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MICROSCOPIA DE DESFOCALIZACAO COMO UMA FERRAMENTA
DE ESTUDO DE PROPRIEDADES MORFOLOGICAS E MECANICAS
DE ERITROCITOS

Paula M. S. Roma', Luiza C. Mourao?, Marcelo P. Bemquerer®, Erika M. Braga®, Ubirajara
Agero’

'Departamento de Fisica, Instituto de Ciéncias Exatas, Universidade Federal de Minas Gerais,
Departamento de Parasitologia, Instituto de Ciéncias Biolégicas, Universidade Federal de Minas
Gerais, *Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia) paulamagda@ufmg.br

Classificagdo: Avaliacdo de Seguranca de Nanoprodutos

Resumo

A microscopia de desfocalizacdo (MD) é uma ferramenta de microscopia Optica que tem sido
empregada com sucesso para a avaliacdo de parametros morfoldgicos, quimicos e mecanicos de
objetos transparentes como os eritrocitos. Nesse sentido, ja foi demonstrado, por meio dessa técnica,
que proteinas de citoesqueleto de eritrdcitos como a actina, as espectrinas e a proteina transmembranal
banda 3 (um transportador do tipo antiporte de cloreto e bicarbonato) sdo possiveis alvos de tais
anticorpos. Resultados de MD evidenciaram que a adi¢cdo de IgG anti-banda 3 e também de anticorpos
presentes em plasmas de pacientes com malaria causada por Plasmodium vivax promoveram uma
diminuicdo significativa da amplitude média de flutuagcdes, em nanoescala, em altura (urms) de
membranas de eritrocitos. A redugdo de amplitude foi mais pronunciada em individuos anémicos com
malaria quando comparados a pacientes nao anémicos. Deste modo, a microscopia de desfocalizacdo é
uma ferramenta diagndstica de alteracfes morfolégicas e mecénicas de eritrécitos, que pode ser
empregada em investigacdo de efeitos de nanoestruturas sobre eritrocitos, podendo contribuir para a
avaliagdo de seguranca de nanoprodutos.

Palavras-chave: Microscopia de desfocalizacdo; Flutuacdes nanométricas de membrana; Eritrdcitos;
Maléria; Nanotoxicidade.

DEFOCUSING MICROSCOPY AS A TOOL TO INVESTIGATE THE MORPHOLOGY AND
MEMBRANE FLUCTUATIONS OF RED-BLOOD CELLS

Abstract

Defocusing microscopy (DM) is an optical microscopy tool that furnish morphological and
mechanical parameters of transparent objects (pure phase objects) like the red-blood cell. Proteins
imbibed in and associated to red-blood cell membrane has been investigating as targets for 1gG
antibodies present in patients with malaria. Immunoproteomic data revealed that cytoskeletal proteins
such as spectrin and actin, and the transmembrane chloride/bicarbonate anion exchanger protein (band
3) are possible targets of those antibodies. DM results showed that both anti-band 3 1gG and an anti-
erythrocyte polyclonal antibody and antibodies present in the plasma of patients with malaria, either
anemic or non-anemic, led to significant diminution of mean square intensity contrast fluctuation in
the membrane. The reduction of membrane fluctuations was more pronounced for anemic patients
than for those with malaria but non-anemic. Thus, one can use defocusing microscopy as a diagnostic
tool for morphological and mechanical parameters of red-blood cells, including nanotoxicity studies.
Keywords: Defocusing microscopy; Nanoscale membrane fluctuations; Red-blood cells; Malaria;
Nanotoxicity

Publicacdo relacionada: MOURAO, L.C.; ROMA, P.M.S.; ABOOBACAR, J.S.S; MEDEIROS,
C.M.P.; DE ALMEIDA, Z.B.; FONTES, C.J.F.; AGERO, U.; MESQUITA. O.N.; BEMQUERER,
M.P.; BRAGA, E.M. Anti-erythrocyte antibodies may contribute to anaemia in Plasmodium vivax
malaria by decreasing red blood cell deformability and increasing erythrophagocytosis. Malaria
Journal, v. 15, article number 397, agosto 2016.
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1 INTRODUCAO

A microscopia de desfocalizacdo é uma técnica de obtencdo e analise de imagem que pode ser
aplicada para objetos transparentes. Eritrocitos sdo objetos bastante apropriados para a analise por
microscopia de desfocalizacdo, fornecendo parametros morfologicos como o aspecto tridimensional,
volume e area superficial e pardmetros mecanicos como a amplitude média da flutuacdo de membrana.
Eritrocitos humanos submetidos a osmolaridades diferentes tornam-se esféricos em meios hipoténicos,
sendo que o grau de esfericidade diminui gradativamente com o aumento da osmolaridade. As
flutuacbes de membrana que existem em uma escala manometrica sao reduzidas em qualquer condicéo
de estresse osmético, seja por aumento ou por diminui¢cdo da quantidade de dgua na célula (ROMA et
al., 2016). A associacdo entre a maléria e a anemia é uma &rea importante de investigacdo, uma vez
gue modificacBes na membrana do eritrocito ndo infectado podem ocorrer devido a ligacdo de
anticorpos IgG produzidos durante a infeccdo. Investigagdes de imunoproteémica podem revelar as
proteinas que se ligam a esses anticorpos, apos a separa¢do proteica em eletroforese bidimensional e
identificagdo por espectrometria de massa (MOURAO et al., 2016). Em um estudo realizado com
pacientes infectados por Plasmodium vivax, a principal espécie causadora de malaria no Brasil,
verificamos que imunoglobulinas G purificadas de pacientes promoveram uma diminuicdo na
amplitude média de flutuacdo de membrana de eritrocitos de individuo sadio. A diminui¢do foi mais
pronunciada para os plasmas de pacientes anémicos quando comparados aos pacientes gque hdo
desenvolveram essa manifestagéo clinica (MOURAO et al., 2016). Eritrocitos séo ainda empregados
como células modelo para o ensaio de toxicidade de nanoestruturas. Estudos na area de
nanotoxicidade mostraram que grafeno e Oxido de grafeno promovem hemolise com a liberagdo de
hemoglobina. Ensaios cléssicos de viabilidade celular por meio do monitoramento Optico da redugdo
do brometo de metilthiazolildifenil-tetrazélio (MTT) ndo puderam ser conduzidos devido as
propriedades redutoras do grafeno e do Oxido de grafeno (LIAO et al., 2016). Deste modo, a
microscopia de desfocalizagdo constitui uma ferramenta fisica promissora para a investigacdo do
efeito de nanoestruturas sobre os eritrécitos, permitindo a avaliagdo de diversos parametros
morfoldgicos e mecanicos em células individuais.

2 MATERIAL E METODOS

2.1. Imunoproteémica

Para a focalizagdo isoelétrica, 100 pug do extrato de proteinas de membrana de hemécias
humanas ndo infectadas do tipo O+ foram dissolvidos em 125 pL de solugdo de reidratacdo (ureia a 8
mol.L™, tioureia a 2 mol.L™, detergente CHAPS a 4% em massa, azul de bromofenol a 0,0025 % em
massa, ditiotreitol a 65 mmol.L™ e anfdlitos Bio-Lyte 3-10 buffer BioRad 1X). As amostras foram
incubadas, sob agitagdo, durante 30 minutos, a temperatura ambiente, e entdo centrifugadas, a 16.000
g, durante 30 minutos, a 22 °C. A focaliza¢do isoelétrica consistiu nas seguintes etapas: 500 V por 30
minutos, 1.000 V por 30 minutos, 4.000 V por uma hora e 4.000 V até 16.000 V/hora. Apos a
focalizacdo isoelétrica, as proteinas foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE). A migracdo das proteinas foi realizada em um sistema do tipo Mini-Protean Il (BioRad,
Hercules, CA, EUA), a 50 V, por 30 minutos, e a 100 V até o final da corrida. Os géis foram
transferidos para uma membrana de PVDF (Immun-Blot TM PVDF Membrane for Protein Blotting,
0,2 um, BioRad), em tampdo Tris a 25 mmol.L™, glicina 0,2 mol.L™, metanol 20% v/v, pH 8,5), por 2
ha 100 V. Os géis foram tratados com anticorpos de pacientes com malaria, anémicos e ndo anémicos
por 12 h, a 4 °C, sob agitacdo. Apds o tratamento com um anticorpo secundario conjugado a
peroxidase, a revelagdo das membranas foi feita utilizando-se 2 mL de Immobilon TM Western
Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore-Merck, Bilerica, MA, EUA). Procedida a andlise de
imagens, a digestdo tripsinica das bandas proteicas correspondentes as proteinas reconhecidas pelos
soros dos pacientes foi conduzida em uma solucéo contendo ACN (10% v/v) e NH,HCO; 40 mol.L™,
pH 8,0, durante 17 h a 37 °C. Os peptideos obtidos foram identificados por sequenciamento de
aminoacidos por espectrometria de massa (MALDI-ToF MS/MS, Autoflex, Bilerica, MA, EUA).
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2.2. Microscopia de desfocalizacgéo

Os experimentos de microscopia de desfocalizacdo foram conduzidos em um microscépio
invertido modelo Nikon Eclipse TI, contendo um filtro que permitia a passagem de luz com
comprimento de onda maior que 610 nm (NA 1.3, Nikon, Tokyo, Japan) e uma camara ambiental
(Chamlide ICCU:109, Live Instrument, Nowangu, Coreia do Sul), mantida a 37 °C. As imagens das
heméacias foram capturadas com uma camera CMOS (CMOS, Silicon Video® 642M, Epix),
utilizando-se uma taxa de captura fixada em 300 frames por segundo, durante 10 segundos. A
distancia focal foi controlada pelo equipamento Nikon Perfect Focus System (Nikon, Tokyo, Japan).
Para o experimento, um volume de 0,5 pL de sangue fresco, retirado de individuo ndo anémico e que
ndo contraiu malaria, foi ressuspendido em 1,0 mL de tampéo fosfato a pH 7,4, contendo NaCl a 150
mmol.L™) e albumina de soro bovino 1,0 mg.mL™. Esta solugio tem um indice de refracio de 1,333 +
0,001 e representa uma solucdo isotdnica. A deposicdo dos eritrdcitos no porta-amostras do
microscopio foi conduzida a 37°C por 15 minutos. Entdo, imagens individuais de eritrocitos (dez
células) foram registradas por 10 s. Imunoglobulinas G de plasmas de pacientes com malaria,
anémicos e ndo anémicos foram enriquecidos por cromatografia de afinidade (HiTrap™ Protein
Column, GE Healthcare, Wauwatosa, WI, EUA). Foi ainda utilizado um anticorpo policlonal anti-
hemécia [IgG Anti human red blood cell (RBC) antibody ABIN238043; antibodies online.com], cujo
imunogeno consiste em hemécias humanas lavadas. Um anticorpo obtido contra um peptideo sintético
derivado da proteina transmembranal banda 3 foi obtido comercialmente. Um anticorpo que se liga a
um antigeno de bacteriéfago foi utilizado como controle negativo. Os anticorpos foram incubados com
a suspensao de eritrécitos durante 30 minutos a 37 °C. A mesma célula foi analisada individualmente
no microscépio invertido durante 10 s. A analise de dados foi conduzida com o programa
computacional ImageJ Plugins, que forneceu os valores de flutuacdo quadratica média, antes e apos a
adicdo dos anticorpos. Medidas de flutuacdo de altura da membrana plasmatica foram conduzidas a
partir da equagdo que descreve a flutuacdo de contraste de intensidade quadratica média (ROMA et
al., 2016).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de imunoprotedmica evidenciaram que os plasmas de pacientes com maléria,
anémicos ou ndo anémicos, reconheceram um numero maior de proteinas na membrana do eritrocito
quando comparados aos anticorpos de individuos controle, sem malaria. Determinadas proteinas foram
reconhecidas exclusivamente pelos anticorpos dos individuos com maldria, tais como anquirina,
dematina, proteina banda 7 e proteina 4.2. Verificou-se, ainda, que grande parte das bandas detectadas
nos grupos com maléria corresponderam as proteinas de citoesqueleto espectrina e actina
(principalmente a beta), e a proteina transmemembranal denominada de banda 3. A banda 3 é uma
proteina presente na membrana do eritrdcito que atua como catalisador de um transporte do tipo
antiporte dos ions cloreto e bicarbonato. A banda 3 possui quatorze hélices que atravessam a
membrana e regifes de ligacdo de anticorpos (REITHMEIER et al., 2016). A evidéncia de que 0s
anticorpos anti-banda 3 estavam aumentados nos plasmas de pacientes anémicos, aliada ao fato de que
essas imunoglobulinas tém sido associadas & remocdo de hemécias senescentes em diferentes estudos
(LUTZ et al., 2012), levou-nos a utilizar um anticorpo monoclonal comercial anti-banda 3 nos ensaios
de microscopia de desfocalizacdo. Utilizamos, ainda, um anticorpo policlonal comercial anti-hemécia
e 0s soros de pacientes anémicos e ndo anémicos. Diferencas significativas foram ainda observadas
quando comparamos as amplitudes médias das flutuagdes nanométricas (urms) das superficies das
hemécias antes e ap6s a adigdo de anticorpos anti-banda 3 e anti-hemécia (Figura 1). Houve uma
reducdo na urms apos a adicdo do anticorpo IgG anti-banda-3 (urms antes: 21,33 + 3,75 versus urms
depois: 18,54 + 2,27; p = 0,0103), o que também ocorreu em relacdo a adicdo do anticorpo IgG anti-
hemacia (urms antes: 18,80 + 2,12 versus urms depois: 11,39 + 4,71; p = 0,0078). A adicdo de
anticorpos purificados do plasma de pacientes ndo anémicos e de pacientes anémicos promoveu uma
reducéo da flutuacdo de 11% (urms de 25,50 + 3,35 para 22,66 = 2,80 nm; p = 0,0331) e de 21% (urms de

24,01 + 5,16 para 18,95 £ 7,34 nm; p = 0,0007), respectivamente. Em contrapartida, os anticorpos inespecificos
ndo causaram mudancas significativas nos parametros morfoldgicos e mecéanicos dos eritrocitos.
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Figura 1. Avaliacdo dos efeitos dos anticorpos anti-banda 3 e anti-hemaécia sobre a amplitude média de
flutuacBes (urms) de membranas de eritrdcitos. Os valores representam média e desvio padrdo de medidas de
oito células. p*=0,0103, p**= 0,0078

4 CONCLUSAO

Os resultados de imunoprotedmica e de microscopia de desfocalizagdo convergem para sugerir
que a proteina banda 3 possa ser um dos alvos de anticorpos nos plasmas de pacientes com malaria,
sendo que ambas as metodologias sugerem efeitos mais pronunciados em individuos anémicos quando
comparados com o grupo de pacientes anémicos. O efeito dos anticorpos sobre o transporte antiporte
de cloreto e bicarbonato no eritrécito esta sendo investigado. Os resultados evidenciam que a
microscopia de desfocalizacdo é uma ferramenta de diagndstico de alteragBes celulares, que pode
também ser empregada para a avaliagdo do efeito de nanoestruturas sobre objetos transparentes como
os eritrocitos.
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