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APRESENTAÇÃO 

  

 O capítulo 1 desta tese apresenta alguns fundamentos teóricos sobre estrutura 

e composição das membranas biológicas e suas relações com estabilidade, função e 

degeneração. 

 O capítulo 2, que constitui a parte experimental da tese, apresenta a influência 

da concentração da glicose sobre a estabilidade de membranas de eritrócitos huma-

nos, revelando que o aumento da osmolalidade do meio pelo aumento na concentra-

ção de glicose promove estabilização de eritrócitos. A possível origem desse efeito, 

que deve ter importância na patofisiologia do diabetes, é discutida à luz do que se co-

nhece sobre a osmoestabilização de proteínas.  

  



2 

 

CAPÍTULO I 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

  



3 

 

Importância das Membranas Biológicas 

A membrana citoplasmática constitui uma condição essencial para a existência 

da célula, uma vez que ela delimita o espaço intracelular e limita a saída de substâncias 

ali produzidas, bem como a entrada de substâncias indesejáveis provenientes do meio 

extracelular. Esta propriedade é conhecida como permeabilidade seletiva e basica-

mente exerce uma seleção à entrada de solutos polares [NELSON e COX, 2011; BERG, 

TYMOCZKO e STRYER, 2008]. 

As organelas celulares também são delimitadas por membranas que possuem 

características comuns com a membrana do citoplasma, porém dotadas de especifici-

dades de acordo com a natureza e função da organela [BERG, TYMOCZKO e STRYER, 

2008].  

As membranas não são meras barreiras físicas ao trânsito de substâncias do 

ambiente interno da célula para o externo e vice-versa, sua estrutura bidimensional 

composta por lipídeos, proteínas e alguns glicídeos ligados a estas moléculas, confere à 

célula um ambiente propício para a ocorrência de catálise, transporte, adesão celular, 

transdução de sinais e geração de energia [NELSON e COX, 2011; BERG, TYMOCZKO e 

STRYER, 2008].  

 

Composição e Estrutura de Membranas 

As membranas biológicas são estruturas bilaminares constituídas principalmen-

te de lipídeos e proteínas, os quais podem conter grupamentos glicídicos em suas es-

truturas. A estrutura bilaminar tem o interior hidrofóbico e suas faces externas hidrofí-

licas [BERG, TYMOCZKO e STRYER, 2008].  

A distribuição dos constituintes varia de acordo com a localização e a função da 

membrana. As células possuem mecanismos para controlar a síntese e o direciona-

mento de lipídeos e proteínas específicos para diferentes membranas [NELSON e COX, 

2011]. 
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Existem três classes de lipídeos constituintes de membranas em eucariontes: 

fosfolipídeos, glicolipídeos e colesterol livre. Os fosfolipídeos são os mais abundantes e 

podem ser derivados do glicerol (glicerofosfolipídeos ou fosfoglicerídeos) ou da esfin-

gosina (esfingomielina) [BERG, TYMOCZKO e STRYER, 2008].  

Os glicerofosfolipídeos são derivados do ácido fosfatídico e apresentam neces-

sariamente uma plataforma (o glicerol) à qual se prende um ou mais ácidos graxos, um 

fosfato e um álcool unido a este último.  As unidades alcoólicas comuns dos fosfoglice-

rídeos são o aminoácido serina, a etanolamina, a colina, o glicerol e o inositol, forman-

do fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, difosfatidilglicerol e fosfatidi-

linositol, respectivamente [BERG, TYMOCZKO e STRYER, 2008].  

No caso da esfingomielina, a plataforma é a esfingosina que se liga a um ácido 

graxo por uma ligação amida, e a um grupamento fosforilcolina por uma ligação éster 

fosfórica [BERG, TYMOCZKO e STRYER, 2008].  

A distribuição de lipídeos na bicamada da membrana é assimétrica, estando os 

fosfolipídeos distribuídos da seguinte maneira: a fosfatidilcolina e esfingomielina são 

mais abundantes na face externa da membrana plasmática, que é topologicamente 

equivalente à face luminal de organelas internas. Em contraste, fosfatidiletanolamina e 

fosfatidilserina são localizadas preferencialmente na face citoplasmática. Porções mi-

noritárias de fosfolipídeos como ácido fosfatídico e fosfatidilinositol também estão 

mais abundantes no lado citofacial da membrana [CORSETTO et al., 2011].  

Os glicoesfingolipídeos também são derivados da esfingosina, assim como a es-

fingomielina, mas diferem-se dela por terem sua hidroxila ligada a um ou mais grupa-

mentos glicídicos (oses) em vez da fosforilcolina. Os mais simples, os cerebrosídeos, 

contêm uma só ose, glicose ou galactose. Glicoesfingolipídeos mais complexos, como 

os gangliosídeos, contêm uma cadeia ramificada de até sete oses. Os glicoesfingolipí-

deos são distribuídos de maneira completamente assimétrica entre as duas bicamadas, 

com as oses sempre no lado extracelular da membrana [BERG, TYMOCZKO e STRYER, 

2008].  



5 

 

A última classe de lipídeos de membranas, os esteróis, tem o colesterol como 

principal representante, o qual apresenta uma estrutura de quatro anéis hidrocarbo-

nados ligados. Nas membranas as moléculas de colesterol estão dispostas paralelas às 

cadeias de ácidos graxos de fosfolipídeos de maneira que suas hidroxilas interagem 

com as cabeças dos fosfolipídeos próximos [BERG, TYMOCZKO e STRYER, 2008].  

As proteínas de membranas podem estar dispostas de três maneiras. Elas po-

dem ser proteínas integrais, que estão inseridas na membrana e podem atravessar a 

bicamada lipídica, a cujo interior apolar se acham associadas por meio de ligações hi-

drofóbicas, de modo que somente podem ser removidas por solventes orgânicos, de-

tergentes ou agentes desnaturantes. As proteínas de membrana também podem ser 

proteínas periféricas, as quais estão situadas, como o próprio nome diz, na periferia 

das membranas, ou seja, nas faces e não no interior. Elas se associam com as mem-

branas através de interações eletrostáticas e ligações de hidrogênio com domínios 

hidrofílicos de proteínas integrais e com grupos polares de lipídeos de membranas, 

podendo ser liberadas por tratamentos relativamente brandos. Por fim, as proteínas 

de membrana também podem ser anfitrópicas, quando se localizam nas faces externas 

ou internas da membrana ou mesmo no citosol; sua afinidade com as membranas re-

sulta de interações não covalentes com outra proteína ou lipídeos de membrana, e, 

em alguns casos, pela associação covalente com um ou mais lipídeos [NELSON e COX, 

2011].   

O modelo do mosaico fluido propõe basicamente que as membranas plasmáti-

cas constituem um mar de lipídeos no qual diferentes proteínas flutuam. Tanto essas 

proteínas quanto os lipídeos possuem um deslocamento lateral que resulta em cons-

tante movimentação e assimetria da membrana [NELSON e COX, 2011].  

A difusão dos lipídeos na bicamada é realizada de duas formas: um movimento 

de ponta cabeça (flip-flop), ou seja, de uma lâmina da bicamada para a outra, que con-

siste em uma movimentação lenta; e um deslocamento lateral rápido. No primeiro 

caso existem enzimas que catalisam o processo e permitem um caminho energetica-

mente mais favorável e mais rápido [NELSON e COX, 2011].  
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A fluidez de biomembranas é determinada pelo seu conteúdo de colesterol e 

fosfolipídeos ricos em ácidos graxos insaturados [ALLEN et al., 2006]. Esta característi-

ca é modulada tanto por oscilações nestes componentes de membranas quanto pela 

temperatura [NELSON e COX, 2011].  

Para melhor compreender a estrutura dinâmica das membranas falta ainda o 

entendimento das balsas lipídicas. Os glicoesfingolipídeos (cerebrosídeos e gangliosí-

deos), que tipicamente contêm cadeias longas de ácidos graxos insaturados, formam 

agregados na lâmina externa da membrana plasmática, ladeados por glicerofosfolipí-

deos, que por sua vez contêm normalmente um grupo acil graxo insaturado e um gru-

po acil saturado menor [NELSON e COX, 2011]. Os grupos acil saturados longos de gli-

coesfingolipídeos podem formar associações mais estáveis e compactas com o sistema 

de anéis longos do colesterol. Estas associações esfingolipídeos-colesterol são leve-

mente mais espessas (menos fluidas) e mais ordenadas do que os fosfolipídeos vizi-

nhos, e comportam-se como balsas de esfingolipídeos líquidos ordenados à deriva em 

um oceano de fosfolipídeos líquidos desordenados [MACDONALD e PIKE, 2005; 

BROWN e LONDON, 2000; FRIDRIKSSON et al., 1999; PIKE et al., 2002]. Estudos apon-

tam que estas balsas lipídicas estão envolvidas em inúmeros de processos celulares, 

incluindo transporte e sinalização celular [MACDONALD e PIKE, 2005; HELMS e ZURZO-

LO, 2004; SMART et al., 1999; PIKE, 2003; SIMONS e TOOMRE, 2000; SALTIEL e PESSIN, 

2003]. 

 

Alterações na Composição e Estrutura de Membranas 

A composição da membrana biológica determina sua estrutura e ambas deter-

minam suas funções. Portanto, alterações na composição vão influenciar na estrutura 

e funções da membrana. Alterações nas características estruturais de membranas 

plasmáticas podem modificar a atividade de proteínas de membrana que atuam como 

canais de íons, transportadores, receptores, transdutores de sinais ou enzimas [COR-

SETTO et al.,2011; MENENDEZ et al., 2006; STUBBS e SMITH, 1984; GRIMBLE e TAPPIA, 

1995; JOLLY et al., 1997; DE PABLO e ALVAREZ, 2000].  
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Muitos trabalhos têm relatado consequências das alterações de composição, 

principalmente no conteúdo de ácidos graxos de membranas [CORSETTO et al., 2011; 

FIELD e SCHLEY, 2004; DAS, 2002; CHIU, COI e WAN, 2001]. Corsetto e colegas [2011] 

relataram que a incorporação de ácidos graxos poliinsaturados n-3 às células mamárias 

tumorais induziram modificações na estrutura e função dessas membranas celulares, 

provavelmente pelo aumento do grau de insaturação. Os autores cogitaram que essas 

alterações na membrana plasmática devem modificar a arquitetura e também os pro-

cessos de sinalização celular, provocando redução na proliferação celular e na indução 

de apoptose [CORSETTO et al., 2011].  

Mudanças no conteúdo de ácidos graxos também podem influenciar a fragili-

dade osmótica de membranas de células vermelhas sanguíneas. Ácidos graxos livres e 

ácidos graxos de cadeia curta provavelmente interagem com estas membranas, alte-

rando a fluidez e a resistência osmótica das mesmas [MINEO e HARA, 2005, 2007; YA-

JIMA, 1985; ZAVODNIK et al., 1997; UDDEN, 2002; ZAVODNIK et al., 1996; KOGAWA et 

al., 1998].  

Outro ponto importante na modulação de lipídeos de membranas é a modifica-

ção de sua fluidez pela alteração no conteúdo de colesterol. O aumento do conteúdo 

de colesterol em membranas de eritrócitos de diabéticos causa rigidificação das mes-

mas, contribuindo para as complicações microvasculares apresentadas nesta doença 

[ALLEN et al., 2006; GARNIER et al., 1990]. O acúmulo de colesterol na membrana de 

tecidos extra-hepáticos em diabéticos pode resultar em menor número de receptores 

de insulina e consequente diminuição de sua ação [ALLEN et al., 2006]. Também em 

pacientes diabéticos, alterações lipídicas podem determinar consequências importan-

tes, pois o pool de fosfatidatos está diminuído, podendo resultar em diminuição de 

fosfatidilinositol, importante fosfolipídeo de membrana envolvido nas rotas de sinali-

zação celular, inclusive na transdução de sinal hormonal [ALLEN et al., 2006; KAMADA, 

MCMILLAN e OTSUJI, 1992].  

A fluidez de membrana também pode ser alterada pela presença de ácidos gra-

xos insaturados (mono- ou poliinsaturados), sendo que quanto maior o teor de insatu-

ração, maior é a fluidez da membrana. Uma forma de medir o grau de fluidez de mem-
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brana é a relação entre o conteúdo total de colesterol e fosfolipídeos ou a relação en-

tre os ácidos graxos saturados e os insaturados [ALLEN et al., 2006]. Berlin e colegas 

[1989] demonstraram uma relação direta entre fluidez de membranas de eritrócitos e 

ligação do receptor de insulina nessas membranas. 

De igual modo, outras propriedades reológicas das membranas de eritrócitos 

podem ser alteradas por mudanças no conteúdo lipídico. Por exemplo, derivados do 

ácido benzóico alteram a forma, rigidez e tempo de relaxamento de membranas plas-

máticas de eritrócitos [MINEO e HARA, 2007; CHEN et al., 2004]. A diminuição na de-

formabilidade de células vermelhas sanguíneas compromete a passagem dessas célu-

las através dos capilares e pode ser considerada parte da complicação patológica en-

volvida em processos vasculares que resultam em amputações em diabéticos [ALLEN 

et al., 2006].  

 

Relação das Membranas Biológicas com Processos Degenerativos 

As membranas biológicas são compostas de uma mistura de vários lipídeos com 

proteínas integrais ancoradas ou dissolvidas em uma rede bidimensional formando 

uma geometria hexagonal simples conhecida como esqueleto da membrana [GIRASO-

LE et  al., 2010]. 

Durante o envelhecimento, as membranas também são expostas aos processos 

degenerativos. As células vermelhas sanguíneas, por exemplo, sofrem alterações de 

sua forma normal (denominada discócito) para uma forma mais esférica (denominada 

equinócito) e coberta de espículas [GIRASOLE et  al., 2010].  

Esta transformação envolve um desacoplamento do esqueleto da membrana 

da bicamada lipídica. Os fatores que determinam este processo degenerativo de eri-

trócitos são: a depleção de ATP, a exaustão de 2,3-bifosfoglicerato, a diminuição do pH 

interno e a liberação íons cálcio citossólicos [GIRASOLE et  al., 2010].  

À medida que se aproxima do tempo máximo da meia-vida dessas células, a á-

rea de suas superfícies e seu conteúdo de lipídeo decrescem aproximadamente 20%. 

Estas modificações podem ser iniciadas ou aceleradas por diversos fatores, como a-
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gentes aniônicos ou catiônicos anfipáticos, concentrações salinas, pH do meio e teor 

de colesterol [GIRASOLE et  al., 2010].  

Todas essas transformações que ocorrem no processo de envelhecimento de 

eritrócitos são amplamente determinadas pelas propriedades do esqueleto da mem-

brana [MINEO e HARA, 2007; ALLEN et al., 2006]. Uma forma de se estimar estas alte-

rações é a utilização de microscopia de força atômica para caracterizar e comparar 

rugosidades de superfícies celulares de células vermelhas sanguíneas [GIRASOLE et  al., 

2010]. 

 Contudo, o processo de envelhecimento das células vermelhas sanguíneas está 

relacionado ao ciclo de vida dessas células, o que é diferente do impacto da senescên-

cia sobre os eritrócitos. Tal impacto relaciona-se com os efeitos do envelhecimento na 

homeostase de complexos biológicos. Isto porque as degenerações que caracterizam o 

processo de envelhecimento biológico, inclusive a degeneração dos mecanismos ho-

meostáticos, vão se manifestar também na composição, estrutura e funções dos eri-

trócitos [MASCARENHAS NETTO, 2009].  

 A idade exerce influência tanto na fragilidade osmótica de eritrócitos [BAUTIS-

TA et al., 2003] quanto no padrão de assimetria da membrana, um vez que o envelhe-

cimento leva a alterações na composição em fosfolipídeos [RIFKIND, ARAKI e HADLEY, 

1983], afetando propriedades elétricas da membrana e o equilíbrio entre a célula e o 

meio [MUTUS et al., 2000]. Com a idade, o teor de ácidos graxos insaturados sofre di-

minuição [PRISCO et al., 1991; BECKMAN e AMES, 1998], enquanto o teor de ácidos 

graxos saturados aumenta [PRISCO et al., 1991].  

 Outra consequência do processo de senescência para as membranas biológicas 

é a formação de produtos finais de glicação avançada, os quais reagem inespecifica-

mente com proteínas e lipídeos de membrana (reação de Maillard), alterando assim a 

estrutura e função de macromoléculas que desempenham papéis fundamentais em 

membranas [SHIN et al., 2008; PAMPLONA, BARJA e PORTERO-OTIN, 2002].  

 A peroxidação de lipídeos de membranas é também um fator que pode resultar 

em danos para as proteínas celulares (inclusive as membranares) e ao DNA. Estes da-
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nos podem significar morte celular e, quando analisados de maneira sistêmica, podem 

estar envolvidos nos processos degenerativos que causam o envelhecimento [PAM-

PLONA, 2011; HULBERT et al., 2007].  

 

Oxidação de Membranas 

A maioria dos seres vivos requer um constante suprimento de oxigênio para 

manutenção de seus processos vitais e, como resultado, suas células produzem espé-

cies reativas do oxigênio como subprodutos do metabolismo [GRIM et al., 2011]. 

As espécies reativas do oxigênio podem ser radicais livres (por conterem um e-

létron desemparelhado em sua camada de valência) ou precursores de radicais livres. 

Entre as espécies reativas do oxigênio estão o ânion superóxido, o peróxido de hidro-

gênio, o ácido hipocloroso, o óxido nítrico, o peroxinitrito, o oxigênio singlete, o radical 

hidroxila, o radical peroxila e os radicais orgânicos [SMITH, 2007].  

As espécies reativas do oxigênio podem atacar, alterar e danificar macromolé-

culas de extrema importância para as células, como as proteínas e o DNA. As membra-

nas biológicas também constituem um alvo para as reações em cadeia que formam 

radicais livres e peróxidos lipídicos [SMITH, 2007].  

A susceptibilidade das membranas ao dano oxidativo é consequente de dois fa-

tores importantes. O primeiro é que as espécies reativas do oxigênio são várias vezes 

mais solúveis em lipídeos que constituem a matriz da bicamada do que em solução 

aquosa [HULBERT et al., 2007; MOREAU et al., 2005]. O segundo fator que predispõe as 

membranas a este processo é a presença de múltiplas duplas ligações nas cadeias acíli-

cas presentes na estrutura dos fosfolipídeos de membrana [HULBERT et al., 2007; HAL-

LIWELL e GUTTERIDGE, 1999]. 

A oxidação de lipídeos de membrana por mecanismo radicalar é chamada de li-

poperoxidação. Esse processo ocorre primeiramente por um iniciador (como um radi-

cal hidroxila produzido na reação de Fenton) que extrai um átomo de hidrogênio, pre-

ferencialmente de um átomo de carbono de uma dupla ligação, em um ácido graxo 

poliinsaturado do lipídeo de membrana. A reação em cadeia é propagada quando o 
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oxigênio é adicionado para formar peroxi-radicais lipídicos e peróxidos lipídicos [SMI-

TH, 2007].  

A peroxidação de lipídeos é um processo autopropagativo, no qual os lipídeos 

danificados podem iniciar a peroxidação de outros lipídeos e os subprodutos destas 

reações podem fazer ligações cruzadas com proteínas (reagem com grupos hidrofílicos 

nas mesmas), danificando-as e estendendo este dano também ao DNA [SMITH, 2007].  

Nas reações de lipoperoxidação são formados produtos como hidroperóxidos e 

endoperóxidos, os quais podem sofrer fragmentação para produzirem produtos inter-

mediários como alcanos, alquenos e aldeídos. O malondialdeído e a acroleína são e-

xemplos deste produtos finais e que podem ser úteis indicadores do estresse oxidati-

vo. Estes compostos carbonílicos podem migrar com relativa facilidade através das 

membranas hidrofóbicas ao meio citosólico hidrofílico [HULBERT et al., 2007].  

Os produtos da lipoperoxidação podem reagir de forma não-enzimática, geran-

do uma variedade de aductos denominados de produtos finais de lipoxidação avança-

da. Eles podem também reagir com grupos amino exocíclicos da desoxiguanosina, de-

soxiadenosina e desoxicitosina, e formar vários produtos alquilados. [HULBERT et al., 

2007].  

O grupamento amino de aminofosfolipídeos pode também reagir com compos-

tos carbonílicos e iniciar algumas das reações que ocorrem em proteínas, expandindo 

então os efeitos biológicos negativos da modificação não-enzimática. Neste contexto, 

podem ser afetados processos biológicos como distribuição assimétrica de aminofosfo-

lipídeos em diferentes membranas, translocação intramembranar e difusão lateral nas 

membranas, propriedades físicas de membrana, biossíntese e turnover de fosfolipí-

deos de membrana, e atividade de proteínas ligantes de membranas que requerem 

aminofosfolipídeos para suas funções [HULBERT et al., 2007]. 

 Assim, a peroxidação lipídica não deve se restringir a um cenário de lipídeos 

danificados, pois ela é uma fonte endógena significativa de danos a outras macromolé-

culas como proteínas e DNA [HULBERT et al., 2007].  
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Comportamento de Membranas 

A deformabilidade é uma importante propriedade da membrana plasmática. 

Ela pode ser definida como a capacidade da membrana de se alongar, sem se romper, 

a um determinado nível máximo, quando uma força de cisalhamento constante é apli-

cada sobre ela [RIQUELME et al., 2005]. A deformabilidade pode ser estimada, em eri-

trócitos por meio da razão entre fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina [ALLEN et al., 

2006; LABROUCHE et al., 1996]. A deformabilidade da membrana também sofre influ-

ência da composição do meio. Uma menor deformabilidade foi associada à incubação 

de eritrócitos em meio de elevada osmolaridade [SHIN et al., 2008; RIQUELME et al., 

2005; QUAN et al., 2011]. 

A estabilidade pode ser definida como a capacidade da membrana em se man-

ter íntegra diante de agentes ou condições desnaturantes, sendo fundamental para a 

preservação de suas funções [ARVELOS, 2007; CUNHA et al., 2007; GOUVÊA-E-SILVA, 

2006]. A estabilidade está intimamente relacionada com a fluidez de membrana, sendo 

maior no ponto de fluidez crítica, onde a membrana pode congregar estabilidade com 

funcionalidade [BERNARDINO NETO, 2011], propriedade dependente da própria de-

formabilidade, anteriormente descrita. 

A estabilidade de membrana pode ser afetada por vários fatores, que incluem 

agentes estabilizantes como, os osmólitos, e agentes desnaturantes, como os extre-

mos de temperatura [CUNHA et al., 2007; PENHA-SILVA et al., 2008] e de pH [DE FREI-

TAS et al., 2008], e uma gama variada de solutos caotrópicos. Além disso, a estabilida-

de da membrana é também afetada pelo volume da célula, pelo envelhecimento [PE-

NHA-SILVA et al., 2007], pela oxidação e por alterações na composição e estrutura da 

membrana [DE FREITAS et al., 2010]. Elevações na concentração de homocisteína no 

sangue estão associadas com alterações na composição da membrana em fosfolipí-

deos e, consequentemente, em sua estabilidade [MASCARENHAS-NETTO, 2009]. 

O etanol é um bom exemplo de agente caotrópico, ou seja, que desorganiza a es-

trutura de um complexo biológico como a membrana. Quando incubado com amostras 

de sangue, o etanol é capaz de aumentar a taxa de hemólise [TYULINA et al., 2000]. O 

efeito desnaturante do etanol não é causado por sua interação com as membranas dos 
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eritrócitos [TYULINA et al., 2002], mas pela diminuição da força hidrofóbica, o que di-

minui a estabilidade da membrana. Ao mesmo tempo em que o etanol apresenta esse 

efeito desnaturante, ele também eleva a osmolaridade do meio, o que tem implica-

ções estabilizadoras [ARVELOS, 2007; BERNARDINO NETO, 2006; DE FREITAS REIS, 

2007; FINOTTI, 2006; GOUVÊA-E-SILVA, 2006; PENHA-SILVA et al., 2008]. 

De fato, foram relatadas elevações na estabilidade osmótica quando eritrócitos 

humanos foram incubados em soluções de glicerol, sorbitol ou do próprio etanol. Esse 

efeito de estabilização osmótica deve ser decorrente do aumento da pressão osmótica 

exercida pelo osmólito, o que provoca a exclusão de água intracelular e, consequen-

temente, a contração celular, com aumento na estabilidade estrutural da membrana. 

Essa exclusão de água causaria uma alteração na forma e volume da célula, que passa-

ria de um estado R (relaxado) para um estado T (tensionado) [CUNHA et al., 2007; PE-

NHA-SILVA et al., 2008]. 

 

Considerações finais 

A glicose é um soluto que, dentro de uma perspectiva fisiológica, além de seu 

papel energético, também participa na determinação da osmolaridade do meio inter-

no dos organismos vivos. Certamente, a quebra homeostática associada ao diabetes 

mellitus deve ter implicações patofisiológicas decorrentes da elevação da osmolarida-

de decorrente do quadro de hiperglicemia.  

Riquelme et al. [2005] mostraram que a reconstituição do sangue com glóbulos 

vermelhos incubados durante duas horas em soluções de glucose (1, 2, 5 e 10 g/dl) foi 

associada com o aumento da viscosidade do sangue e diminuiução da deformabilidade 

dos eritrócitos. Shin et al. [2008] também encontraram uma diminuição na 

deformabilidade e ocorrência de agregação dos eritrócitos após incubação dessas 

células por duas horas em soluções de glicose (0,7, 1, 2, 3 e 5 g/dl). Em ambas as 

situações, os autores postularam que a origem dessas modificações seria a ocorrência 

de glicação de componentes da membrana de eritrócitos. 
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O estudo descrito no capítulo II desta tese avaliou a influência da concentração 

de glicose (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 g/dl) sobre a estabilidade osmótica de 

eritrócitos, utilizando incubação durante apenas 30 minutos de amostras de sangue 

total, condição em que alterações fundamentadas na modificação das propriedades 

físicoquímicas do meio devem adquirir maior importância em relação aos processos de 

glicação.  
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Resumo 

A ação de glicose como um osmólito em relação às células do sangue não é 

bem caracterizada na literatura. Este trabalho teve como objetivo estudar a influência 

da concentração de glicose sobre a estabilidade das células vermelhas do sangue. A 

estabilidade dos eritrócitos foi avaliada pelo ponto de meia-transição obtido a partir 

das curvas de lise induzida pela glicose, na ausência de sal ou por aumento na 

hipotonicidade do médio na ausência e na presença de diferentes concentrações de 

glicose. Na presença de 0,9 g/dl de NaCl não houve hemólise com concentração de 

glicose de 0-10 g/dl. Na ausência de NaCl, a dependência de hemólise com a 0-10 g de 

glicose/dl foi descrita por uma sigmóide decrescente, com células totalmente lisadas e 

células totalmente protegidas sendo encontradas na presença de 0-2 e 4-10 g de 

glicose/dl, respectivamente. A possível origem de tal efeito de estabilização é discutida 

com base no que se conhece sobre a osmoestabilização de complexos biológicos e a 

respeito da influência da glicose sobre as propriedades reológicas de eritrócitos. 

Palavras-chave: glicose; estabilidade de membrana; eritrócitos; osmólitos; lise 

hipotônica  
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Abstract 

The action of glucose as an osmolyte in relation to blood cells is not well char-

acterized in the literature. This work aimed to study the influence of glucose concen-

tration on the stability of red blood cells. The stability of erythrocytes was evaluated by 

the half-transition point obtained from the curves of lysis induced by glucose in ab-

sence of salt or by increase in medium hypotonicity in absence and presence of differ-

ent concentrations of glucose. In presence of 0.9 g/dl NaCl, there was no hemolysis 

with increasing concentration of glucose from 0 to 10 g/dl. In absence of NaCl, the de-

pendence of hemolysis with the 0-10 g/dl glucose was described by a decreasing sig-

moid, with fully lysed and fully protected cells being encountered in presence of 0-2 

and 4-10 g/dl glucose, respectively. The possible origin of such stabilization effect is 

discussed with base of what is known about osmostabilization of biological complexes 

and about the influence of glucose on the rheological properties of erythrocytes.  

Keywords: Glucose, membrane stability, erythrocytes, osmolytes, hypotonic lysis 
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Introduction 

Stability is an essential property for preservation of the functions of mem-

branes and other biological complexes. It is defined as the capacity of the biological 

complex in keeping its structure against chaotropic conditions. 

Among the various homeostatic mechanisms that nature uses to preserve the 

stability of biological complexes is the control of the osmolarity of the medium by the 

action of solutes collectively referred to as osmolytes [1-8]. 

The action of osmolytes is opposed by the action of other solutes called 

chaotropes, such as ethanol and urea. 

Many studies have examined the origin of stabilization of proteins by osmolytes 

[9-19]. However, most studies investigating the action of osmolytes on membranes 

have been predominantly biotechnological purposes [20-23]. But to characterize the 

mechanism of membrane stabilization by osmolytes is an important task. 

The erythrocyte has become a widely used model to study the behavior of 

membrane due to its wide availability and ease of isolation. This experimental model 

have been used to study the influence of solutes such as ethanol, glycerol and sorbitol 

[7-8], natural products [24], detergents [25-27], and degenerative processes [28-30] on 

the stability of erythrocyte membrane. 

Glucose is an osmolyte whose elevation in blood exposes blood cells to changes 

in their properties. In this work, we studied the in vitro influence of different glucose 

concentrations on the stability of human erythrocytes. Since a stabilizing effect was 

observed, the possible origin of this effect was examined in the light of what is known 

about the effects of osmolytes on the stability of erythrocytes [7-8] and about the in-

fluence of glucose on the rheological properties of these cells [31-32]. 
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Materials and Methods 

The study was previously approved by the institutional ethics committee on hu-

man research. 

 

Blood sample collection 

Blood samples (5 ml) were collected from female volunteers (20-35 y), after noc-

turnal fasting (8-12 h), using vacuum tubes containing 1 g/dl K4EDTA as an anticoagu-

lant. The volunteers were randomly recruited among healthy, non-smokers, no alco-

hol, drugs and medicine users.  

 

Reagents and equipments 

NaCl and D(+)glucose were ACS grade (ISOFAR, Duque de Caxias, RJ, Brazil). 

Volume measurements were carried out with automatic pipettes (Labsystems, Helsink, 

Finland). Measures of mass were done in digital balance (model HR-120, AND, Japan). 

Temperature controlled experiments were done in water bath (Marconi, Piracicaba, 

SP, Brazil). Absorbance was measured with a UV-VIS spectrophotometer (model UV-

1650P, Shimadzu, Kyoto, Japan). The centrifugations were performed in a centrifuge 

model Hitachi Koki CF15RX II (Hitachinaka, Japan). 

The hemoglobin used in this study was obtained from blood samples of volun-

teers. The blood samples (4 ml) were centrifuged at 1600 x g for 10 min. After removal 

of the supernatant, the precipitate erythrocytes were washed three times with a solu-

tion of NaCl 0.154 M. Hemoglobin was then obtained by lysis of erythrocytes (1 ml) in 

deionized water (2 ml) (20 min) and again centrifuged under the same conditions in 

order to separate it from the cellular debris. 

 

Determination of erythrocyte stability against hypotonic stress 

Eight sets of assay tubes (Eppendorf™) containing 2 ml of 0.1-1.0 g/dl NaCl solu-

tions with glucose at 0, 0.1, 0.3, 0.6, 1.2, 2.0, 4.0 and 6.0 g/dl in each set were pre-

incubated at 37 °C for 10 min. After addition of 20 l of blood aliquots to the tubes, 

they were capped, gently mixed, and incubated at 37 °C for 30 min, before being cen-
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trifuged at 1500 x g for 10 min. The erythrocytes lysis was followed by measuring ab-

sorbance of the supernatants at 540 nm (A540) [7-8].  

 

Determination of the erythrocyte stability against glucose  

 A set of assay tubes containing 2 ml of 0 to 10 g/dl glucose solutions where pre-

incubated at 37 °C for 10 min. After addition of 20 l of blood aliquots, the tubes were 

capped, gently mixed and incubated at 37 °C for 30 min. After incubation, the tubes 

were centrifuged at 1500 x g for 10 min and their supernatants were analyzed by spec-

trophotometry at 540 nm (A540) [7-8].  

 

Influence of NaCl concentration on A540 nm of hemoglobin  

A set of assay tubes containing 1.4 ml of 0 to 1.0 g/dl NaCl solutions was pre-

incubated at 37 °C for 10 min. After addition of 10 l of hemoglobin solution to the 

tubes, they were capped, gently mixed and incubated at 37 °C during 30 min. After 

incubation, the tubes were centrifuged at 1500 x g for 10 min. The supernatants were 

used for determination of their values of A540. 

 

Determination of the hemoglobin stability against glucose  

A set of assay tubes containing 1.4 ml of 0 to 10 g/dl glucose solutions was pre-

incubated at 37 °C for 10 min. After addition of 10 l of hemoglobin solution to the 

tubes, they were capped, gently mixed and incubated at 37 °C for 30 min. After incuba-

tion, the samples were centrifuged at 1500 x g by 10 min and their supernatants were 

used for determination of their values of A540 [7-8]. 

 

Determination of the transition curves of hemolysis and denaturation of hemoglobin 

 The values of A540 were plotted against the concentration of NaCl and the 

points were fitted to a sigmoid derived from the Boltzmann equation, 
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                                                   (1), 

where Amax and Amin represent the maximal and minimal plateaus of A540 of the sig-

moid, respectively, X is the concentration of solute (NaCl or glucose) or the osmolality 

of the solution, X50 is the concentration of solute (NaCl or glucose) or osmolality of the 

solution that cause 50% of hemolysis or denaturation of hemoglobin, and dX is the 

amplitude of X variation in the sigmoidal transition between Amax and Amin [7-8]. 

The values of A540 were converted into percentage of hemolysis or hemoglobin 

denaturation according to the following equation: 

             
    

    
                                                   (2). 
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Results and Discussion 

Hypotonic lysis of erythrocytes was studied under different glucose concentra-

tions (0, 0.1, 0.3, 0.6, 1.2 and 2 g/dl). The half-transition points obtained from the 

curves of lysis (X50) suffered only slight changes with the increase in sugar concentra-

tion (Table 1). The differences between the values of X50, expressed in g/dl NaCl, were 

significant only between media with larger variations in the concentration of sugar, 

such as between 0 and 1.2 or 0 and 2.0 g/dl of glucose. As sugar decreased the value of 

X50, in g/dl NaCl, this means that the erythrocyte lysis started to occur in conditions of 

higher hypotonicity, so that there was stabilization of the cells due to the presence of 

glucose in solution. 

As the presence of glucose in the solution increases the osmolality of the medi-

um, this could be the mechanism by which stabilization occurs. That is why the curves 

of erythrocyte lysis in the presence of different concentrations of glucose were shown 

as a function of osmolality of the solution (Fig. 1). The increase in glucose concentra-

tion within the range studied increases the range of osmolality associated with hemol-

ysis. That must mean that the stabilizing effect determined by glucose (Table 1) is as-

sociated with increased osmolality. 

 The study of hypotonic lysis at higher concentrations of glucose (4 and 6 g/dl) 

showed no lysis in both glucose concentrations (Fig. 2). This behavior would be at-

tributed to modifications in the spectral properties of hemoglobin by changes in NaCl 

and glucose concentration. In fact, an absorbance decrease at 540 nm was observed 

with the increase both in NaCl and glucose concentration (Fig. 3). That decrease in A540 

was more intense with the increase in glucose than in NaCl concentration. But those 

discrete changes in the spectral properties of hemoglobin cannot be responsible for 

the absence of changes in the values of A540 associated to the incubation of human 

erythrocytes in solutions with 4 and 6 g/dl glucose (Fig. 2).  

The behavior of erythrocytes shown in Fig. 2 shall be related to a more substan-

tial stabilization promoted by glucose concentrations above 4 g/dl. In fact, when hu-

man erythrocytes were incubated with 0-10 g/dl glucose in the presence of 0.9 g/dl 

NaCl, there was no hemolysis in the whole range of glucose concentration (Fig. 4A). 



31 

 

However, when this incubation was done in the absence of that salt, the dependence 

of percentage of hemolysis with the glucose concentration was characterized by a de-

creasing sigmoid (Fig. 4B). At 0-2 g/dl glucose concentrations, there was no protection 

of cells against lysis, but above approximately 4 g/dl erythrocytes were fully protected 

even in the absence of NaCl. The half-transition point of the sigmoid was 2.87±0.023 

g/dl glucose or 0.1637±0.0014 osmol/kg H2O. This means that above approximately 

2.87 g/dl glucose or 0.1637±0.0014 osmol/kg H2O, half of the erythrocytes were pro-

tected against lysis. 

 These results show that increasing concentrations of glucose can protect eryth-

rocytes against lysis, with full protection happening around 4 g/dl.  

The half-transition of lysis (X50) promoted by a decrease in glucose concentra-

tion (in a salt-free solution) occurred in an osmolality (0.1637±0.0014 osmol/kg H2O) 

(Fig 4B) close to that observed for the half-transition of lysis determined by 

hypotonicity (in a glucose-free solution) (X50=0.1642±0.00042 osmol/kg H2O) (Fig 1A). 

This means that glucose has a stabilizing effect based on osmolality or osmolarity of 

the medium. 

This increase in erythrocyte stability may be explained by several different 

mechanisms that will surely include the osmostabilization effect of glucose on mem-

brane proteins. 

It is very well known that the osmolytes increase the free energy barrier for 

protein denaturation [9-11,14-15,33]. The more acceptable explanation for this fact is 

based in the preferential interaction of water with proteins in relation to the osmolyte 

[18]. The incorporation of an osmolyte (X) in a water solution of protein (P) changes 

the equilibrium P(H2O)n + X = PX + nH2O and the competition between water and 

osmolyte for the protein. This competition is won by water, because the protein prefer 

linking water molecules than the osmolyte, which is excluded from the protein surface 

by an effect called solvophobic [9,10] or osmophobic [34]. This effect can be explained 

by the greater affinity for water than for the mixture water-osmolyte [9,10] of apolar 

groups and peptide backbone of the protein [15]. Anyway, the competition between 

osmolyte and water for the protein increases the free energy of hydration for both 
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protein states, native and denatured. Since the apolar groups and the peptide skeleton 

are more exposed to the solvent in denatured than native state, there is more destabi-

lization of the denatured state in relation to the native one [33].  

The osmophobic stabilization of proteins is probably associated with many an-

other factors, such as spatial exclusion of the osmolyte or changes in the dielectric 

constant and viscosity of the solution [6,16,17,35-37]. 

But surely the main stabilizing effect of glucose on erythrocytes must be related 

to an action on the cell membrane. An increase in the osmotic stability of erythrocytes 

was previously associated to increase in the osmolarity of the medium by incorpora-

tion of solutes considered as stabilizing agents, such as glycerol and sorbitol, and even 

a chaotropic solute, such as ethanol [7,8]. Since such stabilization effect occurs with 

volume contraction that can be reverted after dilution of the solute excess 

[21,38,39,40], this fact was used in the proposition of an equilibrium model between 

two morphological states of erythrocytes [7,8]. On one hand, in medium with lower 

osmolarity, there would be cells with expanded volume, which would constitute the 

morphological state R (relaxed), similar to the R state of hemoglobin. On the other 

hand, in medium with high osmolarity, there would be contracted volume cells, which 

would constitute the morphological state T (tense), like the T state of hemoglobin. A 

RT transition would occur in association with the exclusion of water from the cell and 

its consequent contraction [7,8]. 

Other authors also studied the effects of glucose on human erythrocyte mem-

branes [31,32]. Riquelme et al. [31] showed that the reconstitution of the blood with 

red cells incubated for two hours in solutions of glucose (1, 2, 5 and 10 g/dl) was asso-

ciated with decreased blood viscosity and deformability of erythrocytes. Shin et al. [32] 

also found a decrease in deformability and the occurrence of aggregation of erythro-

cytes after incubation of these cells for two hours in glucose solutions (0.7, 1, 2, 3, and 

5 g/dl). In both situations, the authors postulated that the origin of these changes 

could be the occurrence of glycation of erythrocyte membrane components. 

In our study, we evaluated the stability of erythrocytes due to the hypotonicity 

of the medium and the concentration of glucose (0, 1, 2, 3, 4; 5, 6, 7, 8, 9, and 10 g/dl), 
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using incubation for only 30 minutes of whole blood samples. We believe that the re-

sults here obtained in the stability analysis of erythrocytes not disagree with those 

reported by Riquelme et al. [31] and Shin et al. [32], quite the contrary. In natural con-

ditions of blood osmolarity, in which predominates the relaxed state [R], which has 

greater volume, will certainly be greater the deformability of the red blood cells and 

also the blood viscosity. On the other hand, contracted erythrocytes (T) due to 

hyperosmolarity of the medium should have a lower deformability and should give to 

blood a lower viscosity. In fact, lower deformability was associated with decrease in 

erythrocyte size [41]. 

This model agrees with some of the ideas of the so-called theory of preferential 

hydration of Timasheff [14,18,19]. As the physical and chemical laws governing the 

behavior of macromolecules in solution are also present in the behavior of cells in the 

same type of solution, it is quite possible that the mechanistic rationality of Timasheff 

is also valid for the distribution of forms of blood cells. The presence of osmolyte in-

creases the free energy of hydration of both states (R and T) of the biological complex, 

but the increase is greater for the more bulky structure, so that the structure of lower 

volume becomes more stable compared to the more bulky structure. This mechanism 

of action, originally used to explain the stabilization of a protein by an osmolyte, also 

would explain the stabilization of a blood cell. As the rise in glucose concentration 

means an increase in osmolarity of the medium, the increase in the stability of eryth-

rocytes associated with an increase in glucose concentration would be due to the in-

crease in osmolarity of the solution. 

This increase in stability does not necessarily mean an increase in the function-

ality of this membrane. Both excess and lack of stability can impair the function of a 

biological complex, including biological membranes. The increased stability of red cells 

that have undergone contraction by elevating the osmolarity of the medium does not 

mean advantage for the rheological properties of blood and gas exchange. In the same 

way that occurs in proteins, greater stability does not necessarily mean better func-

tionality [42], so that these contracted cells, although more stable, should not have the 

same functionality of expanded cells. 
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Within a physiological context, it is possible that discrete changes in cell stabil-

ity as a function of medium composition are related to various degenerative processes 

associated with aging or hereditary defects. In fact, aging was associated to increase in 

stability [28] and decrease in the size of erythrocytes [43,44]. Although the glucose 

concentrations used here are far greater than those present in the blood even of dia-

betic patients, the maintenance of elevated steady levels of glucose in blood might 

mean excessive increase in the stability and damage to functionality of blood cells, 

with important clinical implications. Even slight changes in the function of the erythro-

cyte membrane can affect mechanisms such as viscoelastic changes necessary for the 

passage of the cells in small capillaries and gas exchange. That would be one more rea-

son to ensure a good blood glucose control in treatment of diabetic patients.  

Within a biotechnological context, our results suggest the possibility of using 

glucose as a means of preserving red blood cells in blood banks. Osmostabilization 

strategies for cryopreservation of erythrocytes and other cells for long periods have 

frequently used glycerol, sorbitol, trehalose and dextran [20-23]. The use of glucose as 

an osmostabilizing agent will require a thorough evaluation of the reversibility of the 

stabilization effect observed here and of the conditions that could minimize the occur-

rence of glycation of erythrocyte membrane components.  

In summary, the origin of the stabilizing effect of glucose would be explained by 

cell compaction due increase in the osmotic pressure [7,8], preventing the entry of 

water into the erythrocyte and its lysis by increased volume, and also by the preferen-

tial hydration theory of Timasheff [18]. But whatever are the mechanisms involved, 

high glucose concentrations can protect human erythrocytes against hypotonic lysis, 

which does not mean an increase in the cell functionality. 
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Fig. 2 Comparison of the osmotic stability curves of erythrocytes in different concen-

trations of glucose. Condition: 37 °C. The percentage of hemolysis showed significant 

sigmoidal dependences with the osmolality of the solution at 0 (N=179, R2= 0.9658, 

X50=0.1642±0.0004 osmol/kg H2O), 0.1 (N=171, R2= 0.9484, X50=0.1667±0.0005 os-

mol/kg H2O), 0.3 (N=179, R2=0.9717, X50=0.1770±0.0004 osmol/kg H2O), 0.6 (N=174, 

R2=0.9742, X50=0.1938±0.0004 osmol/kg H2O), 1.2 (N=170, R2= 0.9782, 

X50=0.2242±0.0004 osmol/kg H2O) and 2.0 (N=187, R2= 0.9827, X50=0.2709±0.0003 

osmol/kg H2O) g/dl glucose. 
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Fig. 2 Comparison of osmotic stability curves of erythrocytes in presence of 4.0 (a) and 

6.0 (b) g/dl glucose. Condition: 37 °C. 
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Fig. 3 Dependence of absorbance at 540 nm of hemoglobin with NaCl (A) and glucose 

(B) concentrations. Conditions: in water, 37 °C. Significant linear decreases, albeit very 

small, were observed for NaCl (Y = 0.4219 – 0.0741 X, N = 63, R2= 0.2627, P = 0.025) 

and also for glucose (Y=0.4155 – 0.0096 X, N = 112, R2=0.5672, P=0.0001). 
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Fig. 4 Influence of glucose concentration on the percentage of hemolysis in 0.9 g/dl 

NaCl (A) and in water (B) at 37 °C. The percentage of hemolysis showed significant 

sigmoidal dependences (N=272, R2=0.9138) with the glucose concentration and with 

the osmolality of the solution, with mid-transition points at 2.865 ± 0.0232 g/dl of glu-

cose and 0.1637 ± 0.0014 osmol/kg H2O. 
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Table 1 Values (mean ± sd) of half-transition of the hypotonic hemolysis (X50) in ab-

sence and in presence of different concentrations of glucose. 

Glucose 

(g/dl) 

X50 

g/dl 

P* 

0 0.475 ± 0.00917 a 

0.1 0.466 ± 0.00920 b 

0.3 0.462 ± 0.00954 c 

0.6 0.461 ± 0.00750  

1.2 0.448 ± 0.00727 a.b 

2.0 0.446 ± 0.00887 a.b.c 

* Statistically significant differences (P < 0.05) between pairs of values indicated by the 

same letter (Tukey test). 
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