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ABREVIATURAS

A1 Absorvancia antes da transicdo de lise dos eritrocitos por etanol ou depois da
transicao de lise por estresse hipotonico
Az Absorvancia depois da transicdo de lise dos eritrocitos por etanol ou antes da

transicao de lise por estresse hipotonico

D Desnaturante (etanol)

Dso Concentracdo de etanol que produz 50% de hemolise

Dsor Concentracdo de etanol que produz 50% de lise do estado R dos eritrocitos
Dsor Concentracao de etanol que produz 50% de lise do estado T dos eritrocitos
dD Amplitude da concentracao do desnaturante na transi¢do de desnaturacédo
Estado R Estado expandido dos eritrdcitos

Estado T Estado compactado dos eritrocitos

Hso Concentracao de NaCl que produz 50% de hemdlise

Sso Concentragao de etanol que produz 50% de estabilizacéo

Salina Solucéo de NaCla 0,9 g.dL1
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INTRODUCAO GERAL

O Laboratorio de Enzimologia da Universidade Federal de Uberlandia, sob
a coordenacao do Professor Doutor Nilson Penha Silva, inicialmente centrado no
efeito de agentes caotrépicos e osmdlitos sobre a estabilidade de enzimas, vem
ha algum tempo estudando a estabilidade de membranas.

Para isso padronizou um método para analise da estabilidade das
membranas de eritrocitos em fungdo de agentes caotropicos (estresse hipotdnico,
etanol, uréia e altas temperaturas) na auséncia e presengca de agentes
promotores de osmoestabilizagdo (como o glicerol e o sorbitol), fundamentado na
monitoracédo da taxa de hemdlise pela determinacdo da absorvancia a 540 nm.

Os resultados permitiram o desenvolvimento, em nosso laboratério, de um
modelo que considera que os eritrécitos existiiam em dois estados morfolégicos
distintos, um estado R, expandido, e um estado T, contraido. Cada um desses

estados seria formado por um conjunto de diferentes formas.

Este trabalho avalia os efeitos de um osmodlito de ocorréncia natural, o

glicerol, sobre a estabilidade do estado R dos eritrdcitos.

Os osmoalitos tém sido extensamente estudados para a criopreservacao de
complexos biologicos.

Mas agora tém surgido novas vertentes de estudo, com uso do glicerol no
tratamento de condigdes patolégicas como o edema cerebral e na promogao de
protecao de complexos biolégicos contra o envelhecimento (geroprotecao).

Assim, esse trabalho apresenta uma grande relevancia diante da
biotecnologia, da biogerontologia e das ciéncias da saude de uma maneira em

geral.

Ele apresenta a dependéncia térmica dos efeitos do glicerol sobre a
estabilidade de eritrocitos humanos submetidos a agcéo do etanol e do estresse
hipotonico.

Os resultados obtidos foram coerentes com os trabalhos desenvolvidos
anteriormente. Eles sao analisados e discutidos a luz do modelo desenvolvido em

nosso laboratorio.



RESUMO

[EFEITOS DO GLICEROL SOBRE A DEPENDENCIA TERMICA DA
ESTABILIDADE DE ERITROCITOS HUMANOS]

A incubacdo de eritrocitos humanos com etanol em solugdo salina
fisiologica, por 30 minutos, pode produzir lise do estado morfolégico expandido
(R), de menor estabilidade, ou formagdo de um estado morfolégico contraido (T),
de maior estabilidade. O estado R ocorre em condigdes fisioldgicas e sofre lise
sob concentragdes pouco elevadas de etanol. A lise do estado R por etanol pode
ser caracterizada pela concentracdo de etanol no ponto de meia-transicido da
curva de lise dos eritrécitos por etanol (Dsor). A lise do estado R por
hipotonicidade pode ser caracterizada pela concentragcéo salina no ponto de meia-
transicdo da curva de lise dos eritrocitos por estresse hipoténico (Hsp). O estado T
ocorre em condicdes de hiperosmolaridade e sofre lise em concentragdes mais
elevadas de etanol. Dependendo de sua concentragao, o proprio etanol pode
produzir lise ou osmoestabilizagcdo de eritrécitos humanos. O objetivo desse
trabalho foi estudar os efeitos da concentragao de glicerol e da temperatura sobre
a estabilidade do estado R de eritrocitos humanos (Dsor) em fungdo da agao de
etanol e da concentragdo salina. Foram utilizadas amostras de sangue de 12
voluntarias sadias com 24 + 3 anos de idade. A percentagem de hemdlise, apds
incubagdo por 30 minutos, em fungdo da concentragdo de etanol (0-36%) em
solugdo salina fisiolégica foi estudada por espectrofotometria em 540 nm na
auséncia e na presenga de glicerol a 1,5 mol.L”" em diferentes temperaturas (7,
12, 17, 22, 27, 32, 37, 42 e 47°C) e na presencga de diferentes concentragdes de
glicerol (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 moI.L'1) a 7 °C. A percentagem de hemdlise, apds
incubacéo por 30 minutos, também foi determinada em fungdo da concentragao
salina na auséncia e na presengca de glicerol a 1,5 molL" e a 7 °C. As
percentagens de hemdlise em fungdo da concentragdo de etanol em solugao
salina fisiolégica ou em funcédo da concentracao salina foram ajustadas a curvas
de regressao sigmoidal. Os ajustes as curvas de regressdo e a existéncia de
diferengas entre os grupos foram considerados significantes quando P era menor

do que 0,05. Os valores de Dsor diminuiram significantemente, de acordo com



curvas de caimento sigmoidal, com o aumento da temperatura na auséncia e na
presenca de glicerol a 1,5 mol.L™". Isso mostra que o aumento na temperatura
induz uma transicdo em dois estados no padrdo de estabilidade dos eritrécitos,
um estado de menor estabilidade (R) e um estado de maior estabilidade (T). Os
valores de Dsor também declinaram significantemente, de acordo com uma curva
de caimento sigmoidal, com o aumento na concentragédo de glicerol. Isso mostra
que a concentragdo de glicerol também induz uma transicdo de estados nos
eritrocitos, de um estado de menor estabilidade (R), presente sob menores
concentragdes de glicerol, para um estado de maior estabilidade (T), presente sob
maiores concentragdes de glicerol. A presenga de glicerol a 1,5 mol.L™" diminui
progressivamente a estabilidade dos eritrocitos com a diminuigdo da temperatura
entre 32 e 7 °C, mas aumenta a estabilidade dos eritrécitos acima de 37 °C. Esse
comportamento foi atribuido a existéncia de uma pressao osmatica critica gerada
pela agao conjunta do etanol, do glicerol e da temperatura. Abaixo dessa presséao
osmotica critica haveria predominio do estado R e acima dela haveria predominio
do estado T dos eritrocitos. Embora a presencga de glicerol a 1,5 mol.L”" diminua a
estabilidade dos eritrocitos contra a acdo do etanol, ela aumenta a estabilidade
contra a lise por hipotonicidade, a 7 °C, uma vez que os valores de Hs, foram
significantemente menores na presenca de glicerol a 1,5 mol.L™" do que na
auséncia desse osmolito. Nessa temperatura, a conjungdo das agbes do etanol,
da temperatura e do glicerol determinaria o predominio do estado R dos
eritrocitos, que tem uma menor estabilidade e sofre mais facilmente a acéao
caotropica do etanol. Entretanto, na auséncia do etanol, a presenga do glicerol
determinaria uma menor entrada de agua nos eritrécitos, o que tornaria mais

dificil sua lise por hipotonicidade.

Descritores: estabilidade de membranas, eritrécitos, etanol, glicerol, temperatura,

termodinamica bioldgica.



ABSTRACT

[EFFECTS OF GLYCEROL ON THE THERMAL DEPENDENCE OF THE
STABILITY OF HUMAN ERYTHROCYTES]

The incubation of human erythrocytes with ethanol in saline physiologic
solution, by 30 minutes, can produce lysis of the expanded morphological state
(R), which presents a lower stability, or formation of the contracted morphological
state (T), which has a higher stability. The R state occurs in physiological
conditions and suffers lysis under less elevated concentrations of ethanol. The
lysis of the R state by ethanol can be characterized by the ethanol concentration at
the mid-transition point (Dsor) Of the lysis curve of the erythrocytes by ethanol. The
lysis of the R state by hypotonicity can be characterized by the saline
concentration at the mid-transition point (Hso) of the lysis curve of the erythrocytes
by hypotonic stress. The T state occurs in hyperosmolar conditions and suffers
lysis at more elevated ethanol concentrations. Depending on its concentration, the
proper ethanol can produce lysis or osmostabilization of the human erythrocytes.
The objective of this work was to study the effects of glycerol concentration and
temperature on the stability (Dsor) of the R state of the human erythrocytes in
function of the chaotropic actions of ethanol and hypotonicity. The blood samples
were collected from 12 healthy female volunteers (24 + 3 years). The percentage
of hemolysis, after incubation by 30 minutes, in function of the ethanol
concentration (0-36%) in saline physiologic solution, was studied by
spectrophotometry at 540 nm in the absence and in the presence of 1.5 mol.L™"
glycerol at different temperatures (7, 12, 17, 22, 27, 32, 37, 42 and 47°C) and in
the presence of different glycerol concentrations (0, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 mol.L™")
at 7 °C. The percentage of hemolysis, after incubation by 30 minutes, was also
evaluated in function of the saline concentration at the absence and in the
presence of 1.5 mol.L™" glycerol at 7 °C. The percentage of hemolysis in function
of the ethanol concentration in saline physiologic solution or in function of the
saline concentration, were fitted to sigmoidal regression curves. The fittings to the
regression curves and the existence of difference among groups were considered

significant only when P values were smaller than 0.05. The values of Dsor



decreased significantly, according decaying sigmoidal curves, with the increase in
the temperature in the absence and in the presence of 1.5 mol.L™" glycerol. This
means that the temperature increase induces a transition between two states, one
with a lower stability (R) and the other with a higher stability (T). The values of
Dsor also have declined significantly, according a sigmoidal decaying curve, with
the increase in the glycerol concentration. This means that the glycerol
concentration also induces a states transition in the erythrocytes, from a lower
stability state (R), present at the lower glycerol concentrations, to a higher stability
state (T), present at the higher glycerol concentrations. The presence of 1.5 mol.L
' glycerol decreases progressively the erythrocytes stability with the decrease in
the temperature from 32 to 7 °C, but it increases the erythrocytes stability above
37 °C. This behaviour was attributed to the existence of a critical value of osmotic
pressure generated by a combination of the ethanol, glycerol and temperature
actions. Below this critical value of osmotic pressure there would be predominance
of the R state and above that value there would be a predominance of the T state
of the erythrocytes. Although the presence of 1.5 mol.L™ glycerol diminishes the
stability of erythrocytes against the ethanol action, it increases the erythrocytes
stability against lysis by hypotonicity, at 7 °C, since the Hsy values were
significantly lower in the presence of the osmolyte than in its absence. At this
temperature, the conjunction of the ethanol, temperature and glycerol actions
would determine the predominance of R state of the erythrocytes, which has a
lower stability and suffers more easily the chaotropic action of the ethanol.
However, in the absence of ethanol, the presence of glycerol would determine a
lower water entrance in the erythrocytes, making more difficult its lysis by

hypotonicity.

Key words: membrane stability, erythrocytes, ethanol, glycerol, temperature,

biological thermodynamics.



INTRODUCAO

As membranas biolégicas sdo complexos organizacionais que devem
manter suas estruturas para preservacao de suas fungdes. A capacidade de uma
membrana biolégica em manter sua estrutura diante de agentes ou condigbes
caotrépicas € definida como estabilidade. Uma baixa estabilidade de membrana
vai determinar alteragdes estruturais que comprometerao suas fungoes.

A estabilidade da membrana pode ser aumentada pela capacidade da
prépria célula em aumentar a concentragao de fosfolipideos com acidos graxos
saturados e de colesterol na dupla camada lipidica. A produgao e concentragao
de solutos organicos de baixa massa molecular, denominados osmoélitos é outra
estratégia celular de preservacdo da estabilidade celular [BOROWITZA e
BROWN, 1974; BOWLUS e SOMERO, 1979; POLLARD e WYN JONES, 1979;
YANCEY et al.,, 1982; YANCEY, 1985; NIKOLOPOULOS e MANETAS, 1991;
SANTORO et al., 1992].

Entretanto, um aumento excessivo na estabilidade ira diminuir a fluidez e
comprometer as funcdes da membrana. Dessa forma, alteracbes que
comprometam a estabilidade ou a fluidez das membranas podem afetar as
funcdes celulares. Assim, as membranas devem equilibrar estabilidade e fluidez
para preservacgao das funcdes celulares.

A osmoestabilizacdo € uma estratégia também usada em procedimentos
biotecnologicos, como a criopreservacgao de eritrocitos e outras células por longos
periodos. Os osmoestabilizadores mais usados sdo pequenos solutos como
glicerol, sorbitol, trealose e dextrana [BOUTRON e ARNAUD, 1984; SANTORO et
al., 1992; PELLERIN-MENDES et al., 1997; LANG et al., 1998; WAGNER et al.,
2002; SCOTT, LECAK e ACKER, 2005].

A natureza da acgédo estabilizadora do osmodlito sobre as membranas
biolégicas € ainda controversa e pouco descrita pela literatura. Finotti [2006] e
Bernardino Neto [2006] atribuiram essa acdo a um mecanismo originalmente
usado para explicar a estabilizacdo de proteinas por co-solventes, chamado de
efeito solvofébico [TIMASHEFF e ARAKAWA, 1989; TIMASHEFF, 1998] ou
osmofébico [BOLEN e BASKAKQOV, 2001].

A osmoestabilizacdo de eritrocitos ocorre com contragdo de volume e



alteragdes morfolégicas que podem ser revertidas apos a diluigdo do excesso de
soluto [PELLERIN-MENDES et al., 1997; LANG et al., 1998; DE LOECKER et al.,
1993; BAKALTCHEVA, ODEYALE e SPARGO, 1996]. Isto indica a existéncia de
dois estados morfolégicos, um expandido ou relaxado (R), presente nas
condi¢des naturais do sangue, e um estado condensado ou tenso (T), presente
em altas concentragdes de osmalitos.

A existéncia desses dois estados foi considerada no modelo elaborado em
nosso laboratério (Figura 1) [AVERSI-FERREIRA, 2004; BERNARDINO NETO,
2006; FINOTTI, 2006; GOUVEA-E-SILVA, 2006; REIS, 2007].

O que motivou a idealizagdo do modelo foi o padrdo de dependéncia da
percentagem de lise de eritrécitos humanos em fungédo da concentragéo de etanol
(Figura 2). Sob concentracdes mais baixas de etanol em solugédo salina, os
eritrocitos sofrem uma transicdo de lise com o aumento na concentracdo de
etanol (Figura 2A). Entretanto, sob concentracbes mais elevadas de etanol,
também em solugdo salina fisioldgica, a curva de lise de eritrocitos por etanol
apresenta um pogo de estabilizagdo (Figura 2B). Esse pocgo foi atribuido a
existéncia da jungdo de uma curva de estabilizagdo (porgdo descendente da
curva na regidao do pogo) com uma curva de transigdo de lise desse estado
estabilizado (porgéo ascendente da curva na regido do pogo) [GOUVEA-E-SILVA,
2006]. Realmente, os eritrocitos foram vistos, por microscopia de luz, em um
estado expandido antes da primeira transi¢ao de lise (Figura 2A), mas contraidos
no fundo do poco de estabilizagdo da Figura 2B [GOUVEA-E-SILVA, 2006].

Com um aumento moderado na concentragdo de etanol, os eritrocitos do
estado R poderiam sofrer lise (rota 1 da Figura 1), segundo uma curva sigmoidal
crescente caracterizada pelo seu ponto de meia-transigédo, Dsor (Figura 2A). Com
um aumento mais expressivo na concentragao de etanol, os eritrocitos sofreriam
estabilizagdo (rota 2 da Figura 1), com geragao do estado T, segundo uma curva
sigmoidal decrescente caracterizada pelo seu ponto de meia-transigdo, Ssot
(Figura 2B). Um aumento ainda mais expressivo na concentracdo de etanol
levaria a lise do estado T dos eritrécitos (rota 3 da Figura 1), segundo uma curva
crescente de transicdo sigmoidal caracterizada pelos valores de Dsgr (Figura 2B)
[GOUVEA-E-SILVA, 2006].

O tipo ativado de rota seria determinado por fatores como a natureza do



soluto incorporado na solugdo salina fisioldgica, a temperatura e a pressao
osmotica.

O etanol, em solugdo salina fisiolégica, produz aumento da pressao
osmotica e diminuicdo da forga hidrofobica. Esses dois eventos devem contribuir
para promocao da lise do estado R dos eritrocitos em fungdo do aumento na
concentracao de etanol, que é representada pela rota 1 do modelo (Figura 1).
Possivelmente, a lise do estado R do eritrocito, promovida pela agao do etanol, se
deve a desnaturagdo da membrana. O etanol deve atenuar a forgca hidrofébica,
que é importante na formagao e manutencao da bicamada lipidica, promovendo
desnaturacao de proteinas e fuga de fosfolipidios da membrana e sua
solubilizagdo no solvente. A acdo da pressao osmotica deve ter um significado
bem menor, praticamente insignificante, neste caso, uma vez que concentragbes
muito baixas de etanol sdo capazes de promover 50% de lise dos eritrécitos
humanos, mas concentragdes muito mais altas de glicerol nao promovem lise
rapida dos eritrécitos nas condi¢gdes do ensaio [FINOTTI, 2006].

O etanol, que é um agente caotrépico de proteinas, tem sua acao
fundamentada na atenuacdo da forga hidrofébica e em sua capacidade de
acomodar melhor no solvente as cadeias laterais apolares dos aminoacidos
[NOZAKI e TANFORD, 1971; CASTRONUOVO et al, 1999; WANG,
ROBERTSON e BOLEN, 1995]. Igualmente, o etanol deve atenuar a forga

hidrofébica, que estabiliza a dupla camada lipidica da membrana.

A adicao de etanol, em concentragdes superiores aquela que causa 100%
de hemodlise, levaria a mudancga na fase interna do eritrécito. Deve haver remogéo
de agua de seu interior, em decorréncia do aumento da pressao osmdbtica
provocado pela adicdo de etanol, o que levaria a uma contracdo de volume do
eritrocito, que seria tanto mais intensa quanto maior for a concentragao de etanol.
Assim, o eritrocito passaria do estado R para o estado T (rota 2 da Figura 1). A
contracdo do eritrocito promoveria aproximacado dos lipidios de membrana e
intensificagdo das atracdes de van der Waals no seu interior, levando ao segundo
efeito do etanol, a estabilizacdo dos eritrocitos (Figura 2B). Realmente, na
presenca de concentragbes elevadas de agentes cosmotrdpicos, que elevam
substancialmente a pressdo osmdtica, os eritrocitos sdo mantidos estaveis por

longos periodos, mas apresentando um menor volume [BAKALTCHEVA,



ODEYALE e SPARGO, 1996; PELLERIN-MENDES et al., 1997].

Entretanto, com a adigdo de mais etanol, a pressdo do meio externo vai
aumentar até a promocéo do terceiro efeito do etanol (rota 3 da Figura 1), a lise
do estado T dos eritrécitos, promovida pela alta pressdao osmoética e a acéo
caotrépica do etanol (Figura 2B).

A temperatura pode interferir sobre os trés estados dos eritrécitos, pela
acao classica desnaturante do calor e pelo aumento da pressdo osmoética do
meio. O calor aumenta a energia vibracional térmica dos constituintes quimicos da
membrana, o que enfraquece as atragdes nao covalentes, sejam elas ibnicas, de
hidrogénio ou de van der Waals. A pressao osmotica tem dependéncia direta com
a temperatura, um aumento na temperatura deve intensificar os efeitos
promovidos pelo aumento da pressdo osmoética. Assim, a temperatura pode
intensificar os trés efeitos produzidos pelo etanol.

Se os trés efeitos produzidos pelo etanol sobre os eritrécitos estao
associados ao aumento na pressao osmotica, esses efeitos também seriam
potencializados pelo glicerol. De fato, o glicerol potencializa as rotas 2 e 3 (Figura
1) [REIS, 2007].

No presente trabalho, nés vamos nos ater ao efeito do glicerol sobre a rota
1, caracterizada por pelo valor de Dsor do etanol, usando diferentes temperaturas
e concentracdes de glicerol.

A lise por etanol pode nao refletir os mecanismos naturais da lise de
eritrocitos in vivo. Por isso, nds também investigamos neste trabalho o efeito do
glicerol sobre a estabilidade de eritrécitos em fungdo da hipotonicidade. A
hipotonicidade deve representar uma condicdo mais realisticamente presente nas
condicdes naturais. Em meio hipotdnico, as células aumentam até alcangcar um
volume critico antes de serem lisadas [JAIN, 1973]. E por isso que fatores como o
volume, o tamanho e a forma do eritrocito, mas também a composi¢cdo quimica e
a viscoelasticidade de suas membranas e a natureza da hemoglobina s&o
importantes na determinagcdo da estabilidade das células vermelhas do sangue
[JAIN, 1986; PERK, FREI e HERZ, 1964] Todos esses fatores, em especial o
controle ativo do volume celular, ttm importancia in vivo na determinacdo da
estabilidade dos eritrocitos [MAKINDE e BOBADE, 1994].

Em suma, esse trabalho objetiva avaliar a estabilidade do estado R dos
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eritrocitos contra lise por etanol e choque hipoténico, em diferentes temperaturas

e concentragdes de glicerol.
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Figura 1. Acbes do etanol sobre eritrocitos em solugdo salina fisiologica. Os
eritrocitos existiiam em um estado morfolégico expandido (R) e em um estado
condensado (T). Cada estado morfoldgico seria constituido por um conjunto de
diferentes formas. Baixas concentragcdes de etanol causariam lise do estado R
(rota 1). Concentracbes intermediarias de etanol causariam deslocamento do
estado R dos eritrocitos para o estado T (rota 2), por aumento na presséo
osmotica. Altas concentragbes de etanol causariam lise do estado T (rota 3)
[BERNARDINO NETO, 2006; FINOTTI, 2006; REIS, 2007].
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Figura 2. Dependéncia da lise de eritrécitos com a concentracdo de etanol.
Condigdes experimentais: em solugdo salina fisiologica e a 37 °C. A lise por
etanol do estado R dos eritrécitos, caracterizada pela concentragao de etanol que
promove 50% de lise (Dsor) do estado R, estd mostrada a esquerda (A). A
geracao do estado estabilizado T dos eritrocitos, promovida pelo aumento na
concentragdo de etanol, caracterizada pelo seu ponto de meia-transicéo (Ssor),
seguida pela lise induzida por etanol do estado estabilizado T, caracterizada pelo
seu ponto de meia-transigéo transicdo (Dsor) estdo mostradas a direita (B)

[GOUVEA-e-SILVA, 20086].
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MATERIAL E METODOS

Populacao

As amostras de sangue analisadas foram doadas por 12 voluntarias, com
idade média de 24 + 3 anos, saudaveis, ndo fumantes, ndo usuarias de
medicamentos ou drogas e, especialmente, ndo consumidoras de bebidas
alcodlicas. O estudo foi realizado mediante aprovagdo do Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Uberlandia. Cada voluntaria assinou um

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Coleta das amostras de sangue

Amostras de 4 mL de sangue foram colhidas das voluntarias por pungao
endovenosa, apos jejum noturno de 8 a 14 horas, em tubos evacuados
(Vacuntainer®) contendo 50 pL de EDTA (acido etilenodiaminotetracético)

1g9/100mL, como anticoagulante.

Reagentes e equipamentos

Os reagentes usados (NaCl, glicerol e etanol) foram da marca Synth e
tinham grau de pureza de 99,5%, o qual foi devidamente corrigido no preparo das
solugdes. As medidas de volume foram realizadas em bureta de vidro refratario e
pipetas automaticas da marca Labsystems, modelo Finnpipette Digital. As
medidas de massa foram feitas em uma balanca digital da marca AND, modelo
870. As incubacgdes foram feitas em banho termostatizado Marconi, modelo MA
184. As leituras de absorvancia foram feitas em espectrofotdmetro Micronal
modelo B-442.

Determinacdo da estabilidade de eritrocitos em solugcdo salina fisiolégica
sob concentrac¢des crescentes de etanol

Baterias de pequenos tubos de polietileno (Eppendorff®), em duplicada,
contendo 1 mL de solucédo de etanol em concentracées de 0 a 36% em solucéo
salina fisiolégica (NaCl a 0,9%) foram pré-incubadas durante 10 minutos a 7, 12,
17, 22, 27, 32, 37, 42 e 47 °C. Ap6s adicao de aliquotas de 25 uL de sangue aos

tubos, eles foram fechados, homogeneizados, incubados por 30 minutos em cada
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temperatura e, em seguida, centrifugados a 2000 rpm durante 10 minutos. A
desnaturagao dos eritrécitos foi acompanhada pela medida da absorbéncia em
540 nm (Ass0) do sobrenadante em fungdo da concentracdo de etanol, em cada

uma das temperaturas consideradas.

Determinacdo da estabilidade de eritrocitos em solucéo salina fisiolégica e
glicerol sob concentragdes crescentes de etanol

A estabilidade dos eritrécitos sob a acdo desnaturante do etanol foi
analisada na presenca de diferentes concentragées de glicerol. Solu¢gées com 0 a
36% de etanol e 0,5, 1,0, 1,5 ou 2,0 mol.L™" de glicerol em NaCl a 0,9% foram
preparadas para analisar o efeito da concentragdo de glicerol sobre a lise de
eritrécitos humanos por etanol a 7 °C. Solugbes com concentragdes variando de
0 a 36% de etanol e 1,5 mol.L™" de glicerol em NaCl a 0,9% foram preparadas
para avaliar o efeito da presenca de glicerol na lise de eritrécitos humanos a 7, 12,
17, 22, 27, 32, 37, 42 e 47 °C. A cada série de tubos de polietileno (Eppendorff®),
em duplicata, foi adicionado 1 mL da solugao teste nas diferentes concentragdes
de etanol e a uma unica concentracdo de glicerol. Apds pré-incubacéo por 10
minutos a temperatura do ensaio, foi feito adicao de 25 uL de sangue a cada um
dos tubos, que foram fechados, homogeneizados, incubados por 30 minutos na
respectiva temperatura do ensaio e centrifugados por 10 minutos a 4000 rpm. A
desnaturacao dos eritrocitos foi acompanhada pela medida da absorbancia em

540 nm (As40) do sobrenadante em cada concentragdo do osmdlito e temperatura.

Determinacdo da estabilidade de eritrocitos em funcdo de estresse
hipoténico

A estabilidade dos eritrécitos contra estresse hipotbnico também foi
analisada. A cada unidade (em duplicata) de uma série de tubos de polietileno
(Eppendorff®) foi adicionado 1 mL de solugéo de NaCl em concentragdes de 0,1 a
1,0%. Apds pré-incubagao por 10 minutos na temperatura 7 °C, adicéo de 25 uL
de sangue aos tubos, eles foram fechados, homogeneizado, incubados por 30
minutos a mesma temperatura e centrifugados por 10 minutos a 4000 rpm. A lise
dos eritrocitos foi acompanhada pela medida da absorbancia em 540 nm (As40 nm)

do sobrenadante em fungao da concentracao salina.
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Determinacdo da estabilidade de eritrocitos em solucdo de glicerol 1,5
mol.L™" contra estresse hipoténico

A uma série de baterias, em duplicata, de tubos de polietileno
(Eppendorff®) contendo 1 mL de solugdo de NaCl em concentracdes de 0,1 a
1,0% e glicerol a 1,5 mol.L”", pré-incubadas a 7 °C por 10 minutos, foram
adicionadas aliquotas de 25 uL de sangue. Ap6s homogeneizacgao, os tubos eram
incubados por 30 minutos e depois centrifugados por 10 minutos a 4000 rpm.
Durante as incubagdes os tubos permaneciam fechados. As absorvancias dos
sobrenadantes eram lidas em 540 nm contra um tubo controle contendo apenas

agua.

Determinacao das curvas de transicdo de lise dos eritrécitos

A determinacdo das curvas foi realizada usando o aplicativo Origin 7.5
Professional (Microcal Inc., Massachusetts, EUA). A dependéncia de As4 com a
concentragdo de etanol, em cada temperatura, foi ajustada por uma linha de

regressao sigmoidal, dada pela equac¢ao de Boltzmann,

_ACA A, (1),

- l+ e(D*DSOR )/dD

A540

em que A; e A, representam os valores minimo e maximo de hemdlise, D é a
concentracdo do etanol, Dsor representa a concentracdo do etanol que causa
50% de hemolise e dD é a amplitude da transicdo sigmoidal entre A; e Az. A
percentagem de hemdlise em cada tubo de andlise foi calculada usando a

equacao:

Hemolise (%):%MOO% ).

A dependéncia de Asso com a concentragdo de NaCl foi ajustada pela forma

decrescente da equacio de Boltzmann:

Ao =t + A @),
em que A; e A, representam os valores maximo € minimo da Ass, C € a
concentragéo de NaCl, Hso € a concentragdo de NaCl que causa 50% de hemdlise
e dC é a amplitude da transicdo sigmoidal entre A; e A,. A percentagem de

hemdlise em cada tubo de analise foi calculada usando a equacéo:
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Hemolise (%):%xm% (4).

A dependéncia térmica da estabilidade de eritrocitos humanos na auséncia
e na presenga de glicerol 1,5 mol.L”" e a dependéncia da concentracéo de glicerol
na estabilidade de eritrocitos também foram determinadas por ajuste nao linear

sigmoidal decrescente.

Anélises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas usando o aplicativo Origin 7.5
Professional (Microcal Inc., Massachusetts, EUA).

Cada analise de regressao somente foi considerada significante quando P
foi menor do que 0,05.

Os valores de Dsor foram comparados entre as diferentes temperaturas, na
mesma temperatura na auséncia e na presenca de glicerol a 1,5 mol.L™ e na
temperatura 7 °C nas varias concentragcdes de glicerol pelo teste de Tukey
(P<0,05 indicando diferenga significante entre as médias).

A comparacgao dos valores de Hso na auséncia e na presencga de glicerol foi
realizada por ANOVA, com P<0,05 indicando diferenga estatisticamente

significante entre as médias.
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RESULTADOS

Todos o0s nossos resultados experimentais sdo decorrentes da incubagao
em tempo fixo (30 minutos) de eritrécitos humanos em solugdes com diferentes
concentragbes salinas (estresse hipotdnico) ou em solugdes com diferentes
concentracbes de etanol em solugdo salina fisiolégica, sob diferentes
temperaturas (7, 12, 17, 22, 27, 32, 37, 42 e 47 °C) ou concentragdes de glicerol
0;0,5;1,0; 1,5 e 2,0 mol.L™").

A Figura 3A mostra um tipico padrao de dependéncia obtido entre os
valores de As4 € a concentragao salina, para ilustrar como foram determinados
os valores de Hsp, que representa a concentracdo salina no ponto de meia-
transicao de lise dos eritrocitos.

A Figura 3B mostra um tipico padrao de dependéncia obtido entre os
valores de As4 € a concentracdo de etanol em solugdo salina fisioldgica, para
ilustrar como foram determinados os valores de Dsopr, que representa a
concentracio de etanol no ponto de meia-transicao de lise dos eritrdcitos.

O efeito da temperatura sobre os valores de Dsor podem ser vistos na
Figura 4, tanto na auséncia quanto na presenca de glicerol a 1,5 mol.L™". Um
aumento progressivo na temperatura de 7 a 47 °C deslocou progressivamente
para a esquerda as curvas de lise dos eritrécitos tanto na presenca (Figura 4A)
guanto na auséncia de glicerol (Figura 4B).

Esse deslocamento determinou diminui¢cdes significantes (P<0,05) nos
valores de Dspr com 0 aumento na temperatura tanto na auséncia quanto na
presenca de glicerol a 1,5 mol.L™ (Tabela 1).

De fato, os valores de Dsor tanto na auséncia quanto na presenca de
glicerol a 1,5 mol.L™" apresentaram declinios n3o-lineares com o aumento da
temperatura (Figura 5).

A presenca de glicerol a 1,5 mol.L™" determinou alteragdes evidentes nas
curvas de lise dos eritrocitos em solugdo salina em todas as temperaturas
estudadas (Figura 6), com alteracbes também nos valores de Dsor (Tabela 1).
Entretanto, a natureza da alteracdo dependeu da temperatura usada. Os valores
de Dsor diminuiram na presenga do osmolito nas temperaturas mais baixas de

nosso intervalo térmico (de 7 a 32 °C), mas aumentaram nas temperaturas
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superiores, embora as diferengas entre os solventes tenham sido estatisticamente
significantes somente a 7, 12, 17, 27 e 37 °C (Tabela 1).

Como a presenga do osmolito apresentou um efeito importante sobre a
natureza do efeito obtido, a lise dos eritrocitos por etanol em solugdo salina
fisiologica foi também estudada na presenca de diferentes concentragcdes de
glicerol (0; 0,5; 1,0; 1,5; e 2,0 moI.L'1), na temperatura 7 °C (Figura 7). As
alteragdes produzidas pelas diferentes concentragdes do osmolito (Figura 7)
estdo associadas a alteragbes significantes nos valores de Dsor (Tabela 2). De
fato, os valores de Dsor apresentaram um declinio sigmoidal significante (P<0,05)
com a concentracao de glicerol (Figura 8).

A lise de eritrocitos por estresse hipotbnico foi também avaliada na
auséncia e presenca de glicerol a 1,5 mol.L" e a 7 °C (Figura 9). Nesses
experimentos, a estabilidade dos eritrocitos foi quantificada pelo valor na abscissa
(Hso) do ponto de meia transigdo da sigmoide (Figura 3A). A presencga de glicerol
a1,5mol.L”" e a 7 °C causou uma diminuigdo estatisticamente significante em Hso
(Tabela 3).
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Tabela 1. Efeito da temperatura e do glicerol sobre os valores de Dsor (média

desvio padrao) para a lise de eritrécitos humanos por etanol em solugao salina.

Temperatura Salina Salina com glicerol P

(°C) al5mol. L™

07 28,35 + 0,09 26,66 + 0,19 ab
(N=9) (N = 10)

12 27,37 +0,19 25,03 + 0,32 ab
(N =12) (N = 13)

17 24,92 + 0,63 23,62 + 0,17 ab
(N = 13) (N = 8)

22 21,55 + 0,41 21,97 + 0,41 a
(N = 10) (N = 10)

27 18,90 + 0,27 18,30 + 0,34 ab
(N = 10) (N = 10)

32 16,57 + 0,56 16,03 £ 0,30 2
(N = 10) (N=9)

37 12,85 + 0,39 13,48 + 0,34 ab
(N = 8) (N = 10)

42 10,50 + 0,15 10,65 £ 0,27 2
(N =8) (N = 10)

47 7,41 +0,19 7,72 +0,09 a
(N =11) (N = 10)

®P<0,05 indicando diferencas estatisticamente significantes entre as temperaturas num mesmo

solvente (Teste de Tukey).

®P<0,05 indicando diferengas estatisticamente significantes entre os solventes numa mesma

temperatura (Teste de Tukey).
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Figura 6. Efeito de glicerol a 1,5 mol.L™ sobre a curva de lise de eritrécitos
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diferentes temperaturas (7, 12, 17, 22, 27, 32, 37, 42 e 47 °C) na auséncia (o) e

na presenga de glicerol a 1,5 mol.L”" (m). Os dados de diferentes experimentos

foram ajustados por uma unica sigmoide em cada temperatura apenas a titulo de

ilustragao.
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Tabela 2. Efeito da concentragao de glicerol sobre os valores de Dsor para a lise

de eritrocitos humanos por solugao salina de etanol a 7 °C.

Glicerol Dsor P
(mol.L™) (média + desvio-padrao)
0 28,35 + 0,09 a
(N=9)
0,5 28,67 £ 0,30 a
(N=38)
1,0 27,82 £ 0,16 a
(N=38)
1,5 26,64 £ 0,19 @
(N=9)
2,0 25,47 £ 0,21 a
(N=38)

%P<0,05 indicando diferengas estatisticamente significantes entre as concentragdes de glicerol
(Teste de Tukey).
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Figura 9. Efeito do glicerol sobre a lise de eritrocitos por estresse hipotdnico a
7°C. Os dados foram ajustados por uma unica sigmdéide em cada situagao apenas

a titulo de ilustragéo.
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Tabela 3. Efeito do glicerol sobre os valores de Hso (média + desvio padrao) para

a lise de eritrécitos humanos por estresse hipoténico a 7 °C.

Controle Glicerol a 1,5 mol.L™ P
0,520 + 0,007 0,506 + 0,013 a
(N = 8) (N = 8)

P<0,05 indicando diferenca estatisticamente significante entre os solventes (ANOVA).



29

DISCUSSAO

Os eritrécitos constituem um bom modelo de estudo da estabilidade de
membranas, pois sua lise libera a proteina hidrossoluvel hemoglobina, que pode
ser facilmente monitorada pela medida no sobrenadante da absorvancia em 540
nm. Além disso, os eritrécitos sdo também relativamente de facil acesso e obtidos
com baixo custo.

Neste trabalho os valores de As4o nm foram convertidos em percentagem de
hemdlise para melhor visualizagao e interpretagao dos resultados.

Sob baixas concentracbes de etanol e em solugdo salina, os eritrocitos
permanecem integros no estado R, mas sofrem lise com o aumento na
concentragao de etanol (Figura 2A). A transigcéo de lise do estado R ocorre numa
estreita faixa de concentracdo de etanol, segundo uma curva de natureza
sigmoidal (Figura 2A), caracteristica de um processo cooperativo.

O etanol promove lise do estado R dos eritrocitos em todas as
temperaturas (Figura 4). Como o etanol tem uma porg¢ao hidrofébica ndo muito
extensa (o grupo etil, CH3-CHy-), ligado a uma porgcao hidrofilica (o grupo
hidroxila, -OH), ele é um agente anfifilico, capaz de se ligar a grupos apolares e a
agua ao mesmo tempo. Essa natureza estrutural faz com que a forga hidrofébica
seja diminuida numa solugao aquosa de etanol, o que tem um grande significado
nos equilibrios estruturais de complexos biolégicos como proteinas, membranas e
cromossomos. Essa atenuacido da forga hidrofobica acarreta em diminuicdo da
estabilidade dos complexos biolégicos e é exatamente isso que permite a
caracterizagdo do etanol como um agente caotrépico [TANFORD, 1970;
FONSECA et al., 2006].

Por outro lado, o etanol também aumenta a osmolaridade do meio, o que
estd associado a um segundo tipo de efeito do etanol, a osmoestabilizagdo de
complexos bioldgicos, efeito que passa a ter importdncia nos equilibrios
morfoldgicos de eritrocitos (Figura 2B) somente em concentragdes mais elevadas
de etanol [GOUVEA-e-SILVA, 2006; REIS, 2007]. Esta acdo do etanol é que
estaria promovendo a ativagéo da rota 2 (Figura 1).

O calor também é um agente caotrdpico que aumenta a energia vibracional

dos grupos quimicos de um complexo biolégico, de tal forma a diminuir a
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intensidade das forcas que estabilizam sua estrutura (TANFORD, 1970;
FONSECA et al., 2006; BETZ et al., 2007).

A medida que a temperatura aumenta ha um deslocamento progressivo da
curva de lise dos eritrécitos para a esquerda, tanto em solugdo salina (controle)
quanto em solucao salina de glicerol a 1,5 mol.L™" (Figura 4). Isso é concordante
com a diminuigcdo dos valores de Dsor Observada com o aumento na temperatura
em ambos os solventes (Tabela 1). Essa dependéncia negativa é n&o-linear e foi
mais bem ajustada por uma sigmoide (Figura 5). A natureza sigmoidal dessa
curva significa que o calor inicialmente acelera a agao caotropica do etanol
(regido intermediaria da sigmoide), mas depois a desacelera (segundo platdé da
sigmoide). Isso deve significar que o calor esta induzindo alguma alteracéo,
provavelmente na estrutura do eritrocito, que € responsavel pela aceleracao
seguida de desaceleragcédo na agao caotrdpica do etanol.

O significado fisico dessa agao do calor seria a existéncia de uma
conversdo de estados nos eritrocitos. A agao sinergistica entre o etanol e os
valores intermediarios de temperatura de nosso intervalo (regido intermediaria da
sigmoide da Figura 5) contribui para exacerbagao da lise do que seria o estado R
dos eritrécitos (rota 1 da Figura 1). Mas nos valores superiores de temperatura do
nosso intervalo (segundo platé da sigmoide da Figura 5), a ag&o sinergistica
entre o etanol e o calor contribui para diminuicdo da lise do estado R devida a
conversao dos eritrocitos do estado R no estado T (rota 2 da Figura 1).

Realmente, a ativagao dessa rota 2 (Figura 1) é favorecida pelo aumento
na pressao osmotica produzido por aumento na temperatura, uma vez que o
aumento na temperatura foi associado a uma diminuigcdo dos valores de Ssot
[REIS, 2007].

Se isso é verdadeiro, a incorporacdo de um osmolito ao meio também
ativaria a formacao do estado T dos eritrocitos.

Também na presencga de glicerol a 1,5 mol.L™", a dependéncia de Dsor com
a temperatura foi negativa, néo-linear e melhor ajustada por uma sigmoide
(Figura 5). Sob os valores intermediarios de temperatura de nosso intervalo, a
temperatura também acelerou a lise do que seria o estado R dos eritrécitos
(regido intermediaria da sigmdide). Mas sob os valores superiores de

temperatura, o aumento na temperatura desacelerou a lise dos eritrocitos
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(segundo platé da sigmdide), ativando a rota 2 (Figura 1).

Mas houve uma diferenca entre a curva de dependéncia térmica dos
eritrocitos em solugdo salina contendo glicerol em relagdo a curva em solugéo
salina.

A adicdo de glicerol a 1,5 mol.L™" ao sistema promoveu efeitos antagdnicos
sobre a estabilidade de eritrocitos dependendo da temperatura (Figura 5). Abaixo
de 32 °C, o glicerol potencializou o efeito caotrépico do etanol, mas acima de 37
°C ele agiu de forma antagbnica, promovendo estabilizagdo do eritrocito (Figura
5).

A explicacdo para esses efeitos antagbnicos estaria na conjuncao das
acgdes do etanol, do glicerol e da temperatura.

Abaixo de 32 °C, a conjungao de ag¢des do sistema etanol, temperatura e
glicerol promoveu exacerbacédo da agao caotrépica do etanol, embora essa agéo
caotropica tenha declinado com o aumento na temperatura na presenca de
solucao salina de glicerol em relagdo ao controle (Figura 5).

Acima de 37 °C, a conjunc¢do de agdes do sistema etanol, temperatura e
glicerol promove estabilizagao do eritrocito.

Em qualquer situagdo, o etanol € também um osmdlito e 0 aumento da
temperatura aumenta a pressao osmoética, que contribui para a osmoestabilizagao
do eritrécito. E por isso que sob concentracdes mais elevadas de etanol e maiores
valores de temperatura (Figura 2) ha estabilizacdo dos eritrécitos [GOUVEA-E-
SILVA, 2006; REIS, 2007].

Com um aumento na temperatura, o sistema atinge um valor critico de
pressdo osmoética que deslocaria o equilibrio do estado R para o estado T (rota 2
da Figura 1). A incorporagdo de um outro osmoélito como glicerol ou sorbitol ira
fazer o sistema atingir esse valor critico de pressdo osmética a um menor valor de
concentragéo de etanol, o que levaria a uma diminuig&o significante em Ssgr tanto
pelo glicerol quanto pelo sorbitol, como de fato ocorre [REIS, 2007].

Se esse tipo de efeito ilustrado na Figura 5 é gerado pela conjuncédo das
acdes do etanol, da temperatura e do glicerol sobre a pressdao osmoética, a
dependéncia de Dspr com a concentragao do osmolito deveria também exibir uma
natureza cooperativa. De fato, a dependéncia de Dspr com a concentracdo de

glicerol, a uma unica temperatura e em solugéao salina fisiolégica, apresentou uma
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natureza nao-linear e foi mais bem ajustada por uma curva de natureza sigmoidal.
As concentracdes intermediarias de glicerol da curva ativam a lise dos eritrocitos,
enquanto as concentragdes superiores a desativam (Figura 8).

Isso indica que a elevagéo na concentracéo de glicerol € também um fator
promotor da desativagao da rota 1 e ativagédo da rota 2 (Figura 1).

Esse efeito seria na realidade decorrente da conjungcdo das agdes do
etanol, temperatura e glicerol.

Entretanto, cada um desses agentes pode ter a¢des individuais especificas
no sistema.

Esse € o caso do etanol, que em qualquer situagédo esta agindo como um
caotropico e um osmoestabilizador.

E também o caso da temperatura, que em qualquer situacdo esta agindo
como caotrépico, mas também como um agente promotor de osmoestabilizagédo
por elevagao na pressao osmotica.

Mas esse nao seria o caso do glicerol, que em solugéo salina ndo promove
lise de eritrocitos na auséncia de etanol no intervalo de concentracédo utilizado
[FINOTTI, 2006]. Entretanto, o glicerol a 1,5 mol.L™" em solucdo salina potencializa
a agao caotropica do etanol nas temperaturas mais baixas do intervalo térmico
estudado (Figura 6). Esse efeito também foi observado quando tanto o glicerol
[FINOTTI, 2006] quanto o sorbitol [BERNARDINO NETO, 2006] foram utilizados a
1 mol.L™".

Qual seria a origem da agéao sinergistica do osmdlito na promogao de lise
dos eritrécitos por etanol?

A resposta para esta questao deve estar na natureza sigmoidal da curva de
dependéncia de Dspr com a concentragcdo de glicerol (Figura 8). As
concentragdes mais baixas de glicerol estdo estabilizando o estado R, enquanto
as concentracbes mais altas de glicerol estdo estabilizando o estado T dos
eritrocitos.

A estabilizagdo do estado R nas concentragbes mais baixas de glicerol vai
favorecer a acao caotropica do etanol sobre esse estado, uma vez que ele é um
estado de menor estabilidade em relacdo ao estado T.

Essa estabilizagdo do estado R dos eritrocitos pelo glicerol favorece a rota

1 (Figura 1), que representa a lise do estado R pela agao caotrépica do etanol.
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Por outro lado, ela também justifica a estabilizagdo dos eritrécitos
observada em funcéo da hipotonicidade do meio a 7 °C (Figura 9). Enquanto o
etanol promove lise pela sua capacidade de interagir diretamente com
grupamentos apolares da bicamada lipidica [CHI e WU, 1991; ZAVODNIK,
PILETSKAIA e STEPURO, 1994; BAKALTCHEVA, ODEYALE e SPARGO, 1996],
a hipotonicidade promove lise por favorecer a entrada de agua associada a
aumento de volume do eritrécito [JAIN, 1973; JAIN, 1986]. A pressdo osmobtica
gerada pela presenga somente do glicerol a 1,5 mol.L™", na auséncia de etanol e a
uma baixa temperatura (7 °C) deve prevenir a entrada de agua e ruptura do

eritrécito.

Consideracg®es finais

A osmoestabilizagao celular tem sido utilizada desde que Polge, Smith e
Parkes [1949] descobriram que a adicdo de glicerol a uma amostra de
espermatozoides aumentava o numero de espermatozdides viaveis apos
criopreservagao.

Em nossos resultados, a estabilidade do estado R dos eritrécitos contra
etanol diminui com a incorporagao de glicerol a solugdo quanto mais baixa é a
temperatura até 7 °C. A esta temperatura o glicerol protege os eritrocitos contra
choque hipotdénico. Nosso trabalho ndo atende as condigbes ideais para
criopreservagao de células, onde a protecédo esta relacionada com a capacidade
do glicerol em reduzir a quantidade de agua intracelular, minimizando os danos
causados pelo congelamento, mas também pela sua capacidade de reduzir o
ponto de congelamento do solvente. Uma discussdo ampla das a¢des benéfica e
téxica do glicerol na criopreservacdo celular envolve questdes de natureza
cinética [MAZUR, LEIBO e MILLER, 1973; MAZUR e MILLER, 1975; MAZUR e
ARMITAGE, 1984; DE LOECKER et al., 1993; MORRIS et al.,, 2006), que nao
avaliamos neste trabalho.

O mérito de nosso trabalho esta na avaliagdo dos efeitos do glicerol em
temperaturas mais elevadas, o que faz bastante sentido em contextos fisiolégicos,
como o tratamento de quadros de edema cerebral [BERGER et al., 2005;
SAKAMAKI et al.,, 2003], a necessidade de preservagao da vida diante do

aquecimento global e a prépria necessidade de aumento na longevidade diante
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da diminuicdo do numero de nascimentos [DEOCARIS et al., 2006]. Nosso estudo

também esta inserido no contexto da biotecnologia.
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CONCLUSOES

Os valores de Dspr diminuiram com o aumento da temperatura na auséncia
e na presenca de glicerol a 1,5 mol.L”' segundo curvas de natureza sigmoidal.
Isso sugere que o0 aumento na temperatura induz uma transicao em dois estados
no padrao de estabilidade dos eritrocitos, um estado de menor estabilidade (R) e
um estado de maior estabilidade (T).

Os valores de Dspr também declinaram com o aumento na concentracéo
de glicerol segundo uma curva de natureza sigmoidal. Isso sugere que a
concentracédo de glicerol também induz uma transicdo de estados nos eritrocitos,
de um estado de menor estabilidade (R), presente sob menores concentragdes de
glicerol, para um estado de maior estabilidade (T), presente sob maiores
concentragdes de glicerol.

A presenca de glicerol a 1,5 mol.L”" diminui progressivamente a
estabilidade dos eritrocitos com a diminuigdo da temperatura entre 32 e 7 °C, mas
aumenta a estabilidade dos eritrocitos acima de 37 °C. Esse comportamento
deve-se a existéncia de uma pressdo osmotica critica gerada pela agaéo conjunta
do etanol, do glicerol e da temperatura. Abaixo dessa pressdao osmotica critica
haveria predominio do estado R e acima dela haveria predominio do estado T dos
eritrocitos.

Embora a presenga de glicerol a 1,5 mol.L™" diminua a estabilidade dos
eritrocitos contra a acao do etanol, ela aumenta a estabilidade contra a lise por
hipotonicidade, a 7 °C, uma vez que os valores de Hso foram significantemente
menores na presencga de glicerol a 1,5 mol.L”" do que na auséncia desse osmoalito.
Nessa temperatura, a conjungcdo das ac¢des do etanol, da temperatura e do
glicerol determinaria o predominio do estado R dos eritrocitos, que tem uma
menor estabilidade e sofre mais faciimente a acdo caotrépica do etanol.
Entretanto, na auséncia do etanol, a presenga do glicerol determinaria uma menor
entrada de agua nos eritrocitos, o que tornaria mais dificil sua lise por

hipotonicidade.



36

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AVERSI-FERREIRA, T.A. Efeitos po6s-natais do etanol sobre o
desenvolvimento do neocortex de ratos Wistar. Uberlandia, 2004. 70f. Tese
(Doutorado) Universidade Federal de Uberlandia, Programa de Pds-Graduagao

em Genética e Bioquimica, Nilson Penha-Silva (Orientador).

BAKALTCHEVA, 1.B.; ODEYALE, C.0.; SPARGO, B.J. Effects of alkanols,
alkanediols and glycerol on red blood cell shape and hemolysis. Biochimica et
Biophysica Acta, v. 1280, p. 73-80, 1996.

BERGER, C.; SAKOWITZ, O.W.; KIENING, K.L.; SCHWAB, S. Neurochemical
monitoring of glycerol therapy in patients with ischemic brain edema. Stroke, v.
36, p. e4-e6, 2005.

BERNARDINO NETO, M. Origem da estabilizacdo de eritrécitos por sorbitol.
2006. 66f. Dissertacdo (Mestrado em Genética e Bioquimica) - Instituto de

Genética e Bioquimica, UFU, Uberlandia, 2006. Nilson Penha-Silva (Orientador).

BETZ, T., BAKOWSKY, U. MULLER, M.R., Lehr C.-M., Bernhardt,L.
Conformational change of membrane proteins leads to shape changes of red
blood cells. Bioelectrochemistry, v.70, p.122-126, 2007.

BOLEN, D.W.; BASKAKOV, I.V. Review: the osmophobic effect: natural selection
of a thermodynamic force in protein folding. Journal of Molecular Biology, v.
310, p. 955-963, 2001.

BOROWITZA, L.J.; BROWN, A.D. The salt relations of marine and halophilic
species of the intracellular green alga Dunaliella: the role of glycerol as a
compatible solute. Archiv fur Mikrobiologie, v. 96, n.1, p. 37-52, 1974.

BOUTRON, P.; ARNAUD, F. Comparison of the cryoprotection of red blood cells
by 1,2-propanediol and glycerol. Cryobiology, v. 21, p. 348-358, 1984.

BOWLUS R.D.; SOMERO, G.N. Solute compatibility with enzyme function and

structure: rationales for the selection of osmotic agents and end-products of



37

anaerobic metabolism in marine invertebrates. The Journal of Experimental
Zoology, v. 208, n. 2, p. 137-151, 1979.

CASTRONUOVO, G.; ELIA, V.; POSTIGLIONE, C.; VELLECA, F. Interactions of
aminoacids in concentrated aqueous solutions of urea or ethanol. Implications for

the mechanism of protein denaturation. Thermochimica Acta, v. 339, p. 11-19,
1999.

CHI, L.-M.; WU, W.-G. Mechanism of hemolysis of red blood cell mediated by
ethanol. Biochimica et Biophysica Acta, v. 1062, p. 46-50, 1991.

DE LOECKER, R.; GOSSENS ,W.; VAN DUPPEN, V.; VERWILGHEN, R.; DE
LOECKER, W. Osmotic effects of dilution on erythrocytes after freezing and
thawing in glycerol-containing buffer. Cryobiology, v. 30, p.279-285, 1993.

DEOCARIS, C.C.; SHRESTHA, B.G.; KRAFT, D.C.; YAMASAKI, K.; KAUL, S.C;
RATTAN, S.I.S.; WADHWA, R. Geroprotection by glicerol: Insights to its
mechanisms and clinical potentials. Annals New York Academy Sciences, n.
1067, p. 488-492, 2006.

FINOTTI, C.J. Dependéncia térmica da osmoestabilizacdo de eritrécitos por
glicerol. 2006. 59f. Dissertacdo (Mestrado em Genética e Bioquimica) — Instituto
de Genética e Bioquimica, UFU, Uberlandia, 2006. Nilson Penha-Silva
(Orientador).

FONSECA, L. C.,, CORREA, N.C.R, GARROTE-FILHO, M.S., CUNHA, C.C,,
PENHA-SILVA, N. Effects of the solvent composition on the stability of proteins in
aqueous Solutions. Quimica Nova, v. 29, p. 543-548, 2006.

GOUVEA-E-SILVA, L.F. Caracterizacdo da estabilizacdo de eritrocitos
humanos por etanol. Uberlandia, 2006. 53f. Dissertacdo (Mestrado)
Universidade Federal de Uberlandia, Programa de Pés-Graduagdo em Genética e

Bioquimica, Nilson Penha-Silva (Orientador).

JAIN, N.C. Osmotic fragility of erythrocytes of dogs and cats in health and in
certain hematologic disorders. Cornell Vererinarian, v. 63, p. 411-423, 1973.



38

JAIN, N.C. Schalm’s veterinarian hematology. 42 ed. Philadelphia: Lea &
Febiger, 1986. 1221p.

LANG, F.; BUSCH, G.L.; RITTER, M.; VOLKL, H.; WALDEGGER, S.; GULBINS,
E.; HAUSSINGER, D. Functional significance of cell volume regulatory
mechanisms. Physiological Reviews, v. 78, p. 247-306, 1998.

MAKINDE, M.O.; BOBADE, P.A. Osmotic fragility of erythrocytes in clinically
normal dogs and dogs infected with parasites. Research in Veterinary Science,
v. 57, p. 343-348, 1994.

MAZUR, P.; ARMITAGE, W.J. Toxic and osmotic effects of glycerol on human
granulocytes. The American Journal of Physiology, v. 247, p. C382-C389,
1984.

MAZUR, P.; LEIBO, S.P.; MILLER, R.H. Permeability of the bobine red cell to
glycerol in hyperosmotic solutions at various temperatures. The Journal of
Membrane Biology, v.15, p. 107-136, 1973.

MAZUR, P.; MILLER, R.H. Permeability of the human erythrocyte to glycerol in 1
and 2 M solutions at 0 or 20 °C. Cryobiology, v. 13, n. 5, p. 507-522, 1976.

MORRIS, G.J.; GOODRICH, M.; ACTON, E.; FONSECA, F. The high viscosity
encountered during freezing in glicerol solutions: effects on cryopreservation.
Cryobiology, v. 52, n. 3, p. 323-334, 2006.

NIKOLOPOULOS, D.; MANETAS, Y. Compatible solutes and in vitro satability of
salsola soda enzymes: proline incompatibility. Phytochemistry, v. 30, p. 411-413,
1991.

NOZAKI, Y.; TANFORD C. The solubility of amino acids and two glycine peptides
in aqueous ethanol and dioxane solutions. Establishment of a hydrophobicity
scale. The Journal of Biological Chemistry, v. 246, n. 7, p. 2211-2217, 1971.

PELLERIN-MENDES, C.; MILLION, L.; MARCHAND-ARVIER, M.; LABRUDE, P.;
VIGNERON, C. In vitro study of the effect of trehalose and dextran during freezing
of human red blood cells in liquid nitrogen. Cryobiology, v. 35, p. 173-186, 1997.



39

PERK, K.; FREI, Y.F.; HERTZ, A. Osmotic fragility or red blood cells of yong and
mature domestic and laboratory animals. American Journal Veterinary
Research, v. 25, p. 1241-1248, 1964.

POLGE, C.; SMITH, A.U.; PARKES, A.S. Revival of spermatozoa after vitrification
and dehydration at low temperatures. Nature, v.164, p.666, 1949.

POLLARD, A.; WYN-JONES, R.G. Enzyme activities in concentrated solution of
glycinebetaine and other solutes. Planta, v. 144, p. 291-298, 1979.

REIS, F.G.F. Influéncia de glicerol e sorbitol sobre a dependéncia térmica da
estabilizacdo e desestabilizacdo in vitro de eritrocitos humanos. 2007. 74f.
Tese (Doutorado em Genética e Bioquimica) - Instituto de Genética e Bioquimica,
UFU, Uberlandia, 2007. Nilson Penha-Silva (Orientador).

SAKAMAKI, M.; IGARASHI, H.; NISHIYAMA, Y.; HAGIWARA, H.; ANDO, J;
CHISHIKI, T.; CURRAN, B.C.; KATAYAMA, Y. Effect of glycerol on ischemic
cerebral edema assessed by magnetic resonance imaging. Journal of the
Neurological Sciences, v. 209, p. 69-74, 2003.

SANTORO, M.M.; LIU, Y.; KHAN, S.M.A.; HOU, L.X.; BOLEN, D.W. Increase
thermal stability of proteins in the presence of naturally occurring osmolytes.
Biochemistry, v. 31, p. 5278-5283, 1992.

SCOTT, K.L.,; LECAK, J.; ACKER, J.P. Biopreservation of red blood cells: past,
present, and future. Transfusion Medicine Reviews, v. 19, p. 127-142, 2005.

TANFORD, C. Protein denaturation. C. Theoretical models for the mechanism of

denaturation. Advances in Protein Chemistry, v. 24, p. 1-95, 1970.

TIMASHEFF, S.N. Control of protein stability and reactions by weakly interacting
cosolvents: the simplicity of the complicated. Advances in Protein Chemistry, v.
51, p. 355-433, 1998.

TIMASHEFF, S.N.; ARAKAWA, T. Stabilization of protein structure by solvents. In:
Protein Structure: a practical approach. CREIGHTON, T.E. (Ed.), Oxford: IRL
Press, p. 331-345, 19809.



40

WAGNER, C.T.; MARTOWICZ, M.L.; LIVESEY, S.A.; CONNOR, J. Biochemical
stabilization enhances red blood cell recovery and stability following

cryopreservetion. Cryobiology, v. 45, p. 1563-166, 2002.

WANG, A.; ROBERTSON, A.D.; BOLEN, D.W. Effects os a naturally occurring
compatible osmolyte on the internal dynamics of ribonuclease A. Biochemistry, v.
34, n. 46, p. 15096-15104, 1995.

YANCEY, P.H. Organic osmotic effectors in cartilagionous fishes. In: R. Gilles, M.
Gilles-Baillien (Eds.). Transport Processes, lono- and Osmoregulation. p. 424-
436, Springer-Verlag, New York, 1985.

YANCEY, P.H.; CLARK, M.E.; HAND, S.C.; BOWLUS, R.D.; SOMERO, G. Living
with water stress: evolution of osmolyte systems. Science, v. 21, p. 1214-1222,
1982.

ZAVODNIK, J.B.; PILETSKAIA, T.P.; STEPURO, H. Kinetics of ethanol-induced
lysis of human erythrocytes. Biofizika, v. 39, p. 1033-1039, 1994.



	 LISTA DE TABELAS
	INTRODUÇÃO GERAL
	 RESUMO 
	 ABSTRACT
	Reagentes e equipamentos
	Determinação das curvas de transição de lise dos eritrócitos

	Análises estatísticas
	 DISCUSSÃO
	2007 Mestrado CCCA Ficha catalográfica.pdf
	                                       


