa que 40%
do volume sanguineo sao células vermelhas e o restante corresponde ao plasma.

Para dar uma melhor representacdo especifica da distribuicdo dos diversos componentes do
sangue para cada 600 Gv, existem aproximadamente uma célula de glébulos brancos e 40 de

plaquetas?!.

Os Gv, apos os 120 dias, em média, sdo destruidos no figado, onde ocorre a quebra das
moléculas de hemoglobina e a disponibilizacdo dos aminoacidos para a sintese de novas
proteinas. A maior parte do ferro presente na hemoglobina pode retornar a medula éssea, local

de formacé&o de novos eritrocitos??.
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1.3. Membrana do Eritrécito

A membrana eritrocitaria € uma das membranas mais conhecidas em termos de estrutura,
funcdo e genética. Como qualquer membrana plasmatica, tem como fungcdo mediar transportes

e, ainda, fornece ao eritrécito resisténcia e maleabilidade?2.

A membrana do eritrécito € o modelo priméario para estudo de membrana plasmatica celular
animal, pelo fato de ser desprovida de nicleo e organelos. As membranas plasméticas de um
modo geral apresentam-se como barreiras seletivas que asseguram a composi¢cao interna
constante das células, através do controle da transferéncia ativa e passiva de inimeras
moléculas. Estas membranas tém um sistema estrutural complexo, citoesqueleto, que envolve
tanto a forma da célula, como a sua mobilidade, deformabilidade e o transporte de
macromoléculas. Entre os diferentes constituintes da membrana apresentam-se receptores
envolvidos em fungbes complexas que permitem a comunicacdo entre as células,

reconhecimento imunolégico e fenémenos de adeséo celular?,

Citando Murado, P. e coautores, “o eritrocito ou hemacia ndo é um simples “saco” que contém
hemoglobina. Os lipidos e proteinas estdo dispostos na superficie do eritrocito de forma tao

complexa que sdo comparaveis com os mais sofisticados mosaicos bizantinos”?“.

Neste sentido as membranas bioldgicas variam na sua composicdo, no entanto existem
diversas atividades e propriedades comuns a todas elas, desempenhando quatro funcdes

principais na célula:

v/ 1° e mais importante, envolvendo toda a célula, definindo o seu limite e agindo como
uma barreira de permeabilidade que limita 0 movimento de substancias para dentro ou
para fora delas. Em eucariotos, além da membrana plasmatica, existem ainda as
membranas que revestem organelas como as mitocdndrias e o nucleo, actuando como

barreiras para que ndo haja troca de contelidos com o citoplasma?>.

v/ 2° As membranas organizam e compartimentalizam atividades especificas dentro e ao

redor das células através da sua associacdo com proteinas especificas?.

v/ 3° Regulam o transporte tanto ativo quanto passivo de moléculas para dentro e para
fora das células e entre as organelas e o citoplasma. Essa atividade é regulada por
proteinas especificas embebidas na membrana e que permitem a passagem seletiva

de iGes, glicose e outras moléculas pequenas?5:26,
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v 4° A membrana plasmatica recebe sinais externos, principalmente de outras células.
Na maioria dos casos, sdo sinais extracelulares na forma de pequenas moléculas ou

proteinas que séo detectadas por receptores presentes na membrana, resultando em
mudancas na célula>.

A membrana plasmatica, por sua vez, é constituida por duas camadas de moléculas lipidicas
intercaladas com proteinas responsaveis pela funcéo celular, com espessura aproximada de
7,5 nm a 10 nm e funciona como uma barreira de permeabilidade, permitindo a célula manter
um meio quimico apropriado para seus processos metabdlicos, regulando o volume

citoplasmatico e transferindo informacgdes sob a forma de sinais quimicos e elétricos?”.

Todas as membranas biol6gicas séo formadas por uma dupla camada de fosfolipidos e por
proteinas unidas por ligagées covalentes que se comportam segundo o modelo de Mosaico
Fluido, descrito por Singer e Nicolson, em 1972 (Figura 1),

Figura 2 - Membrana plasmatica celular
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Fonte: http://fisiando.blogspot.com.br/search/label/Fisiologia%20Humana

Todas as membranas celulares, incluindo a membrana plasmatica, organelas celulares e
vesiculas intracelulares sao compostas pelo mesmo material. Diferentes formas de lipidos
existem para fornecer suporte, estrutura e funcio para a membrana?’.

28



Contribuicéo para o estudo da Anexina V na Apoptose Celular em Concentrados de Eritrocitos

Maria Joana Damasio Galhardas

Campbelll afirma que “o modelo do Mosaico Fluido” é a descricdo de membranas biolégicas
mais aceite atualmente. O Termo “mosaico” sugere que dois componentes existem lado a lado
sem formar nenhuma outra substancia de natureza intermediaria. Por exemplo, ndo ha
formacé@o extensa de complexo lipido-proteico. Em vez disso, a estrutura béasica de uma
membrana bioldgica é a de uma bicamada lipidica, na qual as proteinas estdo embebidas. Tais
proteinas tendem a ter uma orientagdo especifica na membrana. O termo “Mosaico Fluido
implica que algum tipo de movimento lateral ocorre nas membranas, (...). As proteinas flutuam

na camada lipidica e movem-se ao longo do plano da membrana”?°.

Figura 3 - Representagcéo esquematica do Modelo do Mosaico Fluido
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Fonte: http://acienciadomomento.blogspot.pt/2012/03/modelo-de-mosaico-fluido.html

1.3.1.Bicamada Lipidica

A bicamada lipidica fornece a estrutura bésica de todas as membranas celulares. As moléculas
lipidicas presentes na membrana plasmatica sdo de carater anfifilico, ou seja, possuem uma
parte da molécula hidrofilica polar e outra parte hidrofébica, apolar. Os lipidos mais abundantes
na bicamada lipidica sdo os fosfolipidos, que possuem uma cabeca polar e duas caudas de
hidrocarbonetos apolares. Uma cauda, tipicamente possui uma ou mais ligagcbes insaturadas
(duplas) do tipo cis, enquanto que a outra cauda ndo possui esse tipo de ligacdo, sendo
saturada. Cada ligacdo cis cria uma pequena tor¢cdo na cauda (Figura 3).Por isso, as
diferencas no comprimento e na saturacéo das cadeias lipidicas influenciam no modo como as
moléculas fosfolipidicas se acoplam umas com as outras, contribuindo para a fluidez da

membrana3°.
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Figura 4 - Molécula de fosfatidilcolinai
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Fonte: Alberts, 2002.31

Os principais lipidos presentes na membrana celular sdo os fosfolipidos, o colesterol e os
glicolipidos. A sua distribuicdo pelas duas camadas € assimétrica, o que pode reflectir as
diferentes fungfes das duas superficies da membrana. Os fosfolipidos sdo moléculas
anfipaticas e dispdem-se em bicamada com a porgdo hidr6foba, ndo polar (cauda dos &cidos
gordos) dirigida para o centro da membrana e com a porcao hidrofilica, polar (cabe¢a com
terminal fosfato) direccionada para o exterior ou interior da célula. Os fosfolipidos mais
abundantes sdo os fosfolipidos ligados a colina (Fosfatidilcolina e Esfingomielina) e os
aminofosfolipidos  (Fosfatidilserina e  Fosfatidiletonolamina). O  Fosfatidilglicerol, o
Fosfatidilinositol e a Cardiolipina sdo também importantes mas estdo presentes em menores

guantidades?.

Assim, a composi¢cdo quimica da membrana lipidica resume-se principalmente ao colesterol

livre e fosfolipidos. Os fosfolipidos, por sua vez, séo constituidos pelos seguintes elementos:

e Fosfatidilcolina (FC): 28%

e Fosfatidiletanolamina (FE): 27%
e Esfingomielina (EM): 26%

e Fosfatidilserina (FS): 13%

e Fosfatidilinositol (FI): 4%

e Pequenos fosfolipidos: 2%

il Nota: (A) representagdo esquematica; (B) representagdo por férmula quimica; (C) por modelo de estrutura
tridimensional; e (D) representacéo simbdlica.
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As duas metades da bicamada frequentemente possuem composicdes diferentes de moléculas
de fosfolipidos e glicolipidos (llustracdo 4)3°. Na camada externa da bicamada lipidica, pode-se
encontrar principalmente fosfolipidos como a fosfatidilcolina e a esfingomielina, enquanto que
na camada interna, encontram-se glicolipidos, fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina®?. J&a as
proteinas, sdo embebidas na bicamada com orientagfes especificas cruciais para a sua
funcdo. A assimetria dos lipidos é estabelecida durante a sua producao, para que a membrana
cresca por igual, sendo para isso, uma proporcdo dos lipidos recém-sintetizados, transferida
para a monocamada oposta. Essa transferéncia é catalisada por enzimas chamadas flipases,
que transferem seletivamente moléculas de fosfolipidos para sua respectiva monocamada,

fazendo com que cada uma tenha sua concentracao especifica de fosfolipidos®3.

Figura 5 - Distribuicdo assimétrica dos fosfolipidos e glicolipidos na bicamada lipidical
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Fonte: PennStateUniversity, 2012

Estruturalmente, o colesterol livre, a fosfatidilcolina e esfingomielina estdo localizadas
principalmente na camada externa da dupla membrana, enquanto que a fosfatidilserina e a
fosfatidiletanolamina estéo presentes na camada interna, do lado citoplasmético.

As proteinas que constituem a membrana eritrocitaria sdo estruturalmente classificadas em
integrais ou transmembrandrias e por periféricas ou extramembranarias, sendo estas

responsaveis pela forma bicéncava dos glébulos vermelhos®2.

v Fosfolipidos e glicolipidos tém distribuicdo assimétrica na bicamada lipidica da membrana plasmatica. As moléculas
de glicolipidos encontram-se na monocamada externa da membrana plasmética, enquanto que os fosfolipidos como a
fosfatidilserina encontram-se na monocamada interna, e moléculas de colesterol apresentam-se distribuidos entre as

duas camadas.
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As proteinas integrais atravessam a bicamada lipidica e interagem com a por¢éo hidrofébica
das moléculas lipidicas. Fazem parte destas proteinas de transporte a Banda 3, denominada
proteina transportadora de ifes, e as Glicoforina A, B, C e D, que possuem recetores de
membrana e antigénios que participam do reconhecimento célula-célula na extremidade
externa e auxiliam na estabilizacéo do citoesqueleto através de ligagbes com a proteina 4.1 na

face interna da membrana3s.

A Glicoforina A apresenta-se em maior concentracéo, correspondendo a 2%-4% das proteinas
de membrana, o seu peso molecular é de 16 KDa. E composta em grande parte por

carbohidratos. Expressa os determinantes antigénicos do grupo ABO.

A Glicoforina B é uma glicoproteina transmembranaria de 10 KDa. Expressa determinantes

antigénicos S e s.

A Glicoforina C € o menor componente proteico da membrana eritrocitaria, E uma proteina de
35 KDa. As Glicoforinas C e D definem os grupos sanguineos Gerbich: Ge:1; Ge:2; Ge:3 e
Ge:4.

As Glicoforinas apresentam-se, também, como elementos recetores utilizados pelos
protozoarios da Malaria (Plasmodium Falciparum) para se fixarem e penetrarem no eritrécito.
As pessoas que apresentam caréncia de Glicoforinas na composicdo da membrana eritrocitaria

sdo resistentes as infec¢des de Plasmodium Falciparum?®2.

A proteina Banda 3, anion exchanger 1 é a mais volumosa e a principal das proteinas
integrantes na membrana do eritrocito. O seu peso molecular é de 102KDa. Representa 25%-
30% de todas as proteinas e tem em torno cerca de 108 cépias por eritrocito. Esta proteina, tem
como fungao servir como “canal” para a troca passiva de anibes através da membrana. Actua
na excrecdo de CO: dos tecidos, regulando também o transporte de HCOs (anides

bicarbonatos)3*.

As proteinas periféricas formam o citoesqueleto da membrana, constituindo-se, principalmente

por Espectrina, Actina, Anquirina e por fim a proteina 4.1 e 4.9.24

A Espectrina é a mais abundante proteina periférica do citoesqueleto, € uma proteina flexivel e
fibrosa, constituida por duas cadeias polipeptidicas a e B. Apresenta peso molecular de 285
KDa. Esta proteina serve de sustentacdo a membrana e é responsavel pelo fenébmeno dos

fantasmas eritrocitarios.

A Espectrina esta ligada a superficie interna da membrana por meio de ligagbes nao
covalentes a uma outra proteina, a Anquirina, que por sua vez se liga a proteina Banda-3. A
porcao terminal da Espectrina liga-se a duas outras proteinas: actina e a tropomiosina, ambas

envolvidas na contratilidade do eritrocito3s.
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A Anquirina possui trés dominios estruturais, o dominio funcional, que se liga a subunidade
da Espectrina, um segundo dominio funcional que interage com a Banda-3, e por fim, um
dominio regulador que controla a funcdo dos dois precedentes. Esta proteina tem peso

molecular 434 Kda3>.

A Proteina 4.1 possui peso molecular de 97 KDa e é integrante de uma familia de proteinas
definidas sobre a membrana do eritrécito como “organizadoras” do sistema de aderéncia. A

maior ponte de ligacdo da banda 4.1 na membrana do eritrocito € com a Glicoforina C e D.

A proteina 4.9 é fosforilada por varias proteinas quinases do eritrocito e apresenta peso

molecular de 46 Kdas3s.

Figura 6 - Organizacdo da Membrana Celular

Banda 3
Residuos de cathohidratos

Cadena alfa  Cadenabeta
Espectnna

Fonte: http://epidemiologiamolecular.com/membrana-citoplasmatica/

As proteinas periféricas, pela sua disposi¢do espacial na membrana, facilitam o movimento de
substratos e co-fatores de dentro para fora da célula e vice-versa. Dois desses importantes
sistemas enzimaticos sdo o Sédio (Na*), Potassio (k*) — ATPase e Calcio (Ca**), Magnésio
(Mg**) — ATPase.

O primeiro sistema, conhecido por Bombas de Sddio — Potéssio regula a quantidade de Sodio
e Postassio no eritrdcito, ou seja, 0 aumento de Sddio sem a perda de Potassio causa um
ganho de agua na célula, fazendo-a aumentar o volume, e consequente Hemdlise, enquanto

gue o aumento de Potassio produz a sua retragédo ou encolhimento.
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O segundo sistema, conhecido por Bomba de Calcio, expulsa o Calcio para fora da célula,
evitando o aumento da sua concentracdo intracelular. O Célcio estd envolvido na regulacéo e
estabilizacdo da estrutura fosfolipidica da membrana. ConcentracGes elevadas de Calcio no

interior da célula produz alterac6es da sua forma3®.

Fizeram-se grandes avancos no conhecimento da bioquimica das membranas biol6gicas,
atualmente o homem tem a compreensédo dos principios basicos da dinamica e da estrutura
das membranas, porém a vida é diversificada, apresentando variadas formas e constituicdo

guimica nem sempre semelhantes, sendo muitas vezes diferente e especifica3637,

1.4. Morte Celular

A reacgdo da célula a qualquer tipo de mudanca nas suas condigBes enddgenas ou exdgenas
envolve respostas complexas que eventualmente levam a adaptacao celular e a sobrevivéncia,
ou a iniciacdo e execugcdo da morte celular®4. Durante muito tempo, a morte celular foi
considerada um processo passivo e de caracter degenerativo que ocorria em situacdes de
les@o celular, infeccdo ou auséncia de fatores de crescimento. Entretanto, hoje é sabido que
nem toda a morte celular ocorre por um processo passivo, pois organismos multicelulares sao
capazes de induzir a morte celular programada em resposta a estimulos intra ou
extracelulares®.

Os mecanismos de morte celular sdo essenciais como estratégia defensiva para remover
células mutadas ou infetadas, como fenémenos de citoxicidade, ou ainda, para um

desenvolvimento embrionario normal.

Actualmente, sdo descritos na literatura trés principais tipos de morte celular, a necrose, a
autofagia e a apoptose (Figura 6)3%940, Além destas, tem crescido o nimero de estudos
envolvendo outros tipos de morte celular menos conhecidos, como a mitose catastréfica e a

necroptose*!, a netose*? e a anoikis*3.
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Figura 7 - Principais tipos de morte celular. Principais caracteristicas morfoldgicas da necrose,

apoptose e autofagia

— \\__ ),
NECROSE AUTOFAGIA APOPTOSE
*  TumefacHo celular ‘ *  Retragdo celular
. Inchaco das organelas *  Formagdo de pregas na membrana
*  Sem alterago no tamanho celular
*  DPicnose *  Integridade de membrana (inicio)
B *  Vesiculas autofagicas de dupla
*  Fragmentagiio de DNA sem *  Condensagio da cromaima e
membrana
padrdo fragmentagdo do DNA
) *  Degradagdo das organelas
*+  Perda da integridade da *  FragmentagSo nuclear
. *  Condensacdo parcial da cromatina
membrana plasmatica . Formac2o de corpos apoptoticos
*  Fragmentacdo de DNA sem padrio

Fonte: Long, J. S.; Ryan, K. M. New frontiers in promoting tumour cell death: targeting apoptosis,

necroptosis and autophagy. Oncogene, 2012.

1.4.1.Necrose

A necrose é tradicionalmente considerada um tipo de morte celular ndo programada e nédo
sujeita a regulacdes celulares. Normalmente, a necrose € resultado de circunstancias externas

a célula como agentes infecciosos, radiacao, farmacos ou agentes quimicos*4.

Morfologicamente, a hecrose é caracterizada pelo aumento do volume celular e das organelas,
condensacgdo da cromatina e ruptura da membrana plasmatica, o que leva a desorganizagao
do citoplasma e a liberacdo dos componentes celulares. O extravasamento do contetdo celular
causa dano as células vizinhas e, por fim, gera uma importante resposta inflamatoria tecidual

locals.

Além disso, as células necréticas sao caracterizadas pela producdo de espécies reativas de
oxigénio, deplecao de adenosina trifosfato (ATP), desregulagéo do equilibrio do célcio, ativacéo
de proteases como as calpainas e catepsinas e ruptura lisossomal. Vale ressaltar que
nenhuma das alteracdes citadas acima serve como um marcador bioquimico ou imunolégico
especifico para caracterizar a necrose. Por esse motivo, sua avaliagdo, normalmente, é feita

por exclusdo dos demais tipos de mortes celulares ou através de avaliagao morfolégica*“.
e —
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Trabalhos recentes sugerem que pelo menos uma parcela das mortes celulares por necrose

seja executada de forma rigorosamente regulada por mecanismos intracelulares préprios.4®.

1.4.2.Autofagia

O termo autofagia tem origem grega e significa literalmente “comer a si mesmo”, referindo-se
ao processo controlado no qual a célula digere seu préprio conteddo. Estudos recentes
sugerem que a autofagia represente outro tipo de morte celular programada tdo desejada
quanto a apoptose no desenvolvimento de farmacos com atividade citotoxica para células

neoplasicas*’.

Existem trés tipos definidos de autofagia: a macroautofagia, a microautofagia e a autofagia

mediada por chaperonas:

v Macroautofoagia: E caracterizada pelo englobamento do citoplasma por vesiculas de
dupla membrana denominadas de autofagossomas, distinguiveis de outras vesiculas
celulares ou de corpos apoptéticos. Os autofagossomas com o contetdo celular no seu
interior se fundem ao lisossoma formando o autofagolisossoma. Dentro dos
autofagolisossomas, tanto o material englobado quanto a vesicula sdo degradados por

hidrolases lisossomais. Esse é o tipo mais frequente de autofagia.

v" Microautofagia: Diferente da macroautofagia, na microautofagia os componentes
citosdlicos sédo diretamente englobados pelo lisossoma por meio de invaginagbes da

membrana lisossomal.

v'Autofagia mediada por chaperonas: Nesse tipo de autofagia, proteinas especificas sao
translocadas para a membrana lisossomal junto de proteinas chaperonas, onde séo

reconhecidas por receptores que resultam na sua degradagao*5:47:48:49; 50,

1.4.3.Apoptose

A homeostase na proliferacéo celular e na regulacdo do sistema imunitario é garantida pela
principal forma de morte celular programada, a apoptose, que selectivamente elimina as
células desnecessarias, danificadas ou potencialmente deletérias®1:52:53:54,

O termo apoptose foi introduzido em 1972 por Kerr, Wyllie e Currie para descrever um modelo
de morte celular com morfologia caracteristica e com mecanismos endogenos altamente
regulados, a qual esta envolvida na homeostase dos tecidos e na carcinogénese®®. A apoptose
ocorre nas mais diversas situag@es, como, por exemplo, na organogénese e na hematopoiese

normal e patolégica, no desenvolvimento embrionario, na reposicdo fisiolégica de alguns
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tecidos maduros, na atrofia dos 6rgaos, na resposta inflamatéria e na eliminacdo de células

apo6s dano por agentes genotdxicos®e.

Assim, a apoptose € uma forma de morte celular regulada pelo ADN, sendo por isso um
processo organizado e dependente de energia, denominada de morte celular programada ou
apoptose, palavra originaria do grego classico apoptdsis, que se refere & queda das folhas de

arvore do outono, expressa renovacao e ndo a morte propriamente dita38:39,

Os achados histoldgicos da apoptose foram descritos pela primeira vez por Walter Flemming,
em 1885, ao estudar foliculos ovarianos maduros de mamiferos. Em 1914, Ludwig Graper, ao
pesquisar células do endométrio propds que este mecanismo seria oposto ao processo de
mitose, e que estaria presente em todos os 6érgdos em que houvesse necessidade de
eliminacdo de células. Kerr, a partir de 1971, analisando figado de ratos submetidos a ligadura
de segmentos de vasos portais, demonstrou as mesmas alteracdes histolégicas anteriormente
descritas, desta vez em células ndo germinativas ou embrionarias, retomando os conceitos do
inicio do século. A este mecanismo de morte celular Kerr denominou apoptose.3®

A desregulacdo do mecanismo de apoptose altera assim o balancgo fisioldgico contribuindo para
uma multiplicidade de doengas. As patologias resultantes da ocorréncia excessiva de apoptose
levam & remog¢&o prematura de células necessérias como ocorre em doencas degenerativas,

rejeicdo de 6rgaos apos transplante, isquémia e enfarte miocardio 27: 36,

Embora a apoptose tenha sido considerada, nas uUltimas décadas, sinébnimo de morte celular
programada (PCM, do acronimo inglés Programmed Cell Death), recentemente tornou-se
evidente que existem outros tipos de suicidio celular programado nado-apoptético, que tém em
comum o facto de serem executadas por processos celulares activos que podem ser
interceptados por interferir com a sinalizacao intracelular. O que os distingue da forma acidental
de necrose que ocorre de forma cadtica, e € caracterizado por edema celular e ruptura da
membrana plasmética, levando a liberacdo dos componentes celulares e a resposta
inflamatdria dos tecidos envolventes*%43,

A apoptose pode ser identificada pela morfologia das células, vias bioquimicas activadas,
mecanismos de eliminacdo, a as consequéncias extracelulares de morte celular como a
auséncia de resposta inflamatéria**.A forma de morte celular por apoptose, necrose ou outros,
depende em parte da natureza do sinal que a despoleta, do tipo de tecido e do estado de
desenvolvimento do tecido, assim como do meio fisioldgico envolvente*?.

Este tipo de morte celular pode ser desencadeada por uma grande variedade de estimulos e

condigdes, quer fisiolégicas quer patolégicas, dentro ou fora da célula através de duas vias .

37



Contribuicdo para o estudo da Anexina V na Apoptose Celular em Concentrados de Eritrécitos

Maria Joana Damasio Galhardas

No entanto, nem todas as células irdo necessariamente morrer em resposta a0 mesmo
estimulo 3°. Os estimulos endégenos que podem iniciar a apoptose sdo, por exemplo, a
auséncia de oxigénio, nutrientes, factores de crescimento/sobrevivéncia, por outro lado os
estimulos exdgenos que a podem iniciar sdo a radiagdo ionizante, terapia anti-hormonal ou

farmacos quimioterapéuticos, mas as citoquinas podem induzir as duas vias3%37:46:47,

e Morfologia da celula na apoptose

Antes de ocorrerem alteragGes morfoldgicas existe uma sequéncia de iniciagdo, denominada
lag phase ou trigger phase. Este tempo de laténcia entre a exposicdo aos factores que
despoletam a apoptose e as alteracdes morfologicas € variavel, e também esta dependente do
tipo de célula, das condi¢gées do meio envolvente, bem como a intensidade de exposicdo e a

duracéo do estimulo*’.

As alteracdes morfoldgicas iniciam-se com a retrac¢do da célula que causa perda de aderéncia
guer com a matriz extracelular, como com as células vizinhas*. Nesta fase inicial do processo
de apoptose é possivel visualizar com recurso ao microscopio a diminui¢édo da célula, no qual o
citoplasma se torna mais denso e os organelos mais compactados, bem como uma das
principais caracteristicas da apoptose, a picnose que resulta da condensagdo da cromatinas®.
Posteriormente a membrana celular forma prolongamentos (blebbing) e o contetdo intracelular
€ empacotado em pequenas estruturas vinculadas por membranas, denominadas de corpos
apoptoticos3”. Os corpos apoptoticos sdo removidos rapida e eficientemente por fagocitos ou

por células vizinhas®8.

Morfologicamente, durante o processo inicial de apoptose ocorre picnose e encolhimento da
célula, de forma que o citoplasma se torna mais denso e as organelas mais empacotadas. A
pichose é resultado da condensacédo da cromatina, uma caracteristica marcante da apoptose.
As organelas mantém sua morfologia, com exce¢éo das mitocéndrias, as quais podem adquirir
poros na sua membrana. Assim, nesse primeiro estagio, as células apoptéticas aparecem
como uma massa oval ou arredondada, com citoplasma denso e ndcleo compacto, podendo
apresentar, ainda, aumento da granulosidade citoplasmatica. Durante o segundo estagio,
ocorre a formacédo de invaginacfes e pregas na membrana plasmética, denominadas blebs, o
gue culmina com a separagdo dos fragmentos celulares em corpos apoptoticos. Os corpos
apoptoticos sdo formados por organelas integras e pelo conteddo citoplasmatico envolvidos
pela membrana plasmética, podendo ou ndo conter fragmentos nucleares. Essas estruturas
séo reconhecidas como alvos fagocitarios e sao fagocitadas por células do sistema imune,
como os macrofagos, e degradadas nos fagolisossomas (llustracéo 7). A apoptose gera pouca
reacdo inflamatdria, uma vez que as células apoptéticas nédo libertam o seu contetdo celular
para o tecido circundante, pois sdo digeridas rapidamente impedindo a necrose secundaria e a

libertagdo de citocinas inflamatorias®%5%%9, Qutra caracteristica importante da apoptose é a
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fragmentacdo do DNA, que ocorre pela acdo de endonucleases ativas, as quais produzem
fragmentos de tamanhos variaveis, sempre multiplos de 200 pares de base. Esses fragmentos
formam um padrdo de quebra internucleossomal quando separados em gel de agarose e estéo

presentes na maioria das células em apoptose49:60.61,

Figura 8 - Morfologia da apoptose
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Fonte: Medicine and Biology®?

1.5. Mecanismos Reguladores da Apoptose

Embora a compreenséo detalhada das vias de sinalizacdo que despoletam a apoptose seja
incompleta, o mecanismo de apoptose é reflexo de duas vias distintas que convergem
mutuamente através da cascata proteolitica complexa que envolvem a activacdo de grupos de
cisteinas proteases denominadas de caspases (do acronimo inglés cystein aspartic acid-
specific proteases), executores centrais na inducdo da morte celular3?83, Estas podem ser
classificadas em dois grupos, as caspases activadoras ou apicais e as caspases efectoras ou

executoras. As caspases activadoras sao capazes de activagdo auto-catalitica, enquanto as

v Principais caracteristicas morfoldgicas da célula em apoptose, com posterior digestéo celular pelos fagécitos e rea¢éo

inflamatéria minima devido a auséncia de liberagé@o do contetdo citoplasmatico para o meio externo
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caspases efectoras necessitam de activacdo para iniciarem a clivagem das caspases®4. Todo o
processo é controlado por proteinas da familia Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), que embora
apresentem fungBes moleculares diferentes, partiiham sequéncias homologas variando nos
dominios Bcl-2 homélogos ou na homologia alfa-helical Bcl-2%5. As caspases sdo expressas
como pro-enzimas que devem ser proteoliticamente processadas de forma a tornarem-se
activas®®,

As vias apoptoéticas séo classificadas em intrinseca e extrinseca, e sao também denominadas
de via mitocondrial ou via dos receptores da morte, por respectivamente serem activadas por
sinais intracelulares desencadeados pelas mitocéndrias activadas ou por serem activados
sinais externos que actuam sobre os receptores da morte existentes na superficie da célula®.
Subsequentemente a activac@o das cascatas apoptoticas, varias proteinas vitais sao clivadas.
Essa clivagem permite a correlacdo dos eventos morfolégicos com os mecanismos moleculares
subjacentes®®.

Para além das duas principais vias, extrinseca e intrinseca, que requerem a activacdo de
caspases, existem outras vias que activam a apoptose. Por exemplo, as células T citotoxicas e
as células Nk (do acrénimo inglés natural killer) despoletam de células susceptiveis alvo, quer
através do ligando Fas ou através da via dependente da perforina/granzima BS.

As caspases compreendem uma familia de proteases que possuem um residuo de cisteina em
seus sitios ativos, tornando-as capazes de clivar residuos de &cido aspartico de proteinas
especificas. Estas enzimas sdo expressas nas células na forma de zimégenos inativos ou de
baixa atividade denominados pro-caspases, sendo necessaria sua oligomerizagdo e/ou
clivagem para que se tornem activas®®. As caspases sdo divididas em iniciadoras (caspase-8, -

2,-9 e -10) e em efetoras (caspase-3, -6 e 7).
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Figura 9 - Vias principais da apoptose
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1.5.1.Via Intrinseca da apoptose

A via intrinseca ou mitocondrial apresenta como caracteristica distintiva o envolvimento da

mitocondria e € mediada pela libertagdo do citocromo c através deste organelo®’.

A via intrinseca depende da permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa para permitir a
libertacdo selectiva de citocromo ¢ e outros polipéptidos para o espago citoplasmatico348, A
permeabilizacdo da membrana externa depende da razdo entre os membros pré-apoptéticos e

anti-apoptéticos da familia Bcl-2.34

Em determinadas condigbes a membrana mitocondrial interna também pode ser
permeabilizada em conjunto com a membrana externa libertando outras proteinas como o
factor indutor de apoptose (AIF, do acrénimo inglés apoptosis-inducing factor), Omi e Endo G,
que sao translocados para o nucleo resultando numa forma de apoptose independente das

caspases®’.
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Figura 10 - Via intrinseca e via extrinseca da apoptoseVi
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1.5.2.Via extrinseca da apoptose

A via apoptotica extrinseca ou dos receptores da morte € activada através da ligacdo aos
receptores da morte existentes na superficie da célula dos seus ligandos especificos, activando

as caspases parcialmente independentes da mitocondria®s.

Vi A via intrinseca é iniciada por estimulos externos, resultando na despolimerizagdo da membrana mitocondrial externa
e na liberagdo de fatores como o citocromo c, evento regulado pela familia de proteinas Bcl-2. A via intrinseca ocorre
pela ativagdo dos receptores de morte. O resultado € a ativagdo da caspase-3, a qual leva a célula a apoptose. Outras
proteinas como AlF, IAPs e Smac/Diablo também participam da cascata em diferentes momentos e com diferentes

funcoes.
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Figura 11 - Via extrinseca da apoptoseVi
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Existem iversos métodos para qualificar ou quantificar a apoptose, a maioria deles detetam
alteracdes nucleares que ocorrer nas células durante o processo, como diminuicdo de

tamanho, condensacao da cromatina e fragmentacéo do DNA™L,

A morte celular programada pode ser observada por microscopia ou por electroforese de DNA,
uma vez que a fragmentacdo de DNA segue um padrao carateristico, sendo este ultimo

método qualitativo’.

A afericdo das taxas de apoptose através da citometria de fluxo trouxe a possibilidade de sua
guantificacdo, simplificando o processo. Através desta técnica, a morte celular programada
pode ser detectada com o uso de corante nuclear, permitindo a quantificacdo através da

identificacdo das células com DNA fragmentado (hipodiploide)?374 ou ainda pela verificagdo da

Vil A via extrinseca € ativada pela unido de ligantes especificos aos receptores de morte (TNF-R, FasR/CD95 e TRAIL-
R), o que resulta na ativa¢@o da cascata das caspases e na clivagem de substratos citoplasmaticos e nucleares. A via

extrinseca pode ativar a via mitocondrial através da clivagem da proteina Bid pela caspase-8.
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fosfatidilserina na membrana celular, fosfolipidio que se exterioriza precocemente na

membrana celular de células em apoptose’>76.

Existem kits comerciais para a realizacdo destas técnicas, como o kit que contém Anexina V
marcada, uma proteina que se liga a Fosfatidilserina libertada na membrana celular nas fases

iniciais da apoptose.

1.6. Fosfatidilserina

A fosfatidilserina (PS, do acrénimo inglés phosphatidylserine) é um fosfolipido de membrana
gue esta ubiquamente presente em membranas eucariéticas e procaridticas’”. A membrana
plasmética caracteriza-se por uma distribuicdo assimétrica dos fosfolipidos em células
eucariotas. Os aminofosfolipidos como a fosfatidilserina e a fosfatidiletanolamina estéo
geralmente em maior quantidade no folheto interno, enquanto a fosfatidilcolina, a
esfingomielina e a glicosfingolipidos estdo principalmente localizados no folheto externo 78. A
grande variedade destes fosfolipidos ha membrana define a fluidez desta, dado que regula as
propriedades das proteinas ai existentes’’.

A exposicdo da PS a superficie actua como sinal de reconhecimento para os macréfagos que
expressam receptores da PS, promovendo assim a eliminagéo das células apoptéticas?8. Ainda
que a identificagdo de um receptor dominante capaz de reconhecer esse sinal permaneca
controversa.

Embora no passado, a exposicdo da PS para a membrana externa fosse considerada como um
dos pontos de ndo retorno da morte celular, esta ndo define necessariamente a morte celular,
A exposicdo da PS pode ocorrer a baixos niveis e de forma reversivel sob condigbes de
stresse, ndo sendo necessariamente significado de apoptose. A reversibilidade da exposicéo
da PS é reposta com a remocédo do stresse fisiol6gico, como sdo exemplo o 6xido nitrico ou a
privacdo dos factores de crescimento, entre outros. Neste sentido, a exposi¢do da PS, ainda
que de forma reversivel, pode ser usada para avaliar tecidos em risco de morte celular e que
devem ser recuperados ou sujeitos a imediata intervengdo terapéutica®®. Além disso, existem
linhas celulares nao-apoptodticas que apresentam variantes da normal exposi¢cao da PS, como

granuldcitos, mastacitos, neutrdéfilos, linfocitos B e T, assim como anticorpos estimulados39:%0.
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1.7. Anexina V

A proteina humana Anexina V foi descoberta inicialmente como um anticoagulante in vitro 7°
devido ao seu efeito inibitério na ativacdo da protrombina e sua habilidade em prevenir a
formacdo de trombos em condicbes fisiolégicas normais3?, ligando-se fortemente a
fosfolipideos®, as plaquetas® e ao colagénio®?. Apresentam ainda a capacidade de formar
canais de voltagem dependentes de Ca*? 8, inibindo a fosfolipase A28 e a proteina quinase
C858  representando assim um importante papel na transducdo de sinal, inflamacéo,

desenvolvimento e diferenciacdo celular®’.

A Anexina V humana é também descrita como nexina A5, proteina anticoagulante placentaria |,
anticoagulante vascular alfa, endonexina Il, lipocortina V, proteina placentaria 4 e ancorina
ClI®2, Consiste em uma proteina enddgena produzida pelas células epiteliais de diversos
tecidos, assim como placenta, corddo umbilical, figado, baco, rins, coracdo, Utero, musculo

esquelético, eritrécitos, leucoécitos, células endoteliais e plaguetas®.

A Anexina V € uma ligacdo natural da PS, com afinidade nanomolar, que pertence a
superfamilia de proteinas anexinas 7888, Esta é constituida por 319 aminodacidos e apresenta

um peso molecular de 36 kDa®°.

Os membros da familia de anexinas compartiiham fungbes e estrutura idénticas, e
caracterizam-se pela capacidade de se ligarem a superficie de fosfolipidos de carga negativa
de forma reversivel e dependente de calcio (Ca*?)%. Cada anexina é constituida por duas
regides diferentes, o dominio N-terminal Gnico, também denominado de cauda, e o dominio C-
terminal ou nudcleo. O dominio C-terminal consiste em quarto repeticdes similares de
aproximadamente 70 aminoacidos, excepto para a Anexina VI que contém 8 repeticdes. Este

dominio é em geral o responsavel pela ligacdo ao Ca*? e aos fosfolipidos®?.

A Anexina V encontra-se principalmente no espago intracelular, no citosol, ainda que em
pequena concentracdo circule também no compartimento sanguineo de humanos saudaveis.
Além disso, esta proteina € expressa numa variedade de tipos celulares, homeadamente:
cardiomiécitos, endotélio vascular, eritrécitos, plaquetas, linfécitos, células gliais, astrocitos,
oligodendrécitos, células de Schwann, hepatdécitos, células da mucosa brénquica, condrécitos e

osteoblastos32.

Embora sejam bem estudadas varias fun¢des desta proteina, a funcgéo fisioldgica precisa das
Anexinas permanece incerta. Nos finais da década de 70 foi isolada da placenta humana e,
posteriormente, foi descoberta nos vasos sanguineos 67. Além desta funcdo, a anexina inibe a
fosfolipase A2, uma enzima responséavel pela libertacdo de acido araquidénico, componente do
processo inflamatério, pela membrana celular; e inibe a proteina cinase C, responséavel pelo

sistema de sinalizagdo intracelular3.
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Além disso, a anexina V é conhecida por se ligar seletivamente, com afinidade nanomolar (Kd=
0.5-7.0 nM) aos residuos de fosfatidilserina da membrana plasmatica. Essa ligacdo nao so6

ocorre muito rapidamente como é fortemente dependente da presenca de ioes Ca*2.

1.7.1.AplicagBes da Anexina V

A Anexina V tem sido amplamente utilizada como ferramenta para deteccdo de apoptose tanto
in vivo quanto in vitro. Com base nas suas caracteristicas, foi originalmente complexada com
diferentes compostos fluorescentes, sendo utilizada rotineiramente em laboratérios para
identificar e quantificar células apoptéticas in vitro. Gang Niu e Xiaoyuan Chen, no estudo
publicado em 2010, sobre “Apoptosis Imaging: Beyond Annexin V” referem que devido a
auséncia de imunogenicidade e toxicidade in vivo, a Anexina V tem sido utilizada ainda no
diagndstico de apoptose in vivo atravées da complexacdo com radionuclideos para
monitorizacdo de terapias contra o cancro®92, sendo capaz de identificar estagios iniciais de
apoptose.

Koopman (1994) afirma que a Anexina V/FITC é usualmente utilizada com um marcador vital
de células, como por exemplo, lodeto de Propideo (PI). Células viaveis apresentam a
membrana plasmatica integra, e dessa forma, consegue-se excluir o corante vital Pl, enquanto
as membranas das células mortas sdo permeaveis ao corante, que se incorpora no DNA.
Assim sendo, a partir destes marcadores é possivel identificar células viaveis (Anexina V/FITC
e PI negativas), células em um estagio recente de apoptose (Anexina V/FITC positivas e PI
negativas) e células que estdo em um estagio tardio de apoptose ou mesmo mortas (Anexina
V/FITC e PI positivas)®.

1.7.2.Métodos de Deteccdo da Apoptose

A apoptose representa um processo ativo de remoc¢do celular que frequentemente requer
ativacdo génica, sintese protéica e ativacdo de endonucleases®. Morfologicamente, este
processo é caracterizado pela condensagéo da cromatina, diminuigcdo do citoplasma, formacéo

de vesiculas a partir da membrana e finalmente, formagé&o dos corpos apoptoticos®.

Baseadas na deteccdo de tais alteracdes morfologicas, diferentes metodologias como
eletroforese, microscopia electrénica e citometria de fluxo, sdo amplamente empregues na

avaliacdo da apoptose 9%, (Tabela 1).

A fragmentac@o do DNA por endonucleases, por exemplo, é classicamente demonstrada por
eletroforese como uma graduacao tipica de DNA®, enquanto o percentual de fragmentacdo
pode ser determinado por métodos colorimétricos apés a separacdo dos fragmentos por

ultracentrifugacao®®.
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Alternativamente, a fragmentacdo do DNA pode ser visualizada a partir da quantificacao
percentual de bases celulares por ensaios de transferéncia de marcacao in situ (ISNT, in situ
nick translation) °7:%899  Contudo, as evidéncias morfologicas da apoptose nem sempre sao
acompanhadas pela clivagem do DNA, podendo acarretar em interpretacées subestimadas a

respeito deste mecanismo de morte celulari®%:101,

A utilizacdo de microscopia electronica associada a corantes fluorescentes® embora permita
detectar 0 processo apoptético por criteriosa avaliagdo morfolégica torna-se inapropriado na
guantificacdo da apoptose, posto que a marcagédo das células, geralmente realizada através de

marcadores nao vitais, ocorre somente apés o dano da membrana®.

As metodologias que incluem a avaliacdo e quantificacdo das populagcdes celulares por
citometria de fluxo fornecem andlises mais precisas e reprodutiveis do processo de morte
celular por apoptose’®?. Na citometria de fluxo, a redugéo do volume celular e 0 aumento da
granulosidade das células apoptéticas podem ser avaliados a partir de modificacdes nos

padrdes FSC (forward scatter) e SSC (side scatter) de dispersédo da luz, respectivamente03,

Entre os marcadores nucleares e corantes fluorescentes comumente utilizados nos ensaios de
verificacdo e quantificagdo da apoptose por citometria de fluxo, destacam-se: iodeto de
propidio, brometo de etidio, homodimero de etidio , 7 -aminoactinomicina D (7-AAD), acridine

orange®, anexina-V-FITC e calceina AM193, (Quadro 1).

Quadro 1 - Categorias de alteracdes celulares que formam a base dos ensaios de deteccdo da

apoptose
Evento Ensaio Detecéo
Alterac6es da morfologia nuclear:

. Condensagao da cromatina, ) )

. B » Marcadores de DNA (DAPI) * Microscopia
segmentacdo e formacdo de corpos
apoptoticos
Alteracdes na permeabilidade da « Corantes Vitais (PI); * Microscopia;
membrana: * Marcadores de permeabilidade do « Citometria de fluxo com

DNA (DAPI Hoechst 33258, Calceina determinacéo simultanea de
AM). tamanho.

Alteracdes na composi¢do da membrana:

* Externalizag&o da fosfatidilserina « Associagdo & Anexina V « Citometria de fluxo
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Clivagem de proteinas nucleares

Polimerase poly ADP ribose

Western blot

Atividade e integridade mitocondriais

« Alteragdes na transicéo da

permeabilidade (A¥Ym);

« Acessibilidade a antigenos
mitocondriais;

« Liberagao de citocromo-c;

* Produgéo de radicais livres.

« Corantes Vitais (DIOC,, JC-1);

« Anticorpos Apo2,7;

 Anticorpos Anti-citocromo-c;

» DPPP/dihidroetidio.

« Citometria de fluxo;

* Citometria de fluxo;

« Citometria de fluxo, Western
blot;

« Citometria de fluxo.

Ativacéo de caspases:

« Detecgéo de produtos da clivagem de

caspases;

« Detecgéo de caspases ativas;

« Deteccéo da atividade de caspases.

« Substratos conhecidos de caspases:
PARP, caspase 3, caspase 8, DNA-
PK, PK-C;

« Anticorpos anti-caspase 3 ativada;

« Clivagem de susbtratos

fluorescentes ou coloridos.

* Substratos conhecidos de
caspases: PARP, caspase 3,
caspase 8, DNA-PK, PK-C;

* Anticorpos anti-caspase 3

ativada;

« Clivagem de susbtratos

fluorescentes ou coloridos.

Degradagédo do DNA:

« Fragmentos grandes;

» Fragmentos pequenos;

» Marcadores de DNA Homodimero de
Etidio, SYBR green);

» Marcador de DNA (Homodimero de
Etidio);

14

 Radioatividade (C );

» Marcador de DNA (Homodimero de

* Eletroforese em gel de campo

oscilante;

» Comet

» Detecgéo de DNA
radiomarcado por filtrado

marcado;
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Etidio); * Eletroforese em gel de

agarose (escala de DNA);

+ Radioatividade (C*):
» Detecgdo de DNA

radiomarcado por filtrado

marcado;
» Marcador de DNA (PI).

« Citometria de fluxo.

« Detecgéo do pico Sub-G1

Deteccao de finos fragmentos de DNA « Corte da porgao terminal dUTP e * Hibridizagao in situ, Citometria
marcacao (TUNEL); de fluxo;
* PCR mediada por ligagao. * Eletroforese

Fonte: Willingham, M. C., 1999, Badley et al., 2000 94104

A anexina V mostrou-se Util na deteccao de células apoptdticas em decorréncia da sua ligacéo
preferencial a fosfolipidos negativamente carregados, como a fosfatidilserina exposta no inicio
do processo apopt6tico”>7%%, A conjugagdo do corante Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) a
anexina V@5, permite identificar e quantificar as células apoptéticas através da citometria de
fluxo (llustragdo 11). A utilizacdo concomitante do marcador nuclear fluorescente iodeto de
propidio (PI), por sua vez, torna possivel verificar as altera¢cdes nucleares caracteristicas dos
estagios tardios da apoptose.

Tal propriedade deve-se ao fato de que marcadores de DNA de elevado peso molecular, como
iodeto de propidio, ndo sdo passiveis de penetrar na célula intacta em decorréncia do seu
tamanho, bem como ndo marcam células apoptoticas sem que estas apresentem alteragdes na
permeabilidade da membrana plasmatica, como ocorre nos estagios finais da apoptose. Desse
modo, utilizando citometria de fluxo, 0 marcador anexina V-FITC permite detectar os estagios
iniciais da apoptose, enquanto o iodeto de propidio permite avaliar os momentos finais deste

processo de morte celulart0s,
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Figura 12 - Ligacao da anexina V aos residuos de fosfatidilserina
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Fonte: VanENGLAND et al., 1998; WILLINGHAM, 1999104105

1.8. Lesdo de armazenamento

Desde a primeira tentativa bem-sucedida de armazenamento de sangue, ha quase um século,
0s avangos cientificos e tecnoldgicos tém demonstrado eficacia na preservacdo dos CE’s
prolongando a viabilidade dos glébulos vermelhos armazenados06:107,

Ao longo das Ultimas décadas, tem havido um aumento do interesse nas alteragbes e
mudancas que os CE’s apresentam, durante o periodo de armazenamento. Estas alteraces,
que ocorrem no periodo de armazenamento foram denominadas, colectivamente de lesdo de

armazenamento dos eritrocitos (Figura 13).

Durante a recolha, preparagdo de componentes e armazenamento refrigerado de unidades de
CE’s, os glébulos vermelhos passam por inUmeras alteragdes fisico-quimicas, referidos
colectivamente como a lesdo de armazenamento dos CE'’s, o que afecta a qualidade, fungéo e
na sobrevivéncia in vivo da transfusdo de CE’s. Assim, Rosemary L. Sparrow afirma que as
implicacbes para o doente a ser transfundido tendo em conta as alteracdes relacionadas com o
armazenamento de CE’s sdo actualmente uma questdo de grande interesse e debate na

comunidade clinica e cientifical®8.

K. Pavenski, na investigacdo sobre o tema “LesBes de armazenamento dos eritrocitos”
questionam o porqué do sangue armazenado perder viabilidade e consequentemente n&o
trazer beneficios ao doente a ser transfundido.

Estes afirmam que existem multiplas teorias para explicar as diferengas entre transfusfes de
CE’s mais frescos paralelamente aos CE’s mais antigos. Uma das hipéteses sugere que as

substancias sobrenadantes dos eritrocitos armazenados poderdo ser a causa dos
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inconvenientes poés transfusionais. Estas substancias incluem fundamentalmente hemoglobina
livre que elimina éxido nitrico (NO) e, consequentemente, produz vasoconstricdo, bem como
microparticulas inflamatérias que podem ter actividade pré-coagulantes'©d,

Outras da hipétese levantada pelos autores remete para as alteragfes intrinsecas nos Gv pois
seriam responsaveis pelas diferengas observadas. Com a diminuicdo do ATP verificar-se-a
uma perda da actividade vasodilatadora e consequentemente podera surgir isquémia de

orgaos!o,

Essas alteracbes podem ser extensas e sdo principalmente classificados em trés grandes

categorias: bioquimicas, biomecanicas e imunoldgicas.

Figura 13 - Lesdo de armazenamento:

Consequéncias bioldgicas e fisioldgicas dos CE's
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Fonte: Daryl J. Kor et al.: Red Blood Cell Storage Lesion (2009)
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e Alteracdes bioguimicas dos CE’s durante o armazenamento

As alteragOes bioquimicas nos Gv armazenados estdo relacionadas pelas alteracdes patentes
no metabolismo energético com difosfoglicerato (DPG)!11:112 e deplecao da adenosina trifosfato
(ATP)113;114.

> Difosfoglicerato (DPG)

Uma das mudancas mais notaveis durante o armazenamento dos Ce’s é a rapida queda no
DPG!11112. O DPG é um alostérico modificador da hemoglobina, que desempenha um papel

preponderante na libera¢@o de oxigénio nos 6rgaos.

Foi demonstrado que niveis de DPG diminuem rapidamente durante o armazenamento dos
Ce’s, tornando-se indetectaveis no periodo de duas semanas!!®. Esta observacao levantou a
preocupacéo de que, apesar da melhoria no fornecimento de oxigénio aquando da transfusao,

os GV armazenados podem nao libertar oxigénio suficiente para os tecidos!2.

Embora biologicamente possivel, parece haver poucas consequéncias, do ponto de vista
clinico, da queda abrupta de DPG. Varios autores ndo conseguiram encontrar um efeito

adverso significativo na transfuséo de Ce’s com niveis de DPG baixos.

Em parte, a caréncia de DPG numa primeira transfus@o pode resultar na rapida recuperacdo
dos niveis de DPG nas transfusdes seguintes®, A normalizacdo dos niveis de DPG comecga
dentro de poucas horas apds a transfusdo e esta totalmente restaurado dentro de 48 a 72

horast?,

» Adenosina Trifosfato (ATP)

A segunda alteracdo bioguimica, verifica-se numa reducéo do potencial do ATP no CE’s13114,
Devido ao seu papel central no metabolismo celular, os niveis adequados de ATP séo fulcrais
para inimeros processos celulares, como por exemplo®:

e A manutencdo da actividade dos ides Na * e K* e a actividade da ATPase,

e Estabilidader da membrana dos CE’s,

e Transporte da glicose,

e O stress oxidativo e mecanismos de defesa,

e Adistribuicdo de fosfolipidos da membrana,

e Avasodilatacdo sob condi¢cfes de hipoxia.
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Reat e Verhoeven mostraram reducdes acentuadas nos niveis de ATP durante o
armazenamento dos CE’s. A descida dos niveis de ATP nos CE’s é detectavel, de forma mais
pronunciada, com o tempo de armazenamento!!4. Ou seja, quanto mais tempo os CE’s

estiverem armazenados mais os niveis de ATP vao diminuindo.

Enquanto a deplecédo de ATP pode resultar em mudancas na deformacéo observados nos CE’s
armazenados por tempo mais prolongado, estas alteracbes morfolégicas pode ser reversivel

com a normalizacdo dos niveis de ATP.

E importante ressalvar que os niveis de ATP tém de normalizar rapidamente apos a transfuséo
de CE’s.

Adicionalmente, a redugcdo mais gradual nos niveis intracelulares de ATP n&o parece
correlacionar bem com essas mudangas morfolégicas!®. O impacto de deplecdo de ATP nos
CE’s, sobre a resposta vasodilatadora a hipoxemia é uma area de interesse que tem sido

inadequadamente explorado e vai exigir estudos adicionais.

e Alteracdes biomecanicas durante o armazenamento de CE’s

Como o didametro capilar varia de 3 a 8 uM verifica-se pequenas alteragdes na deformagédo dos
eritrécitos que leva a um impacto substancial na sua capacidade de atravessar a

microcirculacao.

A deformabilidade dos eritrécitos depende em grande parte da area do volume superficial,

elasticidade da membrana e a viscosidade intracelular!8,

As alteragdes biomecanicas nos Gv durante o armazenamento incluem?5;

o Deformabilidade,
e Fragilidade osmotica,

¢ Agregabilidade e viscosidade instracelular.

Essas mudancas tém sido demonstradas afetantdo a circulagdo dos Gv através da

microcirculagdo o que provoca a diminui¢cdo na oxigenagao dos tecidos19:120,
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As alteracdes bioquimicas observadas nos Gv armazenados, que resultam de alteracbes

morfoldgicas incluem?13:114:

e Deplegdo de ATP e de DPG,
e Perda da membrana fosfolipidica,

¢ Desordenacao na proteina e oxidacéo lipidica.

Adicionalmente, Brunauer?! e outros'??2 descreveram a internalizacdo de fosfolipidios da

membrana caracterizada por uma carga oxidativa.

A resultante perda da assimetria fosfolipidica afecta a deformabilidade dos eritrGcitos e a sua

sobrevivéncia in vivo.

Recentemente, Karon et al. no seu estudo “Changes in Band 3 oligomeric state precedee cell
membrane phospholipid loss during blood bank storage of red blood cells”. demonstraram que
as alteracdes morfologicas séo irreversiveis como a perda da fungdo dos CE’s que ocorrem

durante o armazenamento23,

Usando uma técnica espectroscépica mais sensivel, os autores detectaram uma reorganizagao
da Banda 3 dentro das membranas dos eritrocitos intactos antes da perda da faixa 3 e o
aparecimento de vesiculas, alteracfes que sdo conhecidas quando o armazenamente

ultrapassa o 30° dia.

Estdo a ser postos em pratica estudos adicionais na tentativa de melhor caracterizar as
alterag6es morfoldgicas que ocorrem na membrana dos eritrdcitos durante o armazenamento

refrigerado??4125,

e AlteracOes imunolégicas durante o Armazenamento de CE’s

A associagdo entre a terapia tranfusional e as altera¢cfes imunoldgicas detetadas no doente
nao tinham sido reconhecidas ate ao ano de 1973. Opelz et. al. descreve uma intrigante
observacdo em doentes transplantados renais: “Os doentes transfundidos com sangue
alogenico apresentam melhorias em comparacdo com doentes similares que n&do foram
sujeitos a transfusao de sangue”.

Especificamente, o estudo de Opelz!?® demonstrou a presenga de um efeito imunossupressor
ou imunomodulador no doente transfundido com CE’s (mais tarde conhecida como Transfusion
Related Immunodulation — “TRIM”). Subsequente foi constactado o potencial para multiplos
efeitos adversos, (por exemplo: infec¢gdes nosocomiais, lesdo pulmonar aguda relacionada com

a transfusao, faléncia de multiplos 6rgdos) resultantes destes efeitos imunomoduladores.
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1.9. Controlo de qualidade

Juran define qualidade como sendo a capacidade de o servico/produto cumprir a missédo a que
€ proposto sendo uma adequacéo ao uso pretendido!?”.Segundo Shigeru Mizuno, “Um produto
nao precisa necessariamente ter a melhor qualidade possivel: o Unico requisito é que o produto
satisfaca as exigéncias do cliente para o seu uso.128"

Controle de qualidade é definido como uma medida adoptada para definir padrdes em
procedimentos de maneira uniforme, tendo como objectivo principal garantir a qualidade de
todo o produto. Em todo o mundo, ha entidades que regulamentam o controlo de qualidade de
acordo com a legislacdo de cada pais!®.

Relativamente ao sangue e componentes sanguineos, a Directiva da Unido Europeia
2002/98/CE estabelece normas de qualidade e seguranca com vista a colheita e analise de
sangue humano e de componentes sanguineos, qualquer que seja o fim a que se destinem e
ao seu processamento, armazenamento e distribuicdo, caso se destinem a transfusdes, a fim

de assegurar um elevado nivel de proteccao da saude humana.
No Diario da Republica, 1.2 série — N.° 188 — 29 de Setembro de 2011- Decreto-Lei n.°
100/2011 estdo patentes os requisitos relativos ao controlo da qualidade do sangue e dos

componentes sanguineos (quadro 2).

Quadro 2 - Requisitos relativos ao controlo da qualidade do sangue e dos componentes

sanguineos
Componente Requisitos de Resultados aceitaveis para os requisitos de
ualidade exigidos .
q 9 qualidade.
Volume Valido para as caracteristicas do armazenamento por

forma a manter o produto dentro dos valores especificados
de hemoglobina e hemodlise.

Eritrocito Hemoglobina" i) N&o inferior a 45 g por unidade.
Hemodlise Menos de 0,8 % da massa de eritrécitos no fim do periodo
de armazenamento.
Volume Vélido para as caracteristicas do armazenamento por
Eritrécitos com forma a manter o produto dentro dos valores especificados
remocao da camada de hemoglobina e hemélise.
leuco  -plaquetéria | Hemoglobina® N&o inferior a 43 g por unidade.
(buffy coat). — —— - -
Hemolise Menos de 0,8 % da massa de eritrécitos no fim do periodo
de armazenamento.
Volume Valido para as caracteristicas do armazenamento por
S forma a manter o produto dentro dos valores especificados
Eritrécitos . P
de hemoglobina e hemodlise.
desleucocitados Hemoglobina® N3&o inferior a 40 g por unidade.

Hemolise Menos de 0,8 % da massa de eritrécitos no fim do periodo
de armazenamento.

Fonte: Ministério da Saude, Decreto-Lei n.° 100/2011 - Diario da Republica, 1.2 série — N.° 188 — 29 de
Setembro de 2011

Vi Em relagdo as dadivas aut6logas, recomendam-se, mas ndo se exigem, os requisitos assinalados com um asterisco
)
- 1
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Tanto a lesdo como a hemolise das células vermelhas que ocorre durante o processamento e
armazenamento de CE’s tém implicacdes clinicas potencialmente graves para os doentes
transfundidos. Sawant, R. B. e coautores, na sua investigagdo sobre “Red cell hemolysis during
processing and storage” (publicada em 2007)*°, referem que é importante detectar hemdlise
excessiva para minimizar a transfusdo de unidades de CE'’s devido a bactérias. Estes autores
referem ainda que a extens&o da hemolise nos CE’s é um indicador importante da integridade
celular e um parametro de qualidade, e que niveis plasmaticos elevados de hemoglobina se
devem a factores como deficiéncias no processamento / armazenamento dos CE’s e por
procedimentos varios, nomeadamente a lavagem, irradiacdo e filtracdo de células vermelhas

para remocéao de leucécitos.

1.10. Citometria de Fluxo

Como referido anteriormente, a necessidade de obter informacdo dos processos biolégicos,
nomeadamente processos de morte celular, tem conduzido ao aparecimento e utilizacdo de
multiplos equipamentos e técnicas para o efeito!3l. Uma das técnicas utilizadas para avaliar tais

processos bioldgicos é a Citometria de Fluxo.

1.10.1. Principio

O principio de Citometria consiste na passagem de particulas ou células em suspensédo
alinhadas uma a uma frente a um feixe luminoso. A interacédo das células ou particulas com o
raio luminoso gera sinais que sédo conduzidos aos detectores fornecendo a informacgéo sobre
as diferentes propriedasdes bioldgicas e fisico quimicas, morfolégicas e estruturais da célula.
Esta informacdo é dada por dois pardmetros: os que provém da dispersdo da luz e os que
estdo relacionados com a emisséo da luz por fluorocromos presentes na célula e que foram
excitados pela fonte de radiacdo do aparelho. Os sinais luminosos detetados sé&o
transformados em impulsos elétricos que se amplificam e que se convertem em sinais digitais

gue sdo processados pelo computador.132

1.10.2. Constituicdo do Citometro

O citémetro de fluxo € um equipamento éptico e hidraulico com a fungéo de analisar particulas,
como as células. O citbmetro é constituido por cinco elementos: Fonte de luz (lampada de
mercirio ou laser), uma camara de fluxo, unidades de filtros Opticos para selecdo de um

intervalo de comprimento de onda especifico a partir de uma gama espectral mais vasta,
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fotodiodos ou fotomultiplicadores para a detecdo sensivel e processamento dos sinais com

interesse e uma unidade que processa dados recolhidos?!3! (figura 13).

Figura 14 - Esquema da constituicdo interna de um citometro de fluxo

Filtros Dicroticos

Fluxo Células

Tubos
Fotomultiplicadores

Laser

2

%G} L = iz v

Fonte: http://csm.colostate-pueblo.edu/biology/dcaprio/412L/Fluorl.html

A Cémara de fluxo € constituida por dois compartimentos, o que contém o liquido com a
suspenséo celular e o que contém um fluido hidrodindmico denominado envolvente e que

rodeia o liquido que contém a amostra (figura 14)47,
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Figura 15 - Representacdo de uma camara de fluxox
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Fonte: Nolla, H. (2008). Basic Principles in Flow Cytometry. U. o. California. Berkeley

A diferenca de velocidades entre os dois fluidos faz com que o fluxo se processe em regime
laminar. A velocidade de escoamento da solugdo de revestimento (Sheath fluid) é superior a da
amostra, e ajustavel, o que permite reduzir e controlar a espessura da solu¢do da amostra para
que possa passar uma célula de cada vez. Desta forma, podem detetar-se até 10000 células

(eventos) por segundo.

A fonte luminosa é constituida por radiacdo laser e sistemas Opticos de focagem e
direcionamento da luz. A maior parte dos citbmetros de fluxo possuem 5 sistemas épticos de

medida: dois de dispersdo da luz, um de forma frontal Fs (forward scattering) e o outro lateral
SS (side scattering) e trés de Fluorescéncias que se situam em angulo reto e é a partir dos

guais se determinam as células marcadas com fluorcromos.

O feixe de luz de excitagdo ao intercetar a célula na camara sofre dispersdo quer na direcao
frontal (forward scattering - Fs), proporcionalmente ao tamanho da célula, quer lateral (side
scattering - SS), proporcionalmente a complexidade interna da célula (ou seja, a forma do
ndcleo, a quantidade e tipo de granulos citoplasmaticos ou a regusidade da membrana). Assim
sendo, podemos separar as células pelas suas caracteristicas fisicas de tamanho e

complexidade, mesmo na auséncia de marcagéo com fluorocromos.

*x A passagem individual das células (eventos) é conseguida pela focagem hidrodinamica do fluxo de amostra no seio
da solugéo salina (sheat fluid).
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A combinacéo dos dois tipos de luz dispersa revela informacdes importantes, nomeadamente,

a dimenséo celular, a granularidade/complexidade e a morfologia.13?

Simplificadamente, podera dizer-se que o sensor de dispersdo de luz frontal — FS da
informacdo sobre o tamanho da célula, baseado na difracdo e refracdo da luz, permite
distinguir as células vivas dos restos celulares, enquanto o sensor de dispersao de luz lateral -
SS, mede a luz dispersada, avalia a «granularidade» intracelular, constituida pelo ntcleo,

cromossomas, mitocdndrias e outros organelos ou particulas®*.

A luz assim dispersa é detetada diretamente por fotodiodos (dispersao frontal) ou pode ser

desviada a 90° por lentes, espelhos dicroicos e filtros dpticos e focada em fotomultiplicadores.

Os citébmetros de fluxo possuem ainda um ndmero varidvel de sensores especializados em
medir fluorescéncia, nomeadamente a que provém de fluorocromos como o isotonicidade de
fluorescéncia (FITC), ficoeritrina (PE), entre outros, que vao ser acoplados a anticorpos
monoclonais. A fluorescéncia emitida é detetada por sensores que recebem o comprimento de
onda selecionado A especificidade da detencédo de cada sensor é controlada pela selecao do
comprimento de onda através da conjugacao de filtros dpticos colocados previamente a esses

sensores, permitindo separar os diversos componentes do espectro de emisséo (Figura 15).

Os Fluorocromos sé&o utilizados normalmente para determinar densidades de receptores
especificos da superficie das células, identificam a presenca de moléculas ou marcadores
celulares, podendo também avaliar a densidade de expressdo. Cada fluorocromo possui um
padrdo espectral distinto de absorcdo e emissdo, de tal maneira que até trés cores de luz
podem ser opticamente separadas com os filtros seletivos encontrados nos citdmetros

comuns1s4,
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Figura 16 — Citrometria de Fluxo.
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Fonte: http://www.fleury.com.br/medicos/medicina-e-saude/manuais/manual-

hematologia/Pages/imunofenotipagem-das-neoplasias-hematologicas.aspx

1.10.3. Vantagens da Citometria de Fluxo

A informacdo que se pode retirar dos ensaios de viabilidade classicos, sobre os estados
fisiologicos das células, é limitada a dois niveis extremos de atividade metabdlica: o saudavel,
presente em células vidveis com capacidade para se dividirem, e o correspondente a morte
celular. Contudo, por vezes, as células encontram-se num estado fisiologico intermédio entre o
metabolicamente ativo e a morte celular, sendo que, o método tradicional ndo contabiliza essas

células.

A vantagem da Citometria de fluxo em analisar células individualmente consiste na dete¢céo de
uma variedade de estados fisiolégicos celulares intermédios que realmente existem numa
determinada populacdo, descobrindo assim uma heterogeneidade populacional. Para além
disso, os dados obtidos através das técnicas classicas séo relativos a cultura como um todo, ou
seja, uma amostra representativa da cultura apresenta um unico valor, referente a média dos
valores de um determinado parametro, de todas as células. Mais uma vez, a Citometria de
fluxo permite a avaliagdo da heterogeneidade de culturas, a escala da célula individual. Desta
forma, dados que representam sub-populagdes diferentes podem fornecer uma “imagem” mais
detalhada e real da complexidade e heterogeneidade que ocorre num determinado

bioprocesso.

A combinacdo de varios fluorocromos em Citometria de fluxo permite a diferenciacdo de
diferentes sub-populagdes numa determinada populacdo, correspondentes a diferentes niveis

de funcionalidade das células. Esta diferenciagao levou a introdugao do termo “viavel, mas nao
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culturavel”, aplicado a células que nao estando metabolicamente ativas, também n&o estao
mortas e, evidentemente, ndo sdo reveladas através dos ensaios de viabilidade celular. A
utilizacdo de critérios do funcionamento celular tais como o potencial da membrana

citoplasmatica e a integridade da mesma, permitem caracterizar estes estados metabdlicos.

De forma geral, a utilizacdo da mistura de diversos corantes permite a diferenciacdo dos
seguintes estados metabdlicos funcionais: células saudaveis (com capacidade para se
dividirem), “vitais”, intactas e permeabilizadas. Pensa-se que quando uma célula se encontra
sob stress, alguns dos sistemas de transporte ativo sdo afetados (células “vitais”), seguindo-se
a despolarizacdo da membrana citoplasmatica (células intactas) e, mais tarde, a sua

permeabilizacéo (células mortas)13:132,

Assim, é possivel diferenciar o estado fisiolégico de uma célula individual, para além do
classico e estrito conceito de viabilidade, baseado no funcionamento de alguns sistemas de
transporte activo, ou na presenca ou auséncia da membrana citoplasmatica intacta e

polarizada.

A Citometria de fluxo surge assim como uma técnica consistente e fidvel na detecdo das

verdadeiras percentagens de células vidveis e mortas, numa determinada populagdo de

células®s.
Quadro 3 - Vantagens e desvantagens da Citometria de Fluxo
CITOMETRIA DE FLUXO
Vantagens Desvantagens
e Rapidez de analise e Necessidade de células em
(100-500 células) suspensao
e Maior reprodutibilidade ¢ Necessidade de contraste
¢ Avaliacdo de multiplos parametros e Necessidade de operadores
em células individuais qualificados
o Disponibilidade de amplo perfil de e Elevado custo
anticorpos especificos
e Andlise de antigénios de superficie,
intracitoplasmaticos e
intranucleares
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2. OBJECTIVOS

Este trabalho tem como objectivo geral avaliar a Anexina V na Apoptose Celular em
Concentrados de Eritrécitos por Citometria de Fluxo, tendo como finalidade, verificar se no final
do prazo de armazenamento dos concentrados eritrocitarios as células sofrem leséo ao ponto

de se considerar produto inviavel para transfusao.

2.1. Objectivo Geral

O objetivo geral deste estudo pretende verificar se a aplicacdo da Anexina V é eficaz na
detecdo da apoptose nos Concentrados de eritrocitos ao longo do tempo de armazenamento
tendo como controlo paralelo o grau de hemdlise.

2.2. Objectivos Especificos

Pretende-se com os objetivos especificos:

a) Observar o grau de degradacdo dos CE’s manipulados ao longo do tempo de

armazenamento.

b) Correlacionar o Grau de Hemolise com a determinacdo da apoptose dos eritrocitos
através da Anexina V.

c) Observar se 0 manuseamento e armazenamento desadequado do sangue compromete

os requisitos definidos para vitalidade terapéutica deste produto sanguineo.
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3. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Este trabalho de investigacdo teve como objetivo contribuir para a construcdo de conhecimento
relacionado com determinado fendmeno. Neste caso especifico pretendeu-se verificar qual o
comportamento da Anexina V na apoptose celular ao longo do armazenamento de Ce’s

(Concentrados de eritrécitos) relacionando com o grau de hemdlise dos eritrdcitos.

A teoria que suporta o &mbito e o objetivo desta dissertacdo, constituiu o fator determinante
para a selecdo das agOes operacionais da atual pesquisa, que assentaram na analise e
interpretacdo dos indicadores de qualidade dos Ce’s armazenados na organizagdo em analise

porque “...a teoria € o ponto de partida insubstituivel e o elemento que comanda os seus

momentos e op¢des fundamentais...”.135

E através da metodologia que se estuda, descrevem e explicam os métodos que se vao aplicar
ao longo do trabalho, de forma a sistematizar os procedimentos adotados durante as varias

etapas, procurando garantir a validade e a fidelidade dos resultados, obtidos no CST de Lisboa.

A metodologia surge como etapa fulcral da investigacado, visto que orienta a pesquisa de forma
a atingir os objetivos preconizados garantindo validade cientifica ao estudo. Atesta as
estratégias adotadas pelo pesquisador para desenvolver informacdes precisas, objetivas e
passiveis de interpretacdo. Em suma, a metodologia € o conjunto de conhecimentos
ordenados, processos e técnicas que acompanham a elaboracao do processo de investigagao

cientifical36:137:138

A metodologia é entdo um conjunto de conhecimentos que permitem ao investigador orientar a
pesquisa, ou seja, € um conjunto de procedimentos que o investigador utiliza para conduzir a
sua pesquisa, de forma a obter uma resposta ao problema.36

A sua adequacdo fundamenta-se na necessidade que temos de escolher um desenho
apropriado, explorar, descrever um fenémeno, examinar associacdes e diferencas ou verificar a
hipotese. Esta etapa esta na dependéncia estrita da natureza do problema de investigagdo e

do “estado de arte”.

A presente dissertacdo baseia-se no método quantitativo - experimental, com fins
descritivos simples. O método quantitativo-descritivo consta da tipificacdo proposta por
Creswell em 2002.13¢

O método serve para quantificar uma populacao e descrever dados de fontes secundarias, sem
modificar o observado.

Assim, os resultados de um estudo desta natureza permitem aos investigadores tomar uma
maior clareza o entendimento da sua realidade, e podem apoiar a tomada de decis6es

adequadas a um processo de melhoria continua.

65



Contribuicdo para o estudo da Anexina V na Apoptose Celular em Concentrados de Eritrécitos

Maria Joana Damasio Galhardas

3.1. Metodologia

Actividades

Tal como descreve Fortin (2000), a realizacdo deste trabalho de investigacédo teve como linhas
orientadoras as questdes éticas eminentes em todos 0s processos de investigacdo, que foram
definidos e aceites pela comunidade de investigadores.13¢

No trabalho de investigagédo, teve-se em consideracao os principios regentes que decorrem do
objetivo da mesma investigacdo, sem nunca pdr em causa o investigador e a populacdo, sem
gue haja danos fisicos, morais ou profissionais no decurso da investigacao.

Ao longo deste estudo estiveram presentes os requisitos éticos definidos por Polit e Hungler!3®,

0 anonimato e caracter confidencial da informacéo.

Até ao resultado final deste estudo foi necessario desenvolver diversas actividades que

seguidamente serdo descritas de forma resumida:

Escolha de um tema pertinente para a realizacdo do estudo;

» Proposta do tema & Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Nova de Lisboa e
Universidade Atlantica para a realizacdo da dissertacdo “Contribuicdo para o estudo da

Anexina V na Apoptose Celular em Concentrado de Eritrocitos” - (Anexo 1);

» Pedido de autorizacdo ao Presidente do Instituto Portugués do Sangue e

Transplantagéo — IPST,IP — Dr. Alvaro Beleza, para o desenvolvimento do projecto —

(Anexo 2);

» Autorizacdo e motivacdo dos orientadores para a elaboracdo da dissertacdo do tema
da tese de mestrado — (Anexo 2);

» Pesquisa bibliografica referente a tematica selecionada;

> Preparacdo de todo o material necessario a atividade experimental, que serviu de
suporte para a investigagéo cientifica a que nos propusemaos.
- Disponibilizagé@o de quinze Ce’s obtidos pelo CST de Lisboa;
- Anexina V (FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I);
- lonéforo de Calcio (A23187);
- Glicoforina A (Bd Biosciences)
- Citometro de fluxo (Faxcalibur — Bd Biosciences)

- Vortex
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- Banho Maria
- Fotébmetro Hemocue Plasma Low
- Pipetas (Enzifarma)

- Contador Celulas LH 750 Beckman Coulther (I1zasa)

» Redacdo da fundamentacdo tedrica que serviu de suporte a analise dos resultados

obtidos;

3.2. Recolha de dados

A recolha de dados foi obtida no ano de 2012 e conjugou-se em diversas etapas de forma a

alcancar a méaxima viabilidade e exatiddo na analise dos resultados.

Caraterizacdo da Amostragem

O Instituto Portugués do Sangue e da Transplantacdo, nomeadamente o Centro de Sangue e
Transplantacdo de Lisboa disponibilizou quinze (15) CE’s (Concentrados de Eritrécitos) como
amostra aleatéria para a investigacdo deste estudo. Estes componentes comportam

caracteristicas similares referenciadas na tabela abaixo.

Quadro 4 - Caracterizacdo da Amostra de estudo

Género Idade Grupo Hb CE’s Hb CE’s
Sanguineo g/dL g/unid

21 0+ 17,4 41

29 0+ 17,8 42

30 A+ 17,1 51

Feminino 32 B+ 18,5 52

42 0+ 17,2 47

43 A+ 17,8 44

44 AB- 17,5 42

47 0+ 17,6 48

32 A+ 19,9 56

45 B- 19,5 54

Masculino 46 A+ 18,5 51

49 A+ 194 51

52 A+ 19,8 54

58 A+ 19,3 52

65 0+ 19,8 51
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Como mostra o quadro 3 dos quinze CE’s disponibilizados oito (8) foram resultantes de
dadores do género feminino com idades compreendidas entre os [21;47] anos e sete (7) CE’s
resultantes de dadores do género masculino com idades compreendidas entre os [32:65].
Apesar do grupo sanguineo nao ser preponderante para a investigagdo a que Nnos propusemaos,
consideramos Util, em termos especulatorios, verificar a determinacdo de grupo nos sistemas
ABO e Rh(D) dos CE’s em andlise . De referenciar que a Hb média dos CE’s do género
feminino é de 46 g/unidade e do género masculino se encontra nos 53 g/unidade, cumprindo
todas as amostras os requisitos relativos ao controlo de qualidade dos componentes
sanguineos (Decreto-Lei 100/2011, publicado no Diario da Republica, 12 série — N°188 — 29
Setembro de 2011).

Os CE’s sao dos componentes mais utilizados na medicina transfusional pela sua ampla
especificidade de atuacdo nas mais diversas patologias. Seguindo esta realidade, seria

imprudente a utilizagdo de um elevado numero de CE’s para este estudo.

Todas as amostras foram expostas a fatores standarizados, que desencadeiam a Hemolise
(fora dos requisitos de qualidade) de modo a poder fazer-se um correlagdo entre os varios
pardmetros analisados. Os CE’s disponibilizados foram armazenados em empilhamento e

expostos a temperatura ndo conforme (superior a 6°C).

3.3. Pré-aplicacéo da Técnica

3.3.1. Verificacdo da concentracéo ideal do eritrécito

Para definir qual a diluicdo de concentrado eritrocitario a utilizar fizeram-se vérias dilui¢des,
com amostras aleatérias: 1/100, 1/500 de 1/1000, tendo-se verificado que a diluigdo ideal seria
a de 1/100~.

3.3.2. Verificacdo da concentracéo ideal do lonoforo de Célcio através de Citometria de fluxo.

O londéforo de Calcio é um ionéforo carboxilico mével para catides bivalentes, nomeadamente
célcio (Ca?"). A utilizacdo de ionéforo de célcio contribuiu decisivamente para a compreensao
do papel do Ca?* nos processos celulares. Ndo € possivel injetar célcio nas células, mas
guando recorrendo a este ionoforo o transporte deste ido torna-se possivel.3°

Muitas respostas fisiolégicas normalmente accionadas pela ligagdo de hormonas a receptores

membranares de superficie podem ser deduzidas pela utilizacdo de ionoforo de célcio que faz

X Bula: “FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I, BD”, BD logo and all other trademarks are property of becton,
Dickinson and Company, 2008 BD
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elevar os niveis de Ca?* intracelular'®. Assim, numa primeira fase foi preponderante verificar a
concentracao ideal de ionoforo de célcio que permite aumentar as concentracdes intracelulares
de célcio livre que ird estimular a apresentacdo de Fosfatidilserina no folheto externo da

membrana celular.

Para definir qual a concentracdo de lonéforo de Calcio a utilizar, testaram-se diferentes

concentracgdes: 2,5 uM, 4 uM, 5 uM e 10 uM.

Em tubos de Citometria (BD) marcaram-se as seguintes concentragdes2,5 uM, 4 uM, 5uM e
10 uM, tendo-se adicionado o0s seguintes volumes de concentrado eritrocitario diluido

previamente a 1/100 e lonéforo de Calcio a cada tubo:

Quadro 5 - Concentra¢@es e volumes de CE's diluidos com lonéforo de Calcio

CEs 1/100 IC
Tubo 1 (2,5 uM) 99ul 0,6yl
Tubo 2 (4 pM)™ 99l 1ul
Tubo 3 (5 uM) 99l 1,25pl
Tubo 4 (10 uM) 97ul 2,5ul

Os referidos tubos, foram ao vortex durante 5 segundos e posteriormente os mesmos foram
colocados tapados num banho-maria a 37°C durante 45 minutos; a cada tubo foi adicionado
1mL de PBS 1X, previamente filtrado através de um filtro 0,2 um, e centrifugado a 1500 rpm,
durante 5 minutos. Retirou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 100 ul de
Tampédo Binding Buffer<i (BD Biosciences); adicionou-se 5 pl de Anexina V FITC (BD
Biosciences) e 20 ul de Glicoforina A diluidaXi (BD Biosciences) a cada tubo, sendo os mesmos
incubados durante 15 minutos no escuro. Adicionou-se 400 ul de Tampé&o Binding Buffer (BD
Biosciences) e os tubos foram processados num Citometro FACSCalibur (BD Biosciences);
gravaram-se 50.000 eventos totais que foram posteriormente analisados com o Software
CellQuest Pro. Pode-se assim verificar que a concentracéo ideal de ion6foro de célcio utilizada
foi de 4uM.

Xi Concentracédo ideal para utilizar na técnica.
i Tampao contendo concentragdo 6ptima de célcio, permitindo a ligagdo da anexina V com a fosfatidilserina.

i Preparou-se com 20l de Glicoforina e 490l de Albumina a 2% (procedimento aplicado pelo laboratério de controlo de

qualidade do CST de Lisboa)
e —
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o Citometro de Fluxo

Os dados foram adquiridos ap0s ter sido verificado a sensibilidade e os ajustes do citbmetro de
fluxo através da utilizacao de esferas de calibracéo (CaliBrites) e posterior leitura no Software

Facscomp.

As microesferas CaliBRITE™ da BD séo utilizadas para calibrar o Citometro de fluxo antes de
processar as amostras celulares, e que simulam tanto células ndo marcadas como células
marcadas com anticorpos conjugados com fluorocromos. Estas microesferas séo utilizadas
para ajustar a calibragdo do instrumento, configurar a compensagédo entre fluorescéncias e

verificar a sensibilidade.140

As microesferas CaliBRITE sdo constituidas por jogos de duas ou trés cores. O jogo de duas
cores contém trés tipos diferentes de microesferas CaliBRITE: ndo marcadas, marcadas com
isotiocianato de fluoresceina (FITC) e marcadas com ficoeritrina (PE). O jogo de trés cores
contém além das mesmas microesferas do jogo de duas cores microesferas marcadas com a

proteina peridinina clorofila (PerCP).140

O quadro 6 ilustra a detecdo de sinais luminosos com os PMT:

Quadro 6 - Detecao de sinais luminosos com os PMT

PMT Sinal Primério Detetado
Fluorescéncia 1 (FL1) FITC (amarelo — verde)
Fluorescéncia 2 (FL2) PE (roxo — laranja)
Fluorescéncia 3 (FL3) PerCP (Roxo)

Uma vez determinados os ajustes do equipamento, utiliza-se as microesferas CaliBrite para
avaliar a sua sensibilidade. A sensibilidade do instrumento para a disperséo frontal (FSC) e
para a dispersao lateral (SSC) determina-se pela separacdo média de canais entre o sinal de
disperséo da luz das microesferas e o sinal de fundo (eletrénica e éptica). A sensibilidade das
fluorescéncias FL1, FL2 e FL3 determina-se medindo a separagdo entre 0s sinais das
microesferas marcadas e ndo marcadas. Deve-se ter uma separacdo minima entre 0s canais
para os parametros de dispersé@o e de fluorescéncia, o que permite distinguir as células dos

restos celulares e distinguir também entre células marcadas das ndo marcadas.4°
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3.3.3. Implementacéo dos Controlos

Neste estudo foram realizados trés controlos de qualidade no intuito de verificar a
aplicabilidade/funcionalidade da técnica. Utilizou-se um controlo positivo e dois controlos

negativos, um controlo negativo de marcacéo e um controlo negativo de estimulacao.

e Controlo Positivo

O Controlo positivo foi realizado com o objectivo de verificar a funcionalidade da técnica
(validar). Foi constituido com 99ul de células, 1l de lonéforo de Calcio, 5 pl de Anexina V FITC

(BD Biosciences) e 20 ul de Glicoforina A diluida (BD Biosciences).

e Controlo Negativo

No controlo negativo foram utilizadas amostras de CE's com cinco dias de armazenamento, ou
seja, CE’s recentemente produzidos no sentido de evitar interferéncias no que diz respeito a

hemolise.

e Controlo Negativo de Estimulacao

O controlo negativo de estimulacao € constituido por 99 pl de células, 5 pl de Anexina V FITC
(BD Bioscences) e 20 pl de Glicoforina A diluida (BD Biosciences), nao foi adicionado qualquer

tipo de estimulagéo.

e Controlo Negativo de Marcacao

O controlo negativo de marcacao € constituido por 99 pl de células, 1 pl lonéforo de célcio, ou

seja, ndo foi adicionado qualquer tipo de marcacao.
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3.4. Aplicacéo das Técnicas

Para este estudo foi realizada a determinacdo da apoptose através da Anexina V
comparativamente com a determinacdo do grau de hemdlise ao longo do tempo de

armazenamento (5°,30°,35°,42° e 45° dias de armazenamento).

3.4.1. Aplicagao da técnica por Citometria de Fluxo nas amostras de CE’s para determinagdo
de Apoptose através da Anexina V.

A detecdo de Fosfatidilserina (PS) no folheto externo da membrana celular foi realizada
recorrendo ao anticorpo monoclonal Anexina V conjugada com FITC.

Como ja foi referido, a Anexina V marcada com fluorocromos é bastante usada para a detecao
in vitro de células em apoptose®:. Ao conjugar a Anexina V ao FITC (Isotiocianato de
Fluoresceina) é possivel identificar e quantificar as células apoptéticas em Citometria de

Fluxo.141

Esta técnica foi efetuada apds a colheita de amostras dos CE’s (disponibilizados pelo
armazenamento e distribuicdo dos compoentes sanguineos do CST Lisboa) ao 5°; 30°; 35°; 42°
e 45° dia de armazenamento.

Foram primeiramente obtidas amostras em tubos secos de concentrados eritrocitarios, tendo-

se utilizado para quantificacéo da viabilidade celular 1x10° células.

Para definir qual a diluicdo de concentrado eritrocitario a utilizar fizeram-se vérias dilui¢des,
com amostras aleatérias: 1/100, 1/500 de 1/1000, tendo-se verificado que a diluig&o ideal seria
a de 1/100140,

Para cada tubo seco pipetou-se 100ul de células (amostra) com a diluicdo de 1/100, foi
adicionada 5ul de Anexina V FITC (BD Bioscences) e 20ul de Glicoforina A diluida (BD
Bioscences), sendo os mesmos incubados durante 15 minutos no escuro. Adicionou-se 400 pl
de Tampao Binding Buffer (BD Biosciences) e os tubos foram aquiridos num Citdmetro
FACSCalibur (BD Biosciences); gravaram-se 50.000 eventos totais que foram posteriormente

analisados com o Software CellQuest Pro.
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3.4.2. Aplicacao da técnica por Grau de Hemdélise nas amostras de CE’s

A técnica por grau de hemolise foi efectuada, seguindo os mesmos requisitos referidos a

sequir.

Apés a colheita das amostras, foi executado o hemograma de cada amostra no contador
hematolégico LH 750 Beckman Coulter (Izasa), com o objectivo de determinar o hematdcrito e
a hemoglobina total de cada CE, para posteriormente se poder calcular o grau de hemdlise.

De seguida, as amostras foram centrifugadas a 4500rpm durante 7 minutos de modo a se
separar o plasma residual do concentrado de hemacias, retirou-se o plasma sobrenadante para
um novo tubo seco, sendo este centrifugado sob as mesmas condi¢gdes (4500 rpm durante 7
minutos). O plasma sobrenadante deste segundo tubo foi retirado para um terceiro tubo seco,
tubo final a ser analisado no fotometro Hemocue Plasma Low de modo a se quantificar a

hemoglobina livre de cada amostra.

Para calcular o Grau de Hemodlise foi utilizada a seguinte férmula:

(100 — Het) x Hbl
Hbt

GH (%) =

Em que:
GH(%) - Grau de hemodlise (%)

Hct - Hematécrito (%)
Hbl - Hemoglobina livre (g/dL)

Hbt - Hemoglobina total (g/dL)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Controlo de Qualidade
» Controlo Positivo

Para a validacdo e execucdo da técnica, os resultados do grafico 1, foram expressos com
gréaficos de dispersdo de fluorescéncias (histogramas), obtidos por Citometria de fluxo e pelo
Software CELLQUEST (BD).

De acordo com o grafico 1 verificou-se que ao conjugar o ionéforo de calcio com a Anexina V,
ocorre um aumento de células apoptoticas e consequentemente um aumento da intensidade de

fluorescéncia marcada com Anexina V.

Grafico 1 - Citometria de Fluxo do Controlo Positivo
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Histogram Statistics
File: controlo positivo 0.013 Log Data Units: Linear Values
Sample ID: controlo positivo 0' Patient ID:
Tube: tube #1 Panel: ANEXINA
Acquisition Date: 12-Oct-12 Gate: G3
Gated Events: 48799 Total Events: 50000

X Parameter: Anexina FITC (Log)

Marker Left, Right Events 2% Gated % Total Mean Geo Mean cv Median Peak Ch
All 1, 9910 48799 100.00 97.60 174.51 11.36 273.58 4.78 1
M1 30, 9910 15164 31.07 30.33 552.05 287.66 131.46 305.05 378

(A) Gréfico de dispersdo, presenca de eritrocitos; (B) Marcacdo da Anexina FITC; (C)
Marcacdo com Glicoforina A; (D) Comparacao da Anexina FITC (FL1) com Glicoforina A (FL2);
(E) Marcacdes da Anexina FITC ligada a lonéforo de Célcio A23187 (M1); (E’) 31% das células

expressam fosfatidilserina na membrana do eritrocito.

» Controlo Negativo

- Controlo Negativo de Estimulacado

Para a validacdo e execucdo da técnica, os resultados do grafico 2, foram expressos com
graficos de dispersdo de fluorescéncia (histograma), obtidos por Citometria de fluxo e
acompanhado pelo Software CELLQUEST (BD).

De acordo com o grafico 2 pode-se verificar que ao ndo aplicar qualquer tipo de estimulacao, a
percentagem de células que sofreram apoptose € inferior aos valores apresentados no gréafico

1 e consequentemente a intensidade de fluorescéncia marcada com Anexina V é inferior.
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Grafico 2 - Citometria de Fluxo do Controlo Negativo de Estimulagao
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Histogram Statistics
File: controlo neg estimulacao .001 Log Data Units: Linear Values
Sample 1D: controlo neg estimulacao Patient ID:
Tube: tube #1 Panel: ANEXINA
Acquisition Date: 12-Oct-12 Gate: G3
Gated Events: 49168 Total Events: 50000

X Parameter: Anexina FITC (Log)

Marker Left, Right Events 9% Gated % Total Mean Geo Mean cv Median Peak Ch
All 1, 9910 49168 100.00 98.34 6.56 3.24 995.30 3.16 1
M1 30, 9910 233 0.47 0.47 380.95 12540 228.69 79.15 31

(A) Gréfico de dispersédo, presenca de eritrocitos; (B) Marcacdo da Anexina FITC; (C)
Marcacédo com Glicoforina A; (D) Comparacédo da Anexina FITC (FL1) com Glicoforina A (FL2);
(E) Marcacdes da Anexina FITC; (E’) as células ndo estimuladas apresentam 0,47% de células

marcadas com Anexina FITC.

- Controlo Negativo de Marcacéo

Para a validacdo e execucdo da técnica, os resultados do grafico 3, foram expressos com
gréficos de dispersdo, obtidos por Citometria de fluxo e acompanhado pelo Software
CELLQUEST (BD).

De acordo com o grafico 3 observou-se que ao ndo adicionar qualquer tipo de marcacédo a

intensidade de fluorescéncia marcada com Anexina V é nula.
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Gréfico 3 - Controlo negativo de marcacao
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E!
Histogram Statistics
File: controlo neg marcacao .012 Log Data Units: Linear Values
Sample ID: controlo neg marcacao Patient ID:
Tube: tube #1 Panel: ANEXINA
Acquisition Date: 12-Oct-12 Gate: G1
Gated Events: 46877 Total Events: 50000

X Parameter: Anexina FITC (Log)

Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean Geo Mean cv Median Peak Ch
All 1, 9910 46877 100.00 93.75 5.96 495 7146 5.42 1
M1 30, 9910 9 0.02 0.02 107.22 63.08 154.12  50.94 30

(A) Slide de disperséo, presenca de eritrécitos; (B) Marcagdo da Anexina FITC, sem qualquer
tipo de marcacéo; (C) Marcagdo com Glicoforina A, sem marcacdo; (D) Comparacdo da
Anexina FITC (FL1) com Glicoforina A (FL2); (E) Marcagbes da Anexina FITC; (E’) as células

nao marcadas apresentam 0,02%, ou seja, sem qualquer tipo de fluorescéncia.

4.2. Aplicacdo da técnica por Citometria de Fluxo nas amostras de CE’s para
determinacdo de Apoptose através da Anexina V

No quadro 7 estdo pautados os valores medios e respetivo desvio padrdo aquando da
utiliza¢é@o da tecnica por Citometria de Fluxo, ao 5°; 30°; 35°; 42° e 45° dias de armazenamento
dos CE’s. Os resultados sédo expressos em percentagem de células identificadas com base na
positividade de marcagédo para a Anexina V FITC. Verifica-se assim que nos primeiros cinco
dias a média de fosfatidilserina marcada com Anexina V, presente no folheto externo da
membrana dos eritrécitos, nao ultrapassa os 0,31% tendo um desvio padrao de +0,2. Verifica-
se que ao longo dos dias os valores médios de fosfatilserina nos eritrécitos aumenta e
consequentemente o desvio padrao sofre a mesma alteracdo. De salientar que no

quadragésimo quinto dia a média ndo ultrapassa os 0,78% e o desvio padrao de +0,4.

Verificou-se que durante o armazenamento dos CE’s, os eritrdcitos tornam-se cada vez mais
suscetiveis a perda da assimetria de fosfolipidos, a percentagem de PS exposta nos eritrécitos

aumentou de 0,31% para 0,78% apés 45 dias de armazenamento.
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Quadro 7 - Média e Desvio Padrdo da leitura da apoptose dos eritrécitos por Citometria de

Fluxo
s 5 30 35 42 45
e 0,31 0,40 0.41 0,61 0,78
Desvio
Padréo 02 0.2 0.3 0.3 04

No gréfico 4 apresenta a variagdo dos valores médios da percentagem da fosfatidilserina

marcada com a Anexina V nos Ce’s armazenados do 5° ao 45° dia.

Gréfico 4 - Média e Desvio Padréo da leitura da apoptose dos eritrécitos por Citometria de

Fluxo

Citometria

20 30
Dias de Leitura

De acordo com o quadro 7 e grafico 4 verificou-se que os eritrocitos, ao longo dos dias de
armazenamento, vao sofrendo apoptose e consequentemente podemos afirmar que os CE’s

diminuem a viabilidade.

4.3. Aplicacdo da técnica por Grau de Hemdlise nas amostras de CE’s
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A hemodlise é definida na literatura, como ja referido anteriormente, como um rompimento da
membrana da hemécia, o que provoca a libertacdo da hemoglobina e outros componentes
internos para o plasma.

O quadro 8 e grafico 5 mostram os valores médios do grau de hemdlise dos eritrocitos
avaliados no 5°; 30°; 35°%; 42° e 45° dia de armazenamento dos CE’s.

O grau de hemodlise foi avaliado de acordo com os parametros em vigor pela legislacao:

» Hemoglobina Livre (g/dl) no plasma dos CE’s,
» Hematdcrito (%)

» Hemoglobina Total (g/dl).

Em valores normais o grau de hemolise ndo pode ultrapassar 0,8% da massa eritrocitaria
(Didrio da Republica, 1.2 série — N.° 188 — 29 de Setembro de 2011- Decreto-Lei n.°
100/2011, que veio atualizar DL 267/2007, 24 Julho de 2007)

Quadro 8 - Média e desvio Padrao da leitura da Hemolise dos eritrdcitos pelo método Grau de

Hemolise
Lizs 5 30 35 42 45
e 0,29 0,57 0,58 0,87 0,97
Desvio
Padrao 0,1 0,2 0,2 0,4 0,4
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Gréfico 5 - Média das leituras da Hemolise dos eritrcitos pelo método Grau de Hemdlise

Grau de Hemolise

20 30

Dias de Leitura

O grafico acima apresentado mostra a média da percentagem de eritrocitos que sofreram
hemdlise no 5°, 30° 35° 42° 45° dias de armazenamento, através da tecnica Grau de
Hemdlise. Poderemos afirmar que a hemolise dos eritrdcitos vai aumentado ao longo dos dias
de armazenamento confirmando, desta forma, a investigacdo realizada por Gkoumassi, E. e

coautores que referem que a “taxa de hemoélise aumenta durante o armazenamento dos CE’s”.

Ao 5° dia, a média de hemolise é de 0,29% + 0,1 enquanto que ao 42° dia (limite maximo de
armazenamento dos CE’s para posterior transfusdo — requisito de qualidade definido no guia
“Guide to the preparation, use and quality assurance of blood components” do Conselho da
Europa) apresenta um valor de 0,87% %0,4. Considerando que em Portugal o valor médio da
hemolise do CE’s nao pode ser superior a 0,8% (Diario da Republica, 1.2 série — N.°© 188 — 29
de Setembro de 2011- Decreto-Lei n.° 100/2011, que veio atualizar DL 267/2007, 24 Julho de
2007) para garantir a qualidade e seguran¢ca do compente sanguineo e do receptor da
transfusdo, salientamos que o valor aumentado deveu-se ao facto dos CE’s terem sido
tratados de forma a que a hemolise se acentuasse. Assim, verificamos que, apesar da
manipulacédo incorreta dos CE’s, o valor medio da destruicdo celular (hemolise) ndo chega aos
0.9%, até ao 42° dia.

83



Contribuicéo para o estudo da Anexina V na Apoptose Celular em Concentrados de Eritrocitos

Maria Joana Damasio Galhardas

4.4. Correlagdo dos dois métodos Anexina V vs Grau de Hemolise

Para fazermos a correlacdo dos dois métodos estudados, utilizamos um grafico de disperséo

com linha de tendéncia linear estatistica¥ e o Coeficiente de correlacdo de Pearson142:143:144,

e Gréficos de Dispersdo com Linha de Tendéncia Linear Estatistica

Nos graficos abaixo apresentados representam a correlacéo entre a aplicacao da Anexina V,

por citometria de fluxo, com o grau de Hemdlise dos CE’s armazenados ao 5° 30° 35° 42° e

45° dias.

Graéfico 6 - Correlac@o da Anexina V, por Citometria de Fluxo, com o Grau de Hemolise no 5°

dia de armazenamento dos CE’s
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X Uma linha de tendéncia é mais fiavel quando o respetivo valor de R2 é ou esta préximo de 1.
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De acordo com o grafico 6 podemos verificar que até ao 5° dia de armazenamento, os CE’s
nao apresentam correlacdo entre a Anexina V e o grau de hemolise. Sabendo que uma linha
de tendéncia é mais fiavel quando o respetivo valor de “R?" é ou esta préximo de 1 verificamos
que o mesmo apresenta um valor de 0,1283, podemos considerar que os CE’s armazenados
até ao 5° dia apresentam um grau de hemolise insignificante do ponto de vista da terapeutico,

apesar da manipulacdo inadequada.

Consideramos pois, que apesar da indugcdo da hemolise, os CE’s aquando armazenados, de
acordo com as normas de qualidade referenciadas (2 a 6°) e acondicionados a sua viabilidade

€ garantida.

Grafico 7 - Correlacéo da Anexina V, por Citometria de Fluxo, com o Grau de Hemolise no 30°

dia de armazenamento dos CE’s
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Ao 30° dia verificamos uma subida abrupta do “R?” (0,6948) verificando assim uma correlacdo
entre os dois métodos. Podemos afirmar e, de acordo com o grafico 7, ao 30° dia de
armazenamento os Ce’s apresentam um aumento significativo da hemdélise dos componentes
eritrocitarios, confirmando assim a tendéncia da instabilidade deste produto ao longo do tempo

de armazenamento.

Gréfico 8 - Correlacédo da Anexina V, por Citometria de Fluxo, com o Grau de Hemdlise no 35°

dia de armazenamento dos CE’s
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O grafico 8 apresenta os valores correlacionais da Anexina V e o grau de hemodlise dos Ce’s
armazenados ao 35° dia. De acordo com os dados apresentados verifica-se um aumento da
correlacao destes dois métodos. Enquanto que ao 5° dia a Anexina V e o grau de Hemolise nédo
ultrapassavam os 0,09% — 0,19% respetivamente, ao 35° dia, o valor mais baixo da correlacdo

destes dois métodos, ndo é inferior a 0,20% — 0,36%.
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Grafico 9 - Correlacéo da Anexina V, por Citometria de Fluxo, com o Grau de Hemolise no 42°

dia de armazenamento dos CE’s
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De acordo com o gréfico 9, referente a correlacdo dos valores da Anexina V e o grau de
hemolise dos eritrocitos no 42° dia de armazenamento, verifica-se que 0s valores mantém a
tendencia confirmada nos graficos anteriores. De salientar que o “R?” apresenta um valor de
0,8754. Considerando os valores do 5° dia de armazenamento (primeiro valor a ser analizado)
com o 42° verificamos um amento do “R? de 0,7471.
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Grafico 10 - Correlagéo da Anexina V, por Citometria de Fluxo, com o Grau de Hemalise no

45° dia de armazenamento dos CE’s
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No 45° e dltimo dia de armazenamento as amostras de CE’s manipuladas para a indugdo da
hemdlise verificou-se que apesar de um aumento, pouco significativo do R2 relativamente ao
42° dia, o facto é que este valor, tendencialmente vai aumentando chegando ao 0,8835 — valor

muito aproximado de 1.

Neste tipo de correlagdo estamos a avaliar a apoptose dos eritrécitos através da avaliagdo da
Anexina V por Citometria de Fluxo com a percentagem de Hemdlise que os eritrécitos sofrem

ao longo do prazo de armazenamento, desde o 5° ao 45° dia.

Assim vejamos:

Quadro 9 - Valores do R? avaliados durante os 45 dias de armazenamento na correlagédo dos

dois métodos

Avaliacdo dos CE’s Valor do R?
armazenados

50 dia 0,1283%

30° dia 0,6948%

35° dia 0,7835%

42° dia 0,8754%

45° dia 0,8835%

88



Contribuicdo para o estudo da Anexina V na Apoptose Celular em Concentrados de Eritrécitos

Maria Joana Damasio Galhardas

Tendo em conta os graficos de correlacdo entre os métodos da Anexina V e Grau de Hemolise
dos CE’s armazenados, desde o 5° ate ao 45° dias, e os valores do R? expressos na tabela 3
observou-se que no inicio do armazenamento (5°dia) os valores sdo baixos inviabilizando a
correlacdo entre as tecnicas. Com o decorrer do tempo de armazenamento verifica-se um
aumento do R? possibilitando, desta forma, fazer a correlagdo das duas tecnicas e concluir que

o R?, tendencialmente, aumenta chegando a um valor muito proximo do 1.

Desta forma, poderemos afirmar que, e num ambito geral, os CE’s ao longo do tempo de
armazenamento, vao sofrendo apoptose e a degradacéo celular é evidente tornando-se num
produto pouco viavel para transfundir quando ultrapassado o prazo de armazenamento

preconizado (42 dias).

Makroo e coautores em 2011, assumem que o armazenamento de CE’s provoca um aumento
progressivo da degradacdo celular e que, apesar de o uso de solugcbes aditivas para
armazenamento e filtros para leucoreducdo, a hemolise € inevitavel. A extensdo da hemdlise,
no entanto, ndo deve exceder o limite permitido mesmo no dia 42 de armazenamento (Diario
da Republica, 1.2 série — N.° 188 — 29 de Setembro de 2011- Decreto-Lei n.° 100/2011, que
veio transpor DL 267/2007, 24 Julho de 2007).

e Coeficiente de Correlacdo de Pearsonl42143:144

No que diz respeito ao Coeficiente de Correlacdo de Person sabemos que (r) variade -1 a 1. O
sinal indica direcéo positiva ou negativa do relacionamento e o valor sugere a for¢a da relagéo
entre as variaveis. Uma correlacéo perfeita (-1 ou 1) indica que o total de uma variavel pode ser
determinado exatamente ao se saber o total da outra. No outro oposto, uma correlagédo de valor

zero indica que ndo hé relacao linear entre as variaveis.

Quadro 10 - Coeficiente de Correlacdo de Pearson

Coeficiente de Correlacéo
Correlacéo
r=1 Perfeita positiva
0,8=sr<1 Forte positiva
0,5<r<0,8 Moderada positiva
0,1=<r<0,5 Fraca positiva
0<r<0,1 Infima positiva
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0 Nula
-0,1<r<0 Infima negativa
-0,5<r=<-01 Fraca negativa
-0,8<r=<-05 Moderada negativa
-1<r<-0,8 Forte negativa
r=-1 Perfeita negativa

Assim, e de acordo com os valores de (r) encontrados na correlacdo do grau de hémolise e
Anexina V, e tendo em conta os valores referenciados do Coeficiente de Correlacdo inseridos
no quadro 8, podemos afirmar que existe uma forte correlagdo positiva entre os valores das
duas tecnicas aplicadas ( r = 0,96).
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5. CONCLUSAO

Em Portugal, o Instituto Portugués do Sangue e Transplantacéo (IPST) é a maior organizacéo
de colheita e producdo de componentes sanguineos, fornecendo mais de 60 por cento dos

produtos de sangue utilizados no Pais.

Um processo moroso e de grande responsabilidade daqueles que assumem a posicdo e tém

competéncia de o efetivar.

O Centro de Sangue e Transplantacao de Lisboa, Organismo Publico da responsabilidade do
IPST, cumpre padrbes de qualidade e seguranca no que diz respeito ao processamento e
tratamento dos componentes sanguineos, através de procedimentos que garantem uma
producdo segura e eficaz. Todos os componentes produzidos sdo validados apés um controlo

de qualidade na salvaguarda dos requisitos de seguranca e qualidade do produto a transfundir.

A ciéncia transfusional preconiza a adequada e correta manipulagdo e armazenamento de
unidades de sangue no sentido de salvaguardar a vitalidade de cada componente no maior
tempo possivel (42 dias para os eritrécitos). No intuito de validar, ou nado, este paradigma
usamos 15 CE’s de uma amostra aleatdria a partir dos cinco dias de armazenamento. Estes

componentes foram manipulados e sujeitos a uma inducéo de hemadlise.
A hemolise foi induzida para conseguirmos comparar a fiabilidade de dois métodos:

1- Grau de Hemolise;

2- Apoptose dos eritrécitos usando a Anexina V.

Por um lado, a avaliagdo do grau de hemdlise, procedimento amplamente usado pelos Centros
de Sangue, para verificar a viabilidade dos Ce’s durante o seu periodo de armazenamento, por
outro com a avalia¢do da apoptose pela Anexina V, de acordo com os autores Sawant,R. B., S.
K. Jathar, S. K., Rajadhyaksha,S. B. e Kadam, P. T.130

E resultado do conhecimento cientifico que ao longo dos dias de armazenamento, a hemolise
dos eritrécitos vai aumentando exponencialmente. Usando a Anexina V para verificar a
apoptose das referidas células observamos o mesmo comportamento de degradacao, ou seja,
quando aumenta a hemolise dos eritrécitos aumenta a apoptose celular configurando assim

gue os dois métodos se correlacionam de forma eficaz e paralela.

De acordo com os graficos acima apresentados, € de considerar que tanto o grau de hemolise
como a verificagcdo da apoptose pela Anexina V é similar. O primeiro método mostra que o
aumento significativo da destruicdo celular deu-se ao 35° dia de armazenamento.

Paralelamente, a apoptose validada pela Anexina V, tem um aumento significativo ao 35° dia
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de armazenamento, pelo que se pode considerar que os dois métodos sdo eficazes na

determinac&o da inviabilidade eritrécitaria ao longo do tempo de armazenamento.

Ivo Borges!#, no seu estudo a respeito a expedicdo de CE’s do CST de Lisboa para os
Hospitais, constata que, em média, o armazenamento de CE’s, no CST de Lisboa, ndo
ultrapassa os 29 dias. Assim sendo, a investigacdo referida serviu de suporte para
especularmos que os CE’s exportados para os Hospitais ndo sofreram de hemolise/apoptose
consideravel na medida em que concluimos que estas alteracdes se evidenciam de forma mais

pronunciada no 35° dia.

Esta intercepcao de estudos abre caminho para novas propostas de investigacdo de forma a
confirmar e demarcar o que se pretende com a imunohemoterapia — os CE’s expedidos para os
Hospitais sdo seguros e de qualidade pelo cumprimento dos requisitos de qualidade aos

procedimentos de producdo, manipulacdo e armazenamento.

Com este estudo constatdmos que a utilizagcdo da Anexina V para determinacdo da apoptose
eritrécitaria € um método seguro e eficaz, paralelo aos resultados obtidos pelo Grau de
Hemdlise. No entanto, o uso da Anexina V é substancialmente mais dispendioso. Assim
apurdmos que a utilizacdo do método do Grau de Hemolise aplicado aos CE’s, como controlo
de qualidade/vitalidade é uma tecnica segura, eficaz e com custos reduzidos. Em virtude do
exposto poderemos afirmar que a utilizacdo deste método é mais vantajoso tendo em conta a

dualidade preco/qualidade.

Em suma, apesar da utilizacdo da Anexina V como método rotineiro de controlo de qualidade
das unidades de sangue ser desvantajoso em termos econémicos salientamos a importancia
desta tecnica servir de base e referéncia de um controlo de qualidade da tecnica de grau de

hemolise.

Este projeto de investigacdo mostrou-se frutifero no que diz respeito ao conhecimento
adquirido sobre a abordagem que a Anexina V assume perante a apoptose dos eritrocitos

armazenados, sob refrigeracéo.

Tendo em conta o objetivo geral e os objetivos especificos a que nos propusemos € seguro
afirmar-se que foram alcancados na medida em que validamos as conjecturas a priori
definidas.

A partida, esta investigacdo n&o teria impacto se se cingisse apenas a constatacéo dos factos
apurados ap6s a recolha dos dados. No entanto, apesar da reduzida amostragem, confirma-se
que o incumprimento dos requisitos de qualidade na manipulacdo, temperatura e

armazenamento dos CE’s, induzem alteracdes irreversiveis.
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O grau aceitavel de alteracbes metabdlicas constitui uma parte importante das diretrizes de
qualidade dos bancos de sangue e, como esta claramente demonstrado por varios estudos
publicados, durante o armazenamento, os eritrécitos sofrem varias alteracdes metabdlicas,

estruturais e morfoldgicas, globalmente denominada lesdo de armazenamento.5”

Apesar do saber adquirido com esta pesquisa, foram surgindo novos focos de interesse,
lacunas do conhecimento cientifico de forma a que a hemoterapia seja uma pratica sem riscos,

menos dispendiosa e seriamente eficaz. Falamos pois do armazenamento dos CE’s.

Ao longo de décadas de pesquisas sobre o efeito do armazenamento de CE’s verifica-se uma
auséncia consideravel do entendimento sobre questdes varias, nomeadamente:

a) Os dias de armazenamento de CE’s sdo factores preponderantes para a eficacia da
transfuséo?

b) Quando ocorrem as alteracBes dos CE’s durante o armazenamento?

c¢) Como reagem as células do doente transfundido a um CE que sofreu da denominada
“lesdo de armazenamento”?

d) Sera possivel melhorar as condicdes de armazenamento de forma a evitar a lesdo dos
CE’s?

Estas e outras questdes levantam-se e seria de interesse a elaboracéo de novos projectos de
investigacdo forma a dar resposta a todas estas lacunas de forma a garantir maior
rentabilidade, eficacia e seguranca transfusional.

A verdade absoluta ndo est4 ao alcance da Ciéncia. Novas dlvidas se levantardo, novos
saberes surgirdo e o caminho da verdade cientifica ser4d sempre o conjunto de conhecimentos
fundados sobre principios certos.

A ciéncia apenas permitiu ao Homem que se distanciasse dos outros animais possibilitando-lhe
uma vida com autoconhecimento, autocontrolo e dignidade. E sempre uma possibilidade —

mas nem sempre uma realidade.
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