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APRESENTACAO

A estabilidade de membrana é a propriedade desse complexo biol6gico em
manter sua estrutura diante de condigcdes ou agentes que favorecam sua desintegracao.

Os agentes que promovem a desagregacdo da membrana induzem um estado de
desorganizacdo ou caos, pelo qual eles tém maior afinidade; eles sdo chamados de
agentes caotropicos. Dentre 0s agentes caotropicos, podemos citar o estresse hipotonico,
0s extremos de pH, o calor e uma série de solutos como o etanol, a uréia e o
hidrocloreto de guanidina.

Os agentes ou condi¢des gque aumentam a estabilidade de uma membrana
bioldgica sdo chamados de estabilizadores. Eles compreendem a isotonicidade, o pH
6timo, a temperatura 6tima e uma série de solutos estabilizantes como o glicerol e o
sorbitol, genericamente referidos na literatura como osmadlitos.

O Laboratério de Enzimologia da Universidade Federal de Uberlandia tem
focado suas pesquisas na avaliacdo dos efeitos de agentes caotropicos e osmolitos sobre
a estabilidade de membrana de eritrécitos humanos.

A estabilidade da membrana tem sido monitorada pela taxa de hemdlise, a qual é
determinada pela liberacdo de hemoglobina, cuja concentragdo é medida por
espectrofotometria visivel a 540 nm, uma das regides do espectro onde a hemoglobina
apresenta um pico de absorvancia.

Como as proteinas também sdo afetadas por agentes caotrépicos e estabilizantes,
é preciso investigar a influéncia desses agentes sobre o comportamento espectral da
hemoglobina. Mudangas espectrais em 540 nm associadas a curva de hemdlise
poderiam ser decorrentes de alteracGes na hemoglobina e ndo a lise de eritrocitos.

Entender a natureza das interacGes entre os componentes de dispersdes de
eritrocitos em solugbes aquosas de agentes estabilizantes e caotropicos pode permitir
escolhas racionais de solventes para estabilizacdo de células e proteinas, durante o
armazenamento em solucdo liquida ou congelada e mesmo na formulacéo de produtos
farmacéuticos.

E dentro desse contexto que essa tese faz uma revisao a respeito da estabilizacdo
e desnaturaragdo de proteinas e membranas em solugdes aquosas (capitulo 1) e
apresenta os resultados obtidos a respeito da influéncia de combinac6es de diferentes
caotropicos sobre o espectro visivel de hemoglobina humana (capitulo 2) e sobre a

estabilidade de membrana de eritrocitos (capitulo 3).



CAPITULO 1

FUNDAMENTACAO TEORICA



Estabilidade de proteinas

As proteinas sdo moléculas organicas de alto peso molecular, formadas pela
juncdo de aminoacidos por ligacdo peptidica. Elas representam cerca de 50 a 80% do
peso seco da célula. Elas sdo fundamentais para os seres vivos e podem desempenhar
diversas fungdes: sustentacdo estrutural, catdlise, hormonal, defesa, nutricdo,
coagulacdo sanguinea e transporte, dentre outras.

As proteinas apresentam organizacdo molecular em quatro niveis: primario,
secundario, terciario e quaternario. A estrutura primaria é caracterizada pela seqliéncia
de aminoécidos unidos entre si através das ligagdes peptidicas. A estrutura secundaria
refere-se a configuracdo espacial da cadeia polipeptidica em torno de uma Unica
dimensdo do espaco. A estrutura secundaria mais comum em proteinas animais € a a-
hélice. A estrutura terciaria ocorre quando a proteina se enovela em torno das trés
dimensGes do espaco. E a estrutura quaternaria é constituida pela associacdo de duas ou
mais subunidades protéicas, como ocorre na molécula da hemoglobina [NELSON e
COX, 2005].

As proteinas podem sofrer alteracdes fisico-quimicas que levam a modificacédo
ou perda de sua atividade.

A capacidade de uma proteina ou outro complexo biolégico em manter sua
estrutura é chamada de estabilidade.

O controle da estabilidade de uma proteina € muito importante para garantir sua
atividade biol6gica. Vérios fatores podem atuar ao mesmo tempo para favorecer a
manutencdo da estrutura tridimensional das proteinas: tipo de aminoécido que compde a
cadeia polipeptidica, interacdes hidrofébicas, interacdes eletrostaticas, pontes de
hidrogénio e ligacGes dissulfeto [NOSOH e SEKIGUCHI, 1990; BRANDEN e TOOZE,
1991].

A natureza do aminoacido pode alterar a flexibilidade da cadeia polipeptidica,
alterando assim a estabilidade da proteina. A glicina aumenta a flexibilidade, enquanto a
prolina [BRANDEN, TOOZE, 1991; FIELDS, 2001; FIELDS, SOMERO, 2001] e a
alanina [NOSOH, SEKIGUCHI, 1990] sdo responsaveis por uma maior rigidez da
cadeia.

A interacdo ou forca hidrofébica tem base na repulsdo entre cadeias laterais de
aminoéacidos apolares e as moléculas de &gua [TANFORD, 1962]. Em meio aquoso, a

cadeia polipeptidica se enovela protegendo essas cadeias laterais hidrofobicas do



contato com a agua [NOSOH, SEKIGUCHI, 1990]. Assim, a interacdo ou forca
hidrofobica auxilia na manutencéo da estabilidade da proteina.

As interacBes eletrostaticas também estdo associadas a manutencdo da
estabilidade de uma proteina. Elas sdo resultantes das cargas elétricas das cadeias
laterais polares ionizaveis de alguns aminoacidos. Cargas elétricas isoladas ou em pares
de mesmo sinal geram repulséo e tendem a desestabilizar a proteina. Cargas elétricas de
sinais contréarios se atraem e, conseqlientemente, aumentam a estabilidade da proteina
[NOSOH, SEKIGUCHI, 1990].

As pontes de hidrogénio entre constituintes da cadeia polipeptidica tornam as
proteinas mais estaveis por substituirem aquelas formadas com as moléculas de agua
[NELSON; COX, 2005] e as pontes dissulfeto por diminuirem a mobilidade da cadeia
polipeptidica [NOSOH, SEKIGUICHI, 1990; BRANDEN, TOOZE, 1991].

A estrutura da proteina é um fator muito importante em sua atividade, pois se ela
¢ alterada a proteina torna-se inativa. Esse processo de alteracdo da forma da proteina é
denominado desnaturacdo. A desnaturacdo é um processo geralmente irreversivel que
consiste no comprometimento das estruturas quaterndria, terciaria, secundaria e até
mesmo primaria de uma proteina.

Assim, uma proteina pode estar no estado nativo (N), em que apresenta a funcéo
para a qual foi produzida, ou no estado desnaturado (D), em que ndo apresenta uma
funcéo especifica, embora ainda seja uma fonte de aminoécidos, que podem ser usados
no catabolismo energético e em VAarios processos de biossintese [NELSON e COX,
2005].

Em solucdes essencialmente aquosas, o estado desenovelado deveria prevalecer
sobre o estado nativo por ter entropia conformacional mais elevada [TANFORD, 1962;
TANFORD, 1963; NOZAKI e TANFORD, 1963; TIMASHEFF e ARAKAWA, 1989].
Porém, o estado N tende a prevalecer sobre o estado D. Tal fato se deve a interacdo da
proteina com as moléculas de dgua [TIMASHEFF e ARAKAWA, 1989]. Em meio aquoso
as moléculas de agua se organizam em camadas de hidratacdo ao redor das proteinas. Como
mostra a Figura 1.1, no estado D ha maior superficie de exposicdo ao solvente e a energia
requerida para sua hidratacdo é maior. O estado N é favorecido por ter menor superficie
exposta ao solvente e, portanto, por necessitar de menos energia para sua hidratacdo
[FONSECA et al., 2006].



A baixa entropia conformacional do estado N € compensada pela menor energia
livre de hidratacdo. Assim, o estado N é favorecido e mais estdvel em meio
essencialmente aquoso [TIMASHEFF e ARAKAWA, 1989].

Vérios fatores, como temperatura, pH e a presenga e concentracdo de solutos
podem afetar o equilibrio N-D, promovendo estabilizacdo (do estado N) ou
desnaturacdo [FONSECA et al., 2006].

O calor aumenta a entropia vibracional dos grupamentos da proteina, o que
favorece a ruptura das ligacdes ndo covalentes que estabilizam o estado N, promovendo
sua desnaturacdo. A quebra de ligacdes pela vibracdo de grupos deve constituir um
processo endotérmico. Como esse aumento na entropia vibracional esta associado ao
gasto de calor envolvido na quebra das ligacdes do estado nativo, pode-se dizer que o
aumento na entalpia é compensado por um aumento de entropia, 0 que poderia ser a
base da compensacdo entalpia-entropia verificada para os processos de desnaturagéo
térmica de proteinas [COOPER, 1999].

O pH é determinado pela concentragéo relativa dos jons H* de uma solucéo e sua
mudanca afeta o equilibrio de ionizacdo de grupos acidos e basicos de uma proteina.
Desse modo, mudangas no pH véo afetar a distribuicdo de cargas de uma proteina e,
consequientemente, as interacdes eletrostaticas entre grupos da proteina, entre a proteina
e o0 solvente e entre as proprias moléculas do solvente [DILL e SHORTLE, 1991;
TANFORD, 1962; YANG e HONIG, 1992; CHI et al., 2003].

A presenca de solutos pode afetar o equilibrio entre os estados N e D. Os
solutos caotropicos tais como uréia e hidrocloreto de guanidina favorecem o estado D e
podem, assim, comprometer a atividade bioldgica da proteina. A acdo caotrdpica da
uréia pode ser decorrente da reducgéo do efeito hidrofobico (efeito direto) [BRESLOW e
GUO, 1990] e da reducdo do custo energético envolvido na formacdo da camada de
hidratacdo em torno da proteina (efeito indireto) [NOZAKI e TANFORD, 1963; TSAlI,
GERSTEIN e LEVITT, 1996]. O mecanismo direto resulta da interacdo da uréia com
componentes polares e ndo-polares da proteina [BENNION, DAGGETT, 2003; HUA et
al., 2008], favorecendo a desenovelamento da proteina. No mecanismo indireto a uréia
deslocaria moléculas da camada de agua e, possivelmente, formaria cavidades,
denominadas clatratos, delimitadas por moléculas de agua no préprio solvente.
Proteinas e/ou peptideos poderiam se encaixar nessas cavidades com menor custo
energético [TSAI, GERSTEIN e LEVITT, 1996]. Assim, o deslocamento de moléculas

da camada de hidratacdo e/ou a formacédo de clatratos diminuiriam o custo energético
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para a formacdo da camada de hidratacdo, favorecendo o estado D [TAYLOR et al.,
1995].

Porém, o mecanismo de acdo desses caotrdpicos ainda permanece controverso
[NOZAKI e TANFORD, 1963; TIMASHEFF, 1998; BENNION e DAGGETT, 2003;
SCHELLMAN, 1978; CAMILLONI et al., 2008; ALMARZA et al., 2009; ROSSKY,
2008].

Outro potencial agente caotrépico é o etanol. Ao se misturar com a agua, ele
acomoda melhor no solvente os grupos apolares da proteina, reduzindo a forca
hidrofébica e favorecendo o estado desnhaturado [WANG, ROBERTSON e BOLEN,
1995].

Assim, os caotrdpicos tendem a favorecer o estado desnaturado de uma proteina
por reduzir a energia livre do estado D em relagéo ao estado N.

Os osmdlitos sdo moléculas de baixo peso molecular que favorecem as proteinas
no estado nativo. O mecanismo de acdo ainda ndo esta totalmente esclarecido. Os
modelos encontrados na literatura inferem que os osmolitos sdo excluidos da superficie
da proteina porque interagem de forma desfavoravel com o esqueleto peptidico dela
[ATTRI, VENKATESU, LEE, 2010]. Como a exposi¢do do esqueleto peptidico & maior
no estado D, tal estado seria desfavorecido pelo aumento de energia livre [LIU,
BOLEN, 1995]. Quando os osmdlitos sdo excluidos, eles deixam para tras uma camada
de moléculas de agua ao redor da proteina [GEKKO, TIMASHEFF, 1981;
TIMASHEFF, ARAKAWA, 1989; TIMASHEFF, 1992; TIMASHEFF, 2002]. A
formacgdo dessa camada de hidratacdo envolve gasto de energia. Quanto maior a
proteina maior serd a camada de hidratacdo e, consequentemente, maior 0 custo
energético. Isso faz com que as proteinas do estado N sejam mais estaveis porque, em
geral, sdo mais compactas do que aquelas no estado D [ARAKAWA, 1989;
TIMASHEFF, 1992; BASKAKOQV, BOLEN, 1998; TIMASHEFF, 2002].

A estabilizacdo e a desnaturacdo de proteinas sdo temas de grande interesse
fisiolégico [STOREY, 1996], terapéutico [WELCH e BROWN, 1996; BROWN,
HONG-BROWN e WELCH, 1997] e biotecnoldgico [PANEK, 1995 e LEE, 2000]. A
natureza complexa da estabilizacdo e desnaturacdo de proteinas tem sido revista em
varios trabalhos [KAUZMANN, 1959; TANFORD, 1968; PRIVALOV e GILL, 1988;
DILL e SHORTLE, 1991; TIMASHEFF, 1998; SHELLMAN, 2002; FONSECA et al.,
2006].



Estabilidade de membranas

As membranas sdo componentes importantes de todas as células. A membrana
plasmatica serve como barreira de permeabilidade, permitindo a celula manter uma
composicao diferente nos meios intra e extracelular. A membrana plasmatica também
contém enzimas, receptores e antigenos que interagem com a matriz extracelular, com
outras células, com horménios e outros agentes reguladores no liquido extracelular. As
membranas também delimitam as organelas, dentro das quais ocorrem processos
quimicos especificos [BERNE et al, 2004].

Os constituintes mais abundantes nas biomembranas séo proteinas e lipidios.
Dentre os lipidios se destacam os fosfolipidios. O fosfolipidio possui um grupo terminal
polar e duas cadeias ndo-polares e hidrofébicas de acidos graxos. No meio aquoso, 0s
fosfolipidios tendem a manter suas cadeias polares expostas e orientar suas cadeias
hidrofobicas de acidos graxos para longe do contato com a agua [BOON, SMITH,
2002]. Assim, quando dispersos em &gua, eles formam de modo espontadneo uma
bicamada lipidica.

As proteinas sdo também abundantes nas membranas na forma de proteinas
integrais ou periféricas [LAGUE et al., 2001]. As proteinas periféricas associam-se as
membranas por intermédio de interacBes eletrostaticas com as proteinas integrais. Em
situacGes em que a composi¢cdo do meio é alterada, as proteinas periféricas sdo muitas
vezes removidas da membrana. As proteinas integrais estdo embebidas nas membranas
por intermédio de interacGes hidrofébicas com o interior da membrana. Tais interaces
podem ser quebradas por detergentes, os quais solubilizam as proteinas integrais,
interagindo hidrofobicamente com as cadeias laterais ndo-polares dos aminoacidos
[BERNE et al, 2004].

O “modelo de mosaico fluido” foi proposto para descrever a estrutura das
membranas. Como o modelo sugere, as membranas celulares sdo estruturas fluidas e
muitos de seus constituintes estdo livres para sofrerem difusdo lateral no plano da
membrana [FRICK et al., 2007; SINGER, 1974], além de translacdo e rotacédo ao redor
do préprio eixo [GOLDSTEIN, 1984]. Tal processo ocorre em decorréncia da presenca
de ligac@es fracas entre as moléculas (ligagdes de van der Waals e pontes de hidrogénio)
e auséncia de ligagcdes fortes (covalentes) [MURRAY, GRANNER, 2002]. Ja o
movimento entre monocamadas acontece em frequéncias muito baixas e é limitado para

componentes hidrofilicos pelo interior ndo-polar da dupla camada lipidica



As membranas biolégicas sdo complexos organizacionais que devem manter
suas estruturas para preservacdo de suas funcdes. E através da manutencdo de
caracteristicas proprias das membranas, como fluidez e estabilidade, que a célula
suporta estresses externos e garante sua integridade e funcionalidade.

A capacidade de uma membrana bioldgica em manter sua estrutura diante de
agentes ou condi¢des caotropicas é definida como estabilidade. Uma baixa estabilidade
de membrana vai determinar alteracdes estruturais que comprometerao suas fungoes.

A fluidez é essencial para varias funcdes celulares [GARCIA et al., 2005]. Ela
aumenta a medida que se vai do estado sélido para o estado liquido.

A organizacdo de uma membrana bioldgica exige um nivel intermediario de
fluidez, entre o estado sélido e o estado liquido, que pode ser designada de fluidez
critica (Figura 1.2).

A membrana deve congregar a estabilidade necessaria para sua preservacao com
um nivel de elasticidade necessario para que as células sofram as alteracdes
conformacionais exigidas pelo exercicio de funcdes complexas, como a transducéo de
sinais hormonais para moléculas no interior da célula, onde elas vao regular funcdes
celulares relacionadas com o metabolismo, a diferenciagio e a proliferacdo
[SINENSKY, 1974].

Assim, tanto aquém quanto além da fluidez critica, a membrana perde
estabilidade e funcionalidade. Os prejuizos a funcionalidade ndo sdo somente
determinados pelas situacOes externas extremas. Uma diminuicdo ou aumento
exagerado no teor de colesterol pode levar a disfuncGes nas células [CALISKAN et al.,
2000].

O controle da fluidez critica depende de mecanismos homeostaticos como o
balanco na razéo do teor de colesterol e acidos graxos saturados (SFA) de fosfolipideos
em relacdo ao teor de acidos graxos insaturados (UFA) de fosfolipidios [CRIBIER et
al., 1993]. A magnitude da atracdo entre os acidos graxos saturados é maior do que
entre os insaturados. Uma elevacdo nos teores de acidos graxos insaturados (nos
fosfolipideos) aumenta a fluidez das membranas enquanto uma elevagdo no teor de
acidos graxos saturados e de colesterol reduz a fluidez das membranas. Um aumento
excessivo no teor de UFA e/ou uma diminui¢do exagerada no teor de colesterol pode
promover fusdo da membrana, tornando-a sujeita a lise por fusibilidade. Por outro lado,
um aumento excessivo no teor de SFA e/ou de colesterol vai promover rigidificacdo de

membrana, tornando-a sujeita a lise por friabilidade (Figura 1.2).



Fatores ambientais também interferem na estabilidade e funcionalidade das
membranas. Entre os fatores ambientais importantes estdo as especies reativas do
oxigénio (ROS). O superdxido, produzido na mitocondria, pode ser convertido pela
catalase em perdxido de hidrogénio, o qual pode formar em diferentes locais do
organismo o radical hidroxila, que vai ativar cascatas de lipoperoxidagdo [HENSLEY et
al., 2000; GONSETTE, 2008]. Quando as ROS sdo formados em quantidade que
excede as defesas antioxidantes, eles geram um estado chamado de estresse oxidativo e
promovem danos em &cidos nucléicos, proteinas e lipidios [GILGUN-SHERKI et al.,
2004].

Dessa forma, as ROS constituem uma ameaca as membranas bioldgicas. Os
acidos graxos polinsaturados (PUFA) de membranas constituem as estruturas mais
vulnerdveis a esses danos, sendo alvo do processo de lipoperoxidacdo [BEGUM;
TERAO, 2002]. Tal processo determinara reducdo na fluidez e comprometimento das
fungdes celulares.

O calor é outro agente que também aumenta a fusibilidade de membrana
(Figura 1.2). Em organismos endotérmicos o calor ndo produz impacto importante
sobre a estabilidade de membrana, diferentemente de organismos ectotérmicos. Para
controle da fluidez critica de suas membranas, microorganismos que t€ém seu ‘habitat’
em regides de altas temperaturas tém maior teor em acidos graxos saturados em seus
fosfolipidios de membrana do que organismos que vivem sob temperaturas mais amenas
[YATVIN, 1977].

Outro fator ambiental importante € a presenca de solutos estabilizantes e
desestabilizantes. Tais solutos mudam o comportamento fisico-quimico das membranas.
O efeito de solutos na estabilidade de membrana tem sido estudado em eritrocitos
humanos. Tal comportamento tem sido analisado através de experimentos que incluem
0 choque hipotbnico [JAIN, 1986; CUNHA et al., 2007; PENHA-SILVA et al., 2007;
DE FREITAS et al., 2010, MASCARENHAS-NETTO, 2009] e a acdo de solutos
estabilizantes e caotropicos como o etanol (associado ou ndo a outros solutos)
[GOUVEA-E-SILVA, 2006; CUNHA et al., 2007; PENHA-SILVA et al., 2008;
ARVELOQOS, 2010].

A producdo e concentracdo de solutos organicos de baixa massa molecular,
denominados osmolitos € uma estratégia bioldgica de manutencdo da estabilidade
celular amplamente preservada em diferentes tipos de organismos [BOROWITZA e
BROWN, 1974, BOWLUS e SOMERO, 1979; POLLARD e WYN JONES, 1979;
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YANCEY et al., 1982; YANCEY, 1985; NIKOLOPOULOS e MANETAS, 1991,
SANTORO et al., 1992; BOLEN, 2004].

A osmoestabilizacdo é uma estratégia usada em procedimentos biotecnoldgicos,
como a criopreservacdo 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 acao estabilizadora do osmdlito sobre as membranas bioldgicas é
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 solvofobico
[TIMASHEFF e ARAKAWA, 1989; TIMASHEFF, 1998] ou osmofobico [BOLEN e
BASKAKOV, 2001].

A osmoestabilizacao de eritrocitos ocorre com contracdo de volume e alteracdes
morfologicas que podem ser revertidas apés a diluicio 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 morfoldgicos, um expandido ou relaxado (R), presente nas condi¢Ges naturais
do sangue, e um estado condensado ou tenso (T), presente em altas concentragdes de
osmolitos.

A existéncia desses dois estados foi considerada no modelo elaborado em nosso
laboratério (Figura 1.3) [AVERSI-FERREIRA, 2004; GOUVEA-E-SILVA, 2006;
CUNHA et al., 2007; PENHA-SILVA et al., 2008]. O que motivou a idealizagéo do
modelo foi o padrdo de dependéncia da percentagem de lise de eritrcitos humanos em
funcdo da concentragéo de etanol (Figura 1.4).

Com um aumento moderado na concentracdo de etanol, os eritrocitos do estado
R poderiam sofrer lise (rota 1 da Figura 1.3), segundo uma curva sigmoidal crescente

caracterizada pelo seu ponto de meia-transicao, D50R (Figura 1.4A). Com um aumento

mais expressivo na concentracdo de etanol, os eritrcitos sofreriam estabilizacdo (rota 2
da Figura 1.3), com geracdo do estado T, segundo uma curva sigmoidal decrescente

caracterizada pelo seu ponto de meia-transicao, S50T (Figura 1.4B). Um aumento ainda

mais expressivo na concentracdo de etanol levaria a lise do estado T dos eritrécitos (rota
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3 da Figura 1.3), segundo uma curva crescente de transicdo sigmoidal caracterizada
pelos valores de D__ (Figura 1.4B) [AVERSI-FERREIRA, 2004; GOUVEA-E-

SILVA, 2006; CUNHA et al., 2007; PENHA-SILVA et al., 2008].

O tipo de rota a ser ativado seria determinado por fatores como a natureza do
soluto incorporado na solucdo salina fisiologica, a temperatura e a pressdo osmética.

O etanol, em solucgdo salina fisiolégica, produz aumento da pressdo osmética e
diminuicdo da forca hidrofobica. Esses dois eventos devem contribuir para promogéo da
lise do estado R dos eritrécitos em funcdo do aumento na concentracdo de etanol, que é
representada pela rota 1 do modelo (Figura 1.3). Possivelmente, a lise do estado R do
eritrécito, promovida pela acdo do etanol, se deve a deshaturacdo da membrana. O
etanol, que é um agente caotropico de proteinas, tem sua acdo fundamentada na
atenuacdo da forca hidrofébica e em sua capacidade de acomodar melhor no solvente as
cadeias laterais apolares dos aminodcidos [NOZAKI e TANFORD, 1971,
CASTRONUOVO et al., 1999; WANG, ROBERTSON e BOLEN, 1995]. A ac&o sobre
a pressdo osmotica deve ter um significado bem menor, praticamente insignificante,
neste caso, uma vez que concentracdes muito baixas de etanol sdo capazes de promover
50% de lise dos eritrécitos humanos, mas concentra¢gbes muito mais altas de glicerol
ndo promovem lise rapida dos eritrocitos nas condigdes do ensaio [FINOTTI, 2006].

A adicdo de etanol, em concentracfes superiores aguela que causa 100% de
hemolise, levaria a mudanca na fase interna do eritrocito. Deve haver remogéo de agua
de seu interior, em decorréncia do aumento da pressdo osmatica provocado pela adi¢do
de etanol, o que levaria a uma contracdo de volume do eritrdcito, que seria tanto mais
intensa quanto maior for a concentracdo de etanol. Assim, o eritrocito passaria do estado
R para o estado T (rota 2 da Figura 1.3). A contracdo do eritrocito promoveria
aproximacdo dos lipidios de membrana e intensificacdo das atracdes de van der Waals
no seu interior, levando ao segundo efeito do etanol, a estabilizacdo dos eritrocitos
(Figura 1.4B). Realmente, na presenca de concentracfes elevadas de agentes
cosmotropicos, que elevam substancialmente a pressdo osmotica, 0s 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 adicdo de mais etanol, a pressao do meio externo vai aumentar

até a promocao do terceiro efeito do etanol (rota 3 da Figura 1.3), a lise do estado T dos
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eritrécitos, promovida pela alta pressdo osmética e a acdo caotrdpica do etanol (Figura
1.4B).

A temperatura pode interferir sobre os trés estados dos eritrcitos, pela classica
acdo desnaturante do calor e pelo aumento da pressdo osmdtica do meio. O calor
aumenta a energia vibracional térmica dos constituintes quimicos da membrana, o que
enfraquece as atragcdes ndo covalentes, sejam elas iénicas, de hidrogénio ou de van der
Waals. Como a pressdao osmotica tem dependéncia direta com a temperatura, um
aumento na temperatura deve intensificar os efeitos promovidos pelo aumento da
pressao osmatica. Assim, a temperatura pode intensificar os trés efeitos produzidos pelo
etanol [CUNHA et al., 2007].

O hidrocloreto de guanidina e a uréia sdo também agentes caotropicos. E
provavel que eles reproduzam o0 mesmo comportamento do etanol mostrado na Figura
1.3. Arvelos [2010] evidenciou o comportamento do agente caotrépico hidrocloreto de
guanidina sobre a estabilidade de membrana de eritrécitos humanos, na auséncia e na
presenca de outras condi¢cdes caotrépicas, como etanol, temperatura e hipotonicidade.
De fato, como era esperado, as combinagdes de hidrocloreto de guanidina com calor e
etanol produziram sempre efeitos caotropicos sinérgicos sobre a lise de eritrdcitos.

O duodecil-sulfato de sodio (SDS) € um caotropico com acdo detergente. Ele
promove desnaturacdo de proteinas [TANFORD, 1968; MOOSAVI-MOVAHEDI,
2005; LIU et al., 2007] e de membranas biolégicas [HELENIUS e SIMONS, 1975]. A
hemolise promovida por surfactantes pode ocorrer por lise osmoética e por solubilizagdo
da membrana [BIELAWISKI, 1990; ISOMAA, 1979; MAHER e SINGER, 1984;
SHALEL et al., 2002]. Embora a lise de eritrocitos por detergentes seja trivialmente
estudada na auséncia de reconstituicdo da concentragdo de albumina do sangue, a
presencga de concentragdes de albumina da ordem daquela presente no plasma humano
mostrou uma forte acdo protetora devida a sua capacidade em ligar as moléculas do
detergente [FONSECA, 2010; FONSECA et al., 2010].

A composicdo, estrutura e comportamento das membranas também podem ser
modificados em funcdo de processos fisioldgicos e patoldgicos. O estudo das
membranas dos eritrocitos reflete as mudancas que estdo ocorrendo também em outras
membranas do organismo.

Fatores como volume, tamanho e forma do eritrécito, mas também a composicdo
quimica e a viscoelasticidade de suas membranas e a natureza da hemoglobina séo

importantes na determinagdo da estabilidade das células vermelhas do sangue [JAIN,
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1986; PERK, FREI e HERZ, 1964]. Todos esses fatores, em especial o controle ativo do
volume celular, tém importancia in vivo na determinacao da estabilidade dos eritrcitos
[MAKINDE e BOBADE, 1994].

A estabilidade de membrana também depende da intensidade e velocidade de
degeneracéo de seus constituintes estruturais pelas agressdes advindas do ambiente e do
préprio metabolismo celular. O envelhecimento leva a alteracdo na composicdo de
fosfolipidios e no padrdo de assimetria da membrana de eritrocitos [RIFKIND et al.,
1983], 0 que pode afetar as propriedades elétricas da membrana e o equilibrio entre
célula e 0 meio [MUTUS et al., 2000]. O teor de acidos graxos insaturados diminui
[PRISCO et al., 1991; BECKMAN, AMES, 1998] e o de &cidos graxos saturados
aumenta com a idade [PRISCO et al., 1991]. De fato, uma maior estabilidade dos
eritrécitos foi encontrada contra estresse hipoténico e desnatura¢do por etanol com o
aumento da idade [PENHA-SILVA et al., 2007].

A vinculacdo da inflamacdo com a patogénese da esclerose multipla suscitou na
literatura a iniciativa de investigar o uso de estatinas no tratamento da doenca, dadas as
propriedades antiinflamatorias e imunomoduladoras descritas para aquelas drogas em
adicdo aos seus reconhecidos efeitos no abaixamento da colesterolemia. As estatinas
parecem interferir na composi¢do e comportamento de membranas. Em seu estudo, De
Freitas et al. [2010] mostrou que portadoras de esclerose multipla que ndo faziam uso
de sinvastatina apresentaram eritrocitos menos estaveis contra hipotonicidade e contra a
acdo do etanol que as voluntarias sem a doenca. O uso da estatina elevou a estabilidade
de eritrocitos contra etanol em portadoras de esclerose maltipla, tornando-a semelhante
aquela das voluntarias sem a doenca.

Alteracdes nos lipidios de membrana dos eritrécitos (maiores quantidades de
lipidios totais e colesterol) foram relatadas ha muitos anos em pacientes esquizofrénicos
e depressivos [STEVENS, 1972]. Mais recentemente, 0 aumento na estabilidade de
eritrocitos foi relacionado com fatores que desencadeariam 0s processos depressivos,
tais como a hiper-homocisteinemia [MASCARENHAS NETTO, 2009]. A associacdo
entre 0 aumento na estabilidade de membrana observada neste trabalho e a elevagédo na
homocisteinemia seria a ocorréncia de mudancas na composic¢éo lipidica da membrana,
com aumento na proporcdo entre acidos graxos saturados e insaturados. Embora
nenhuma mudanga comparavel tenha sido observada em hemacias de individuos com
disturbio bipolar [SENGUPTA et al., 1981], parece haver associa¢do entre distdrbios

psiquiatricos e estrutura e composicao da membrana de eritrocitos.

13



Uma relacdo entre a estabilidade de membrana de eritrocitos também foi
encontrada com a entropia aproximada do tremor fisiologico [MANSUR et al., 2010].

Na condicdo de obesidade e sobrepeso ocorre aumento da geracdo de espécies
reativas do oxigénio o que também est4 associado com mudancas nas propriedades
fisico-quimicas das membranas. Individuos obesos ou com sobrepeso, em comparagao
com individuos magros, apresentam menor hemolise das hemécias induzida por radicais
livres e menor relacdo entre glutationa reduzida e oxidada, enquanto a taxa de danos
causados pelos radicais livres foi aumentada; o conteudo de fosfolipidios também
diminuiu; a relacdo entre colesterol e fosfolipidios aumentou e houve reducdo da fluidez
da membrana [CAZZOLA et al., 2004].

Alteracbes na estrutura, composicdo e comportamento da membrana dos
eritrocitos também acontecem em diversos tipos de hemoglobinopatias, exercicios
fisicos, dieta, ingestdo de etanol e interacdo com praguicidas [BATISTA et al., 2006;
GOUVEA-E-SILVA, 2006; MARIGLIANO et al., 1999;: MAZZANTI et al., 2002;
PENHA-SILVA et al., 2007; SRINIVASAN, KEMPAIAH, 2006; FONSECA, 2010;
FONSECA et al., 2010].

Considerac0es finais

A composicdo e estrutura da membrana de eritrocitos refletem, em alguma
extensdo, processos que também estariam ocorrendo em varios outros lugares no
organismo. Por essa razdo e por causa de sua disponibilidade é que as membranas de
eritrocitos tém sido freglientemente usadas como modelo de estudo de processos fisico-
quimicos, fisiolégicos e patoldgicos.

Além disso, as implicacGes da adicdo de solventes organicos na estrutura de
proteinas e membranas podem ter aplicacdes praticas tanto no laboratério de pesquisa
guanto na industria. O exemplo mais amplamente conhecido dessa aplicabilidade é a
osmoestabilizacdo de eritrdcitos e hemoderivados.

Entretanto, uma compreensdo inequivoca da influéncia da composi¢do do meio
sobre a estabilidade de eritrécitos humanos exige necessariamente a compreensdo da

influéncia desse meio no comportamento das proteinas do plasma e dos eritrocitos.
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Figura 1.1. lustracdo de moléculas de agua (esferas em cinza) formando uma camada
de hidratacdo ao redor de uma proteina (estruturas retangulares escuras) tanto no estado
nativo (a) como no estado desenovelado (b). Pode-se perceber que no estado nativo, por
estar mais compactada, a superficie da proteina em contato com o solvente é menos
extensa e, conseqientemente, a camada de hidratacdo que se forma ao redor desse

estado é menor que a formada ao redor do estado desenovelado [FONSECA et al.,
2006].
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Figura 1.3. Acbes do etanol sobre eritrocitos em solucdo salina fisiolégica. Os
eritrécitos existiriam em um estado morfoldgico expandido (R) e em um estado
condensado (T). Cada estado morfolégico seria constituido por um conjunto de
diferentes formas. Baixas concentracdes de etanol causariam lise do estado R (rota 1).
ConcentracBes intermedidrias de etanol causariam deslocamento do estado R dos
eritrocitos para o estado T (rota 2), por aumento na pressdao osmotica. Altas
concentragfes de etanol causariam lise do estado T (rota 3) [CUNHA et al., 2007;
PENHA-SILVA et al., 2008].
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Figura 1.4. Dependéncia da lise de eritrocitos com a concentragdo de etanol. Condigdes
experimentais: em solugédo salina fisiologica e a 37 °C. A lise por etanol do estado R
dos eritrocitos, caracterizada pela concentracdo de etanol que promove 50% de lise
(DSOR) do estado R, esta mostrada a esquerda (A). A geracdo do estado estabilizado T

dos eritrdcitos, promovida pelo aumento na concentragdo de etanol, caracterizada pelo

seu ponto de meia-transi¢cao (SSOT), seguida pela lise induzida por etanol do estado
estabilizado T, caracterizada pelo seu ponto de meia-transi¢do transicéo (DSOT) estdo

mostradas a direita (B) [GOUVEA-e-SILVA, 2006; CUNHA et al., 2007; PENHA-
SILVA et al., 2008].
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RESUMO

Influéncia de combinacgdes de diferentes caotrdpicos no espectro visivel da

hemoglobina

O presente estudo teve por objetivo investigar a influéncia de combinac6es de
uréia, etanol e hipotonicidade sobre a estabilidade e o espectro visivel de hemoglobina
humana. Protocolos com incubacdo em tempo fixo de 30 minutos a 37 °C foram
utilizados para analisar o espectro visivel de hemoglobina comercial e de hemoglobina
obtida do sangue venoso de 20 voluntarios saudaveis. O espectro visivel da
hemoglobina obtida em nosso laboratério foi compativel com o da oxiemoglobina e sua
estabilidade foi monitorada a 540 nm, enquanto o espectro da hemoglobina comercial
foi compativel com o da metemoglobina e sua estabilidade foi monitorada a 630 nm.
ConcentracOes de 0-5 M de uréia, 0-20% (v/v) de etanol na auséncia e na presenca de
1,5 M de uréia e 0-1 g/dL de NaCl na auséncia e na presenca de 1 M de uréia
produziram alteracGes discretas no espectro visivel da oxiemoglobina. Entretanto, além
de 5 M de uréia e 20% de etanol a oxiemoglobina sofreu alteracBes espectrais
provavelmente associadas a formacdo de desoxiemoglobina e em seguida a sua
desnaturagdo. A metemoglobina apresentou uma maior vulnerabilidade aos efeitos dos
caotrépicos estudados. Como as transi¢fes de hemolise de eritrécitos a 37 °C ocorrem
abaixo de 5 M de uréia e 20% (v/v) de etanol, elas devem sofrer apenas contribui¢des

espectrais discretas desses caotropicos sobre a oxiemoglobina.

Palavras-chave: hemoglobina, espectro visivel, etanol, uréia, estresse hipoténico
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ABSTRACT

Influence of combinations of different chaotropes in the visible spectrum of

hemoglobin

This study aimed to investigate the influence of combinations of urea, ethanol
and hypotonicity on the stability and spectrum of human hemoglobin. Protocols with
fixed incubation time of 30 minutes at 37 °C were used to analyze the spectra of
commercial hemoglobin and hemoglobin of venous blood obtained from 20 healthy
volunteers. The visible spectrum of hemoglobin obtained in our laboratory was
consistent with that of hemoglobin and its stability was monitored at 540 nm, while the
spectrum of commercial hemoglobin was consistent with that of metahemoglobin and
its stability was monitored at 630 nm. Concentrations of 0-5 M urea, 0-20% (V/V)
ethanol in the absence and presence of 1.5 M urea and 0-1 g/dL NaCl in the absence and
presence of 1 M urea produced discrete changes in the visible spectrum of hemoglobin.
However, beyond 5 M urea and 20% ethanol, oxyhemoglobin underwent spectral
changes probably associated with the formation of desoxyhemoglobin and then its
denaturation. Metahemoglobin showed greater vulnerability to the effects of chaotropic
studied. As the transitions of hemolysis of erythrocytes at 37 °C occur below 5 M urea
and 20% (V/V) ethanol, they should suffer only discrete spectral contributions of the
effects of these chaotropes on oxyhemoglobin.

Keywords: hemoglobin, visible spectrum, ethanol, urea, hypotonic stress

33



INTRODUCAO

Véarios compostos, entre eles solventes organicos, sdo usados para desnaturar
proteinas em solugdes [KAUZMANN, 1959; TANFORD, 1968; HERSKOVITS e
JAILLET, 1969]. Solventes organicos alteram a estrutura nativa das proteinas por
perturbar as interacbes entre as cadeias laterais apolares de aminoacidos
[HERSKOVITS e JAILLET, 1969].

A estabilizacdo e a desnaturacdo de proteinas sdo temas de grande interesse
fisiologico [STOREY, 1996], terapéutico [WELCH e BROWN, 1996; BROWN,
HONG-BROWN e WELCH, 1997] e biotecnolégico [PANEK, 1995; LEE, 2000;
TREJO e HARTE, 2010]. A natureza complexa da estabilizacdo e desnaturacdo de
proteinas tem sido revista em varios trabalhos [KAUZMANN, 1959; TANFORD, 1968;
PRIVALOV e GILL, 1988; DILL e SHORTLE, 1991; TIMASHEFF, 1998;
SHELLMAN, 2002; FONSECA et al., 2006; ROSSKY, 2008; CANCHI, PASCHEK ¢
GARCIA, 2010].

Existem pequenas diferencas na desnaturagdo por solventes organicos em
diferentes proteinas. Assim, solventes organicos podem ser usados para proteger ou
desnaturar uma proteina especifica em solugdo contendo varias proteinas [ASAKURA,
ADACHI e SCHWARTZ, 1978].

A hemoglobina é uma das mais estudadas proteinas humanas. A hemoglobina
humana majoritaria em adultos é a A2 formada pela associagdo de quatro subunidades,
duas designadas como o e as outras duas como . Cada subunidade é constituida pela
ligacdo da cadeia globular de globina a um grupo heme. O grupo heme é constituido por
uma porfirina ligada a um atomo de ferro na forma reduzida (Fe®") ou na forma oxidada
(Fe*"). A forma reduzida (Fe®") é a Gnica capaz de ligar-se a O,. Quando est unida ao
oxigénio denomina-se oxiemoglobina e, quando ndo contem oxigénio, denomina-se
desoxiemoglobina. A hemoglobina que tem o ferro do grupo heme na forma oxidada
(Fe*") é designada como metemoglobina ou ferrinemoglobina, a qual é incapaz de unir-
se ao O, [NELSON, COX, 2005].

As diferentes formas de hemoglobina se distinguem por seus espectros de
absorcdo, embora a maior parte delas tenha seus picos de absorcéo entre 480 e 660 nm.
Ao alterar o estado redox da hemoglobina, mudam-se também algumas de suas
caracteristicas fisico-quimicas, incluindo as propriedades épticas de maior absorcdo. A

oxiemoglobina tem seus picos de absorcdo méxima em 542 e 577 nm e a
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metemoglobina em 500 e 630 nm. J& a desoxiemoglobina tem seu pico de absorcao a
560 nm.

Os solventes organicos podem estabilizar, desestabilizar e mesmo ndo apresentar
efeito algum sobre a hemoglobina [ASAKURA, ADACHI e SCHWARTZ, 1978].

A desnaturacdo da hemoglobina por uréia tem comportamento semelhante ao de
outras proteinas globulares de cadeia Unica [ELBAUM, PANDOLFELLI e
HERSKOVITS, 1974]. Na presenca de concentra¢fes baixas até moderadas de uréia, a
hemoglobina se dissocia sem alteragfes significativas na conformacdo de seus
mondmeros [WU, HUANG, 1930 e WU, YANG, 1932 apud SINKO, KAUZMANN,
1962; STEINHARDT, 1938]. Porém, concentracdes maiores levam a desnaturacdo das
subunidades da hemoglobina [FLORY, 1957; PELLER, 1959].

Para que a hemoglobina possa ser usada como monitor em estudos sobre efeitos de
solutos sobre a estabilidade de eritrécitos [CUNHA et al., 2007; PENHA-SILVA et al.,
2008], é preciso identificar as alteracdes espectrais decorrentes dos efeitos desses solutos
sobre a hemoglobina e diferencia-las daquelas alteracGes de fato associadas & hemdlise.

E neste sentido que o presente trabalho analisa a influéncia da combinacéo de
diferentes caotropicos na curva espectral e na estabilidade de oxiemoglobina e de

metemoglobina humanas.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Uberlandia. Ele teve a participacdo de 20 voluntarios saudaveis
de ambos os sexos e idades entre 20 e 35 anos. Foram excluidos da pesquisa individuos
portadores de doencas degenerativas, fumantes, etilistas e usuarios de drogas licitas ou

ilicitas.

Reagentes e equipamentos

Os reagentes (NaCl, uréia e etanol) foram da marca Synth, com 99,9% de
pureza, sendo a mesma corrigida no preparo das solugdes. A metemoglobina utilizada foi
adquirida da Sigma (Saint Louis, MO, EUA). As medidas de volume foram realizadas em
pipetas graduadas de vidro refratario e pipetas automaticas (Labsystems, modelo
Finnpipette Digital, Helsinki, Finlandia). As medidas de massa foram feitas em uma

balanca digital (AND, modelo 870, Japdo). As incubacbes foram feitas em banho
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termostatizado (Marconi, modelo MA 184, Piracicaba, SP, Brasil). A centrifugacéo foi
realizada em centrifuga Hitachi Koki (modelo CF15RXII, Hitachinaka, Japdo). As
analises espectrofotométricas foram feitas em espectrofotdbmetro Shimadzu (modelo
UV1650TC, Japéo).

Coleta das amostras de sangue

Amostras de quatro mL de sangue foram coletadas por puncéo intravenosa, apos
jejum de 8 a 12 horas, em tubos evacuados contendo 50 pL de K4EDTA a 1 g/dL como
anticoagulante (Vacutainer, Becton Dickinson, Juiz de Fora, MG, Brasil).

Preparo das solucdes de hemoglobina

Amostras de sangue foram lavadas trés vezes em solugdo salina fisioldgica.
Inicialmente e ap6s cada lavagem foram centrifugadas a 1600 x g por 10 minutos, sendo
0 sobrenadante desprezado. Em seguida, as células foram lisadas por diluigdo 1:5 em
agua desionizada e novamente centrifugadas por 10 minutos a 1600 x g. O sobrenadante
foi utilizado como solucdo de oxiemoglobina humana.

As solugdes de metemoglobina foram preparadas a 1% (m/v) em NaCl a 0,02 M.

Preparo das solugdes de caotrdpicos

Foram preparadas solugdes de (1) uréia (0-8 M) em NaCl 0.9 g/dL, (2) de etanol
(0-38%) em NaCl 0.9 g/dL, (3) de etanol (0-20%) + uréia a 1,5 M em NaCl 0.9 g/dL,
(4) de NaCl (0-1,0 g/dL) e (5) de NaCl (0-1,0 g/dL) + uréiaa 1 M.

A influéncia dessas solucdes sobre a lise de eritrocitos de amostras de sangue
total e sobre o espectro VIS de oxiemoglobina e de metemoglobina humanas foi

estudada a 37 °C de acordo com as seguintes descricoes.

Influéncia das solucGes de caotrdpicos sobre o sangue total e a oxiemoglobina

Tubos de polietileno (Eppendorff®), em triplicata, foram preenchidos com
aliquotas de 1,5 mL de solucGes com diferentes composicGes e concentracBes e pré-
incubados a 37 °C por 10 minutos. Apos adi¢cdo de 10 pL de sangue ou de 25 pL de
solucdo contendo oxiemoglobina, os tubos foram tampados, homogeneizados,
incubados por 30 minutos e, em seguida, centrifugados a 1600 x g por 10 minutos.
Aliquotas de 1 mL dos sobrenadantes foram usadas para leitura da absorbancia a 540

nm ou para varredura espectral no intervalo de 450 a 700 nm.
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Influéncia das solucdes de caotropicos sobre a metemoglobina

Tubos de polietileno (Eppendorff®), em triplicata, foram preenchidos com
aliquotas de 1,0 mL das solucGes de caotrépicos acima descritas e pré-incubados a 37
°C por 10 minutos. Apos adicdo de 200 pL da solucdo contendo metemoglobina, os
tubos foram tampados, homogeneizados, incubados a 37 °C por 30 minutos e, em
seguida, centrifugados a 1600 x g por 10 minutos. Aliquotas de 0,8 mL dos
sobrenadantes foram usadas para leitura da absorbancia a 630 nm ou para varredura
espectral no intervalo de 450 a 700 nm.

RESULTADOS

O espectro das solugdes de hemoglobina obtidas a partir do sangue venoso de
nossos voluntarios foi compativel com o da oxiemoglobina humana, com picos de absorgéo
maxima em torno de 542 e 577 nm. O espectro da solucdo de hemoglobina comercial
Sigma foi compativel com o da metemoglobina humana, com picos de absor¢do maxima
em torno de 500 e 630 nm. Por isso, os resultados com a hemoglobina de nossos
voluntarios e com a hemoglobina comercial Sigma foram sempre associados a
oxiemoglobina e a metemoglobina humanas, respectivamente.

Entre 0 e 8 M de uréia, a absorvancia em 540 nm da solucdo de eritrocitos do
sangue total aumentou de acordo com uma linha de regresséo sigmodal (Figura 2.1A),
possivelmente por hemolise.

Na mesma faixa de concentracdo de uréia, a absorvancia da oxiemoglobina a
540 nm apresentou dois comportamentos distintos (Figura 2.1B). Entre 2 e 5 M de
uréia houve uma elevacdo ajustavel a uma linha de regressao sigmoidal da absorvéancia,
praticamente na mesma posicao daquela obtida para a solucdo de eritrocitos do sangue
total. Mas acima de 5 M daquele caotropico ocorreu um declinio na absorvancia,
possivelmente por desnaturagdo da hemoglobina.

Ainda nesta faixa de concentracdo de uréia, a absorvancia da metemoglobina
apresentou um declinio discreto, porém sigmoidalmente definido em fungdo do aumento
na concentracao de uréia (Figura 2.1C).

O espectro visivel da oxiemoglobina sofreu pequenas alteragdes em funcdo do
aumento da concentracdo de uréia de 0 a 8 M em NaCl 0,9 g/dL (Figura 2.2A). Houve

tendéncia de elevagédo da absorvancia em 540 nm, indo de 0.71 em 0 M uréia a 0,79 em
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5 M uréia, seguida de uma também discreta tendéncia de diminuigdo da absorvancia em
540 nm, que caiu para 0,60 em 8 M uréia.

Nesta mesma faixa de concentracdo de uréia, também na presenca de NaCl a 0,9
g/dL, o espectro da metemoglobina sofreu alteragdes mais expressivas (Figura 2.2B).
Em concentragdes superiores a 6 M, 0 espectro assumiu caracteristicas descritas para o
espectro visivel da hemoglobina desnaturada, com desaparecimento dos picos em 500 e
em 630 nm [ASAKURA et al., 1977].

Na presenca de concentragdes crescentes de etanol de até 20%, em NaCl a 0,9
g/dL, também houve elevacBes ajustdveis a linhas de regressdo sigmoidal da
absorvancia a 540 nm tanto do sangue total (Figura 2.3A) quanto da oxiemoglobina
(Figura 2.3B), com pontos de meia-transicdo em concentragdes de etanol de
aproximadamente 14,0%. Com a incorporacgdo de 1,5 M de uréia ao gradiente de etanol,
aquelas curvas de regressao sigmoidal foram preservadas, porém com deslocamentos a
esquerda das curvas e, conseqlientemente, dos pontos de meia-transicdo, que cairam
para proximo de 10,0% de etanol (Figuras 2.3A e 2.3B). Um efeito sinérgico com a
combinacdo de etanol e uréia também foi observado para a metemoglobina (Figura
2.3C). O aumento na concentracdo de etanol até 20% causou uma pequena reducao na
absorvancia em 630 nm. Com a incorporacdo de uréia no gradiente de etanol, a queda
em 630 nm foi mais expressiva.

Houve pequenas alteragdes nos espectros VIS da oxiemoglobina (Figura 2.4A)
e da metemoglobina (Figura 2.4B) com o aumento da concentragdo de etanol de 0 até
20% em NaCl a 0,9 g/dL.

Quando uréia a 1,5 M foi incorporada no gradiente de etanol, o espectro VIS da
oxiemoglobina sofreu apenas discretas alteragdes com o0 aumento na concentragdo do
alcool até 18%, tendo sofrido hipocromicidade, visivel nos picos em torno de 540 e 575
nm, com o0 aumento na concentracdo de etanol para 20% (Figura 2.5A). Nestas mesmas
condicdes, o espectro VIS da metemoglobina perdeu o pico em 500 nm e sofreu um
decréscimo apreciavel no pico em 630 nm (Figura 2.5B).

Em concentracdes de etanol superiores a 20% e inferiores a 30%, na presenca de
0,9 g/dL de NaCl, houve reducdes apreciaveis da absorvancia da oxiemoglobina a 540
nm (Figura 2.6A) e da metemoglobina a 630 nm (Figura 2.6C). Em concentracdes de
etanol entre 30% e 38% tanto a absorvancia da oxiemoglobina (em 540 nm) quanto da
metemoglobina (em 630 nm) voltaram a subir. Entretanto, quando os ensaios foram

feitos na presenca de dgua, em todo esse intervalo de concentracéo de etanol, os valores
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de absorvancia da oxiemoglobina em 540 nm permaneceram invariaveis até em torno de
22% etanol, quando entdo comecaram a cair (Figura 2.6B). Nessas mesmas condigdes,
os valores de absorvancia em 630 nm da metemoglobina apresentaram apenas a
tendéncia de declinio (Figura 2.6D).

Varreduras espectrais da oxiemoglobina em concentracGes de etanol entre 21 e
36%, em NaCl 0,9 g/dL, foram apresentadas na Figura 2.7. Quando a concentracao de
etanol aumentou de 21 para 28% houve declinio dos picos tipicos de absorvancia da
oxiemoglobina (Figura 2.7A) e aparecimento gradativo de um pico a 630 nm. Em
concentracOes superiores a 29% de etanol, houve elevagdo progressiva dos valores de
absorvancia em toda faixa considerada, com desaparecimento de todos o0s picos tipicos
da hemoglobina (Figura 2.7B).

Diminuigdes na concentragdo de NaCl entre 1 e 0 g/dL foram associadas a uma
elevacdo sigmoidal na absorvancia em 540 nm das solucGes de sangue total (Figura
2.8A). Este efeito certamente representa a lise de eritrécitos. Comportamentos
semelhantes, porém bastante discretos, foram observados para a oxiemoglobina (Figura
2.8B) e para a metemoglobina (Figura 2.8C). Realmente, o0s espectros da
oxiemoglobina (Figura 2.9A) e da metemoglobina (Figura 2.9B) sofreram apenas
pequenos efeitos com a diminui¢do na concentracao de NaCl.

A incorporacdo de uréia a 1 M no gradiente salino produziu um pequeno
deslocamento para a esquerda na curva de lise do sangue total (Figura 2.8A), mas
alteragdes menores na absorvancia da oxiemoglobina em 540 nm (Figura 2.8B) e da
metemoglobina em 630 nm (Figura 2.8C). De fato, apenas pequenas alteracoes
espectrais foram observadas com o gradiente de hipotonicidade para a oxiemoglobina

(Figura 2.10A) e a metemoglobina (Figura 2.10B) na presenca de uréiaa 1 M.

DISCUSSAO

De uma maneira em geral, incubagdo por 30 minutos seguida de centrifugacédo
de solugbes com concentragBes crescentes de uréia, de etanol e de uréia + etanol, bem
como em solucBes com gradiente hipotdnico e gradiente hipotdnico + uréia, produziu
grandes alteracGes espectrais nas suspensfes de sangue total, mas alteracbes bem mais

discretas sobre as caracteristicas espectrais da oxiemoglobina e da metemoglobina.
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Os resultados sugerem que essas condi¢Oes consideradas caotropicas para as
membranas bioldgicas estdo largamente associadas a lise de eritrocitos, mas também
estariam associadas em menor intensidade a alteracGes das propriedades espectrais da
oxiemoglobina e da metemoglobina.

As elevacdes observadas nas concentragdes de uréia até 5 M (Figura 2.1B), de
etanol até 20% e de etanol até 20% + uréia 1,5 M (Figura 2.3B), bem como a
diminuicdo na concentracdo de NaCl (Figura 2.8B), estiveram sempre associadas a
elevacdes na absorvancia da oxiemoglobina em 540 nm.

E importante destacar que esses aumentos em Ass OCOrreram nas mesmas
concentracfes em que a uréia (Figura 2.1A), o etanol e etanol + uréia (Figura 2.3A)
promoveram lise de eritrocitos.

Esta coincidéncia sugere que a preparacdo utilizada de oxiemoglobina poderia
conter pequenos esferocitos, corpusculos residuais ou mesmo complexos micelares de
hemoglobina, os quais ndo teriam sofrido lise completa nas condicGes utilizadas para
preparo da solucdo de oxiemoglobina.

Essa hipoOtese faz algum sentido a luz do comportamento exibido pela
preparacdo de oxiemoglobina frente ao gradiente de hipotonicidade. Se houvesse ali
algum complexo organizacional contendo hemoglobina, ele certamente seria mais
estavel e deveria sofrer lise numa concentracdo de NaCl abaixo daquela determinante da
lise dos eritrécitos presentes no sangue total. Realmente, a sigmoide definida pela
diminuicdo da concentracdo salina nas solugdes de oxiemoglobina teve um ponto de
meia-transicdo em torno de 0,25 g/dL de NaCl (Figura 2.8B), enquanto a lise de
eritrocitos ocorreu em torno de 0.48 g/dL NaCl (Figura 2.8A). A razdo para a ndo
ocorréncia de lise desses complexos de hemoglobina na diluicdo de 1:5 dos eritrocitos
em agua desionizada seria de origem cinética. Certamente, o tempo em que aqueles
complexos teriam permanecido em condicdo hipotbnica teria sido muito pequeno para
determinar sua lise, de forma que ela somente ocorreria apds o tempo de incubacéo de
30 minutos utilizado nos experimentos, reforcada pelo comportamento da
oxiemoglobina na presenca desses solutos em agua (Figuras 2.1B e 2.6B).

Outra evidéncia em favor desta hipOtese € decorrente do comportamento da
preparacdo comercial de metemoglobina. A metemoglobina ndo apresentou tal efeito de
elevacdo de absorvancia em 630 nm quando incubada por 30 minutos em concentragoes
crescentes de uréia (Figura 2.1C), de etanol e de etanol + uréia (Figura 2.3C), embora
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uma diminuta elevagao espectral tenha ocorrido com a diminui¢do na concentracéo de
NaCl (Figura 2.8C).

E também possivel que as elevacdes na absorvancia em 540 nm produzidas
pelos aumentos nas concentracdes de uréia até 5 M (Figura 2.1B), de etanol até 20% e
de etanol até 20% + 1,5 M de uréia (Figura 2.3B), sejam decorrentes de alteracoes
conformacionais na oxiemoglobina presente nas solugdes de sangue lisado. Uma
possibilidade é que tais compostos, nas concentracGes descritas, tenham um efeito
estabilizador sobre a proteina. De fato, o etanol inibiu desnaturagdo mecénica da
hemoglobina nessa faixa de concentracdo estudada [ASAKURA, ADACHI,
SCHWARTZ, 1978]. Também é possivel que tais solutos em baixas concentracdes
venham a inibir a precipitacdo da hemoglobina. De fato, inibicdo da precipitacdo de
hemoglobina S por alquil-uréia foi reportada por Roth et al. [1975].

Entretanto, uma hipercromicidade de cerca de 15% a 540 nm foi também
associada & diminuicdo na concentracdo de NaCl nas solu¢Bes de oxiemoglobina
(Figura 2.8 B e Figura 2.9A), o que seria razoavel se houvesse algum tipo residual de
célula na solucdo. Mudancas mais discretas poderiam ser justificadas por alteracdes na
solubilidade da proteina [TIMASHEFF, 1993] ou alteragdes no ambiente eletrostatico
em que se encontra o grupamento heme. De fato uma hipercromicidade de menos de 6%
foi associada a diminuicdo da concentracdo de NaCl nas solu¢bes de metemoglobina
(Figura 2.8C e Figura 2.9B), que certamente ndo estaria sujeita a nenhuma transicao de
lise, mas sim unicamente as mudancas nas propriedades do solvente.

Além da concentracdo de 5 M de uréia e de 20% de etanol houve declinio na
absorvancia da oxiemoglobina em 540 nm (Figura 2.1B e Figura 2.6A) e da
metemoglobina em 630 nm (Figura 2.1C e Figura 2.6C). Esta coincidéncia sugere que
além destas faixas de concentracdo dos caotrdpicos estejam ocorrendo eventos comuns.

Em solucBes com altas concentragdes de uréia os picos de absor¢do da
metemoglobina em 500 e 630 nm desapareceram e foram substituidos por uma banda
larga entre 500 e 600 nm (Figura 2.2B). O declinio na absor¢do em 630 nm com o
aumento na concentracdo de uréia foi discreto, mas com uma nitido ponto de meia-
transicdo em torno de 4 M desse caotropico (Figura 2.1C). De fato, as maiores
alteracdes espectrais ocorreram em torno de 4 M de uréia (Figura 2.2B). Esse
decaimento espectral deve estar relacionado inicialmente com dissociagdo da estrutura
tetramérica, 0 que ocorre abaixo de 4 M de uréia [WU, HUANG, 1930 e WU, YANG,
1932 apud SINKO, KAUZMANN, 1962; STEINHARDT, 1938] e posteriormente com
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a desnaturacdo das subunidades da hemoglobina, o que ocorreria nas mais elevadas
concentracdes de ureia do intervalo considerado.

O fato do decaimento espectral da oxiemoglobina em 540 nm ter ocorrido
somente aléem de 5 M de uréia (Figura 2.1B e Figura 2.2A), pode sugerir que a
oxiemoglobina seja mais resistente a desnaturacdo pela uréia do que a metemoglobina.

Entretanto, se a elevacao espectral ocorrida antes de 5 M de uréia for decorrente
da lise de complexos organizacionais remanescentes ou derivados dos eritrocitos, o
inicio do decaimento da absorvancia somente ap6s 5 M de uréia deve representar o
somatorio desse processo de lise associado & desnaturacdo da oxiemoglobina pela uréia.

De qualquer forma, como os espectros de absor¢do da oxiemoglobina ente 5 e 8
M de uréia (Figura 2.2A) ndo se igualam ao espectro da metemoglobina (Figura 2.2B),
a oxiemoglobina de fato deve ter maior estabilidade contra uréia do que a
metemoglobina. Esta maior estabilidade deve ser decorrente a conversdo do estado R no
estado T da hemoglobina, associada a ligacdo do oxigénio a hemoglobina. Como o
estado T é uma prerrogativa da oxiemoglobina, que tem seus a&tomos de ferro no estado
de oxidacdo +2, a metemoglobina, que tem seus atomos de ferro no estado de oxidacgédo
+3 e em consequéncia disso ndo pode ligar oxigénio, ndo poderia assumir a
conformacao de alta estabilidade tipica do estado R.

A possibilidade da maior estabilidade da oxiemoglobina ser decorrente de algum
resquicio de solutos osmoestabilizantes sanguineos, como glicose ou glicerol, é muito
pouco plausivel. Apesar da hemoglobina oxigenada utilizada nos experimentos nédo
estar totalmente pura, sua obtencdo envolveu a remogédo do plasma e sua lavagem por
trés vezes com solucdo salina. Além disso, as moléculas que atuam como osmdlitos
requerem concentragdes consideravelmente elevadas para que promovam estabilizacdo
de proteinas, razdo pela qual também s&o conhecidas como co-solutos.

A desnaturacdo de oxiemoglobina por uréia é dependente da concentracdo de
uréia, da concentracdo da proteina, do tempo de exposicdo ao solvente e do pH
[SIMKO, KAUZMANN, 1962]. Em nosso estudo, o tempo pode ter sido decisivo na
pequena acao da uréia sobre a oxiemoglobina uma vez que foi fixado em 30 minutos.

O etanol € um agente caotropico capaz de promover desnaturacdo de proteinas e
membranas. Ele favorece a deshaturacdo da proteina por acomodar melhor os grupos
apolares dos aminodcidos no solvente, reduzindo a forca hidrofobica [NOZAKI e
TANFORD, 1971; CASTRONUOVO et al., 1999; WANG, ROBERTSON e BOLEN,

1995]. Entretanto, como o etanol também aumenta a osmolaridade do meio, ele também
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apresenta um efeito estabilizador. Assim, a natureza das a¢des do etanol sobre proteinas
é dependente de sua concentracao.

Aumento nas concentracdes de etanol até 20% produziram uma elevacdo na
absorcdo da hemoglobina em 540 nm de cerca de 30% (Figura 2.3B e Figura 2.6A),
segundo uma curva sigmoidal cuja posicdo na abscissa coincidiu com a elevagédo
sigmoidal na absor¢cdo do sangue total (Figura 2.3A), quando 0S ensaios eram
conduzidos em NaCl a 0,9 g/dL. Esta tendéncia também foi confirmada na varredura
espectral da oxiemoglobina (Figura 2.4A), também na presenca de NaCl a 0,9 g/dL. A
elevacdo espectral da oxiemoglobina com o aumento na concentracao de etanol até 20%
ndo ocorreu quando os ensaios foram conduzidos em agua desionizada (Figura 2.6B).

Esses comportamentos seriam esperados se a preparacdo de oxiemoglobina
contivesse pequenos esferdcitos ou complexos micelares contendo hemoglobina. O
aumento na absorcdo em 540 nm significaria lise desses complexos organizacionais
com liberagdo de hemoglobina na solucdo salina (Figura 2.3B e Figura 2.6A). Por
outro lado, tais complexos ja estariam uniformemente lisados ap6s a incubacdo em
tempo fixo de 30 minutos com o aumento na concentracdo de etanol em &gua
desionizada (Figura 2.6B).

Quando a concentragdo de etanol do meio aumentou além de 20%, houve
declinio da absorvancia em 540 nm da preparacdo utilizada de oxiemoglobina de cerca
de 60% em solucdo salina (Figura 2.6A) e de 75% em agua desionizada (Figura 2.6B).
Esses decaimentos coincidiram de certa forma com os decaimentos observados para 0s
mesmos aumentos na concentracdo de etanol sobre as absorvancias em 630 nm da
metemoglobina em salina (Figura 2.6C) e em agua (Figura 2.6D).

De fato, a existéncia de esferdcitos integros em altas concentracdes de etanol foi
reportada na literatura [BAKALTCHEVA, ODEYALE e SPARGO, 1996] e
considerada em um modelo de estabilizacdo de eritrocitos em solucbes de elevada
osmolaridade, dada inclusive pela propria presenca de altas concentracfes de etanol
[CUNHA et al., 2007; PENHA-SILVA et al., 2008].

Realmente, entre 21 e 28% de etanol, as varreduras espectrais da oxiemoglobina
(Figura 2.7A) sofreram alteracGes que as foram tornando progressivamente cada vez
mais semelhantes com o espectro da metemoglobina em etanol (Figura 2.4B). Isso
pode significar que além de 20% de etanol a oxiemoglobina perdeu a estabilidade
intrinseca ao estado T, passando a se comportar espectroscopicamente de forma

semelhante a metemoglobina (Figura 2.6C). De fato, uma reducdo da afinidade da
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hemoglobina pelo oxigénio foi reportada, com aumento de aproximadamente cinco
vezes na desoxiemoglobina em meio com etanol a 30% [KRUK, 2000].

Entre 29 e 36% de etanol, as varreduras espectrais da preparacdo de
oxiemoglobina perderam as bandas tipicas da metemoglobina (em 500 e 630 nm) e
passaram a sofrer ampla elevacéo espectral entre 450 e 700 nm em solucdes de NaCl a
0,9%. Esse comportamento deve estar associado com a deshaturacdo da oxiemoglobina
observada em altas concentractes de etanol [ASAKURA, ADACHI, SCHWARTZ,
1978].

A elevacdo espectral nesta faixa de concentracdo de etanol parece ter alguma
relacdo com a concentracdo de NaCl no meio, pois a absorvancia em 630 nm da
metemoglobina também mostrou tendéncia de elevacdo em solucdes de NaCl a 0,9 g/dL
(Figura 2.6C) mas ndo em agua desionizada (Figura 2.6D).

A incorporacdo de uréia no gradiente de 0 a 20% de etanol deslocou para a
esquerda a curva de elevacdo espectral a 540 nm promovida pelo aumento na
concentracdo do alcool tanto sobre o sangue total (Figura 2.3A) quanto sobre a
oxiemoglobina (Figura 2.3B). Isto sugere que ambos os efeitos sejam decorrentes de
um mesmo processo, a lise de células remanescentes ou alteracdes conformacionais com
hipercromicidade da hemoglobina devida a combinacéo de solutos.

O espectro visivel da metemoglobina sofreu declinios a 450, 500, 575 e 630 nm
com o aumento entre 0 e 20% da concentracdo de etanol (Figura 2.4B). Entretanto, na
presenca de 1,5 M de uréia (Figura 2.5B), esses declinios foram menores a 450 e 575
nm, porém maior em 630 nm. Isso sugere que etanol e uréia estejam exercendo seus
efeitos atraves de mecanismos diferentes entre si.

A incorporacdo de 1 M de uréia no gradiente salino causou uma discreta
migracao da curva de lise hipotbnica para a esquerda (Figura 2.8A), mas ndo perturbou
expressivamente a influéncia do NaCl sobre os espectros da oxiemoglobina e
metemoglobina humanas (Figura 2.10) em relacdo aos espectros dessas proteinas na

auséncia dessa concentracdo do caotropico (Figura 2.10).

CONCLUSOES

As curvas de lise de eritrécitos humanos em gradiente de 0 a 20% de etanol, de 0

a5 M de uréia e de 0 a 0,9 g/dL de NaCl sofreram influéncias discretas dos efeitos
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desses solutos sobre a hemoglobina humana a 37 °C. Isso significa que as curvas de
hemolise obtidas nestas condi¢cfes sdo de fato decorrentes da lise de eritrocitos e ndo de
alteracdes no espectro da hemoglobina produzidas por aqueles caotrépicos. Além de
20% de etanol e 5 M de uréia, a influéncia desses caotropicos sobre as curvas de lise
exercem influéncias mais expressivas. Isso significa que as curvas de hemélise obtidas
nestas condicdes devem considerar os efeitos dos solutos sobre as propriedades

espectrais da hemoglobina.
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Figura 2.1. Efeitos da uréia sobre a estabilidade de eritrécitos (A), de oxiemoglobina
(B) e de metemoglobina (C), de origem humana, em 0.9 g/dL NaCl (®) e em &gua
(O). Condigéo experimental: 37 °C.
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Figura 2.2. Efeitos da uréia sobre o espectro visivel da oxiemoglobina (A) e da

metemoglobina (B) humanas. CondicOes experimentais: 0.9 g/dL NaCl e 37 °C.
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CAPITULO 3

INFLUENCIA DE COMBINACOES DE DIFERENTES CAOTROPICOS NA
ESTABILIDADE DE MEMBRANA DE ERITROCITOS HUMANOS
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RESUMO

Influéncia de combinacBes de diferentes caotrdpicos sobre a estabilidade de

membrana de eritrocitos humanos

Etanol e uréia sdo caotropicos que também exercem acgdes como osmolitos.
Altas concentracOes de etanol tém mostrado promover estabilizacdo de eritrocitos. Para
melhor entender a origem desse efeito estabilizador, n6s avaliamos a influéncia do calor
na hemolise por uréia e a influéncia da uréia na hemolise por etanol e por estresse
hipotdnico. Ajustes sigmoidais foram usados para determinar os pontos de meia
transicdo de hemdlise por uréia (Dsou), etanol (Dsge) € estresse hipotonico (Hsp).
Aumento na temperatura promoveu diminui¢cdo nos valores de Dsp,, 0 que pode ser
atribuido aos efeitos caotropicos sinérgicos do calor e da uréia. Aumento da
concentracdo de uréia levou a uma diminuicao dos valores de Dsge, indicando uma agédo
sinérgica de uréia com etanol na promocao de hemdlise. Aumento na concentracdo de
uréia levou a uma diminuicdo dos valores de Hso, indicando que a uréia antagonizou 0s
efeitos hemoliticos do estresse hipoténico. As dependéncias de Dsp, cOm a temperatura
e de Dsge com diferentes concentracGes de uréia produziram curvas sigmoidais com
amplas transicdes entre duas diferentes regides de estabilidade. A dependéncia de Hs
com a concentracdo de uréia foi definida por uma curva sigmoidal com nitida transi¢do
entre duas diferentes regides de estabilidade. Este comportamento pode ser atribuido a

uma melhora na estabilidade de eritrécitos induzida pela combinacgédo dos caotropicos.

Palavras-chave: eritrocitos, etanol, estresse hipotdnico, estabilidade de membrana,

temperatura, uréia.
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ABSTRACT

Influence of combinations of different chaotropes on the stability of human

erythrocyte membrane

Ethanol and urea are chaotropes that also exert actions as osmolytes. High
concentrations of ethanol have been shown to promote the stabilization of erythrocytes.
To better understand the origin of this stabilization effect, we have evaluated the
influence of heat on hemolysis by urea and the influence of urea on hemolysis by
ethanol and hypotonic stress. Sigmoidally-defined curves have been used to determine
the half-transition points of hemolysis by urea (Dsoy), ethanol (Dsee), and hypotonic
stress (Hsp). Increasing temperature led to a decrease in the value of Dsg,, Which may be
ascribed to the synergistic chaotropic effects of heat and urea. Increasing urea
concentration led to a decrease in the value of Dsge, indicating a synergistic action of
urea with ethanol in promoting hemolysis. Increasing urea concentrations led to
decreasing values of Hsp, indicating that urea antagonized the hemolytic effect of
hypotonic stress. The dependences of Dsp, on temperature and of Dsge On urea
concentration both produced sigmoid-shaped curves with broad transitions between two
different regions of stability. The dependence of Hso on the concentration of urea was
defined by a sigmoid-shaped curve with a sharp transition between two different regions
of stability. This behavior can be attributed to an enhancement of erythrocyte stability
induced by the combination of chaotropes.

Keywords: Erythrocyte; ethanol; hypotonic stress; membrane stability; temperature;

urea.
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INTRODUCAO

A hemdlise pode ser promovida por fatores que também sdo responsaveis por
desnaturacdo de proteinas. Estes fatores incluem calor e acdo de solutos caotropicos
como a uréia e o etanol. Tanto a uréia quanto o etanol podem entrar no eritrocito,
arrastando &gua com eles, aumentando assim o volume celular. Este efeito, juntamente
com o enfraquecimento da forca hidrofdbica e desnaturacdo de proteinas da membrana,
facilita a ocorréncia de hemolise [JUMAA e MULLER, 1999].

A vulnerabilidade a lise também depende da composicdo da membrana do
eritrocito. Por exemplo, ratos tém eritrocitos mais suscetiveis para lise hipotonica do
que seres humanos [VIVES et al., 1999]. Além disso, eritrocitos humanos sdo mais
resistentes a lise em solucéo de glicerol que eritrécitos de carneiros [ZOU et al., 2000].
Esta variacdo na resisténcia a hemdlise também difere de pessoa para pessoa, 0 que
pode ser compensado experimentalmente usando um tempo suficientemente longo de
incubacéo [CRUZ SILVA et al., 2000].

A hemolise também pode ser desfavorecida por fatores que incluem a acdo de
osmolitos, tais como glicerol e sorbitol [PENHA-SILVA et al., 2008], e baixas
concentragdes de surfactantes.

O efeito protetor dos osmolitos sobre as células vermelhas do sangue pode ser
devido a um aumento na forca hidrofobica, a qual é essencial para a manutencdo da
integridade da membrana dessas células [DUFOUR et al., 2005].

J& os surfactantes tém uma acao dualistica sobre a membrana celular. Eles tém
um efeito protetor em baixas concentragdes, mas promovem lise em concentragfes mais
elevadas. Acredita-se que o surfactante possa ser incorporado na membrana do
eritrocito, permitindo que a célula aumente o seu volume para além do normal, mas sem
estourar, 0 que € particularmente importante na protegdo contra o estresse hipotdnico,
em que o eritrécito absorve agua e incha até ser lisado. Um aumento da permeabilidade
da membrana para ions, com estabelecimento de equivaléncia entre a pressdo osmotica
no interior e exterior do eritrocito, pode também proteger o eritrcito novamente contra
estresse hipotonico [SANCHEZ et al., 2007; VIVES et al., 1999]. Com um aumento em
sua concentracao, os surfactantes passam a ter uma agéo promotora de lise. O duodecil-
sulfato de sodio (SDS), que é um caotrdpico surfactante, promove deshaturacdo de
proteinas [TANFORD, 1968; MOOSAVI-MOVAHEDI, 2005; LIU et al., 2007] e de
membranas bioldgicas [HELENIUS e SIMONS, 1975]. A hemdlise promovida por
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surfactantes pode ocorrer por lise osmética e por solubilizagio da membrana
[BIELAWISKI, 1990; ISOMAA, 1979; MAHER e SINGER, 1984; SHALEL et al.,
2002] e e largamente desfavorecida na presenca de concentracdes de albumina da ordem
daquela presente no plasma humano, em decorréncia de sua capacidade em ligar as
moléculas do detergente [FONSECA et al., 2010].

A incorporacdo de etanol ou uréia em uma solucdo leva a aumento na
osmolaridade. Assim, o etanol e a uréia devem combinar suas propriedades caotropicas
com suas agBes como osmolitos. Em resumo, altas concentracBes de etanol estdo
associadas com estabilizacdo de eritrocitos [CUNHA et al., 2007; PENHA-SILVA et
al., 2008]. Neste estudo, nos avaliamos a influéncia de dois caotropicos, calor e uréia,
na hemdlise produzida por estresse hipotdnico ou etanol, no intuito de melhor

compreender os efeitos estabilizadores descritos para o etanol.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Uberlandia, com a participacdo de 20 voluntarios saudaveis de
ambos 0s sexos e idade entre 20 e 35 anos. Foram excluidos da pesquisa individuos
portadores de doencas degenerativas, fumantes, etilistas e usuarios de drogas licitas ou

ilicitas.

Coleta das amostras de sangue
Amostras de quatro mL de sangue foram coletadas, por puncéo intravenosa, em
tubos evacuados contendo 50 pL de K4EDTA a 1 g/dL como anticoagulante

(Vacutainer, Becton Dickinson, Juiz de Fora, MG, Brasil), apds jejum de 8 a 12 horas.

Reagentes e equipamentos

Os reagentes (NaCl, uréia e etanol) foram da marca Synth, com 99,9% de
pureza, sendo a mesma corrigida no preparo das solucdes. As medidas de volume foram
realizadas em pipetas graduadas de vidro refratario e pipetas automaticas (Labsystems,
modelo Finnpipette Digital, Helsinki, Finlandia). As medidas de massa foram feitas em
uma balanca digital (AND, modelo 870, Japao). As incubacdes foram feitas em banho
termostatizado (Marconi, modelo MA 184, Piracicaba, SP, Brasil). A centrifugacdo foi

realizada em centrifuga Hitachi Koki (modelo CF15RXII, Hitachinaka, Japdo). As
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leituras de absorvancia foram feitas em espectrofotometro Shimadzu (modelo
UV1650TC, Japéo).

Protocolo experimental

Tubos de polietileno (Eppendorff®), em duplicata, foram preenchidos com
aliquotas de 1,5 mL de solu¢es com diferentes composicBes e concentracdes e foram
pré-incubadas em cada temperatura por 10 minutos. Apés adicdo de 10 pL de sangue,
0s tubos foram tampados e seus conteddos homogeneizados e incubados por 30
minutos. Em seguida eles foram centrifugados a 1600 g por 10 minutos. Aliquotas de 1
mL de sobrenadante foram usadas para leitura da absorbancia a 540 nm. Este protocolo
geral foi usado nos seguintes procedimentos: 1) avaliacdo do efeito do aumento da
temperatura (17, 22, 27, 32, 37, 42, 47 e 52° C) na agdo desnaturante da uréia (0-7 M)
em 0,9 g/dL de NaCl; 2) avaliacdo do efeito do aumento da concentracdo de uréia (0;
0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 M) na estabilidade da membrana de eritrécitos contra acéo
desnaturante do etanol (0 a 20% v/v) em solucdo salina fisioldgica (0,9 g/dL de NaCL)
e a 37° C; 3) avaliacdo do efeitos do aumento da concentracdo de uréia (0; 0,5; 1,0; 1,5;
2,0 e 2,5 M) na estabilidade da membrana de eritrocitos sob estresse hipoténico (0 a 0,9
g/dL de NaCl) a 37° C.

Determinacgéo da curva de lise dos eritrocitos

A dependéncia da absorvancia com a concentracdo de uréia, etanol e NaCl, em

cada condicéo, foi ajustada a uma linha de regressdo sigmoidal dada pela equacdo de
Boltzmann,

A -A,

X—Xs50)/dX

:l+e( +A, (3.0,

540
onde A; e A, representam os valores médios de Asso nos platds maximo ou minimo de
hemolise, X é a concentracdo de uréia, etanol ou NaCl, Xso representa a concentracao de
uréia, etanol ou NaCl que causou 50% de hemdlise e dX é a variagdo de X na transicéo
sigmoidal entre A; e A,.

Assim, para cada voluntario, em cada condicdo, foi gerado um Xso que foi
posteriormente analisado. Quando a lise foi promovida por etanol ou por uréia, Xs foi
representado como Dsp. E quando a lise foi gerada por estresse hipoténico Xso foi
representado como Hsy,.
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Analises estatisticas
As analises estatisticas foram realizadas utilizando o aplicativo Origin 8.0

(Microcal Inc., Northampton, Massachutts, EUA). Os valores de Xs, foram comparados
entre as diferentes condi¢fes usando ANOVA, com aplicagdo do pos-teste de Tukey.
Andlises de regressdo e diferencas entre os valores de Xso foram consideradas

significantes quando P foi < 0,05.

RESULTADOS

Efeito da temperatura sobre a desnaturacéo de membranas por uréia em solucéo salina
fisiologica

O efeito da temperatura sobre os valores de Dsq, podem ser vistos na Figura 3.1.
O aumento da temperatura desloca progressivamente as curvas de lise dos eritrocitos
para a esquerda. Este deslocamento gera uma reducdo na concentracdo de uréia
necessaria para gerar 50% de hemolise (Dsoy). Assim, houve diminuigdes significantes
(P<0,05) nos valores de Dsp, com 0 aumento da temperatura (Tabela 3.1). Andlise da
correlagéo e regresséo dos valores de Dsp, em funcdo da temperatura na amplitude

estudada gerou uma regressao ndo-linear (P<0,05) entre essas variaveis (Figura 3.2).

Efeito do aumento da concentragio de uréia (0 a 2,5 mol/L™) na desnaturacdo de
membranas de eritrocitos por etanol em solugdo salina fisioldgica

Adicdo de concentracdes crescentes de uréia deslocou as curvas de hemolise por
etanol para a esquerda (Figura 3.3). Em consequéncia desse deslocamento, houve uma
diminuicdo significante (P<0,05) na concentracdo de etanol responsavel por 50% de
hemolise (Dsoe) entre todas as concentracBes de uréia (Tabela 3.2). Uma dependéncia
sigmoidal (P<0,05) foi observada entre os valores de Dsge € a concentragdo de uréia
(Figura 3.4).

Efeito do aumento da concentragio de uréia (0 a 2,5 mol/L™) na desnaturacio de
membranas de eritrocitos por estresse hipoténico
A lise de eritrocitos humanos por estresse hipotonico foi também avaliada a 37 °C

na auséncia e na presenca de concentracdes crescentes de uréia (0 a 2,5 mol.L™). O
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efeito da adicdo de uréia estd demonstrado na Figura 3.5. Houve reducdo significante
(P<0,05) nos valores de Hso com a adicéo de uréia nas concentragdes 1; 1,5; 2,0 e 2,5
mol.L™ em relacdo ao choque hipotdnico na auséncia de uréia (Tabela 3.3). Uma
dependéncia sigmoidal (P<0,05) foi observada na correlagdo dos valores de Hso com a
concentracdo de uréia (Figura 3.6).

DISCUSSAO

Efeito da temperatura na hemolise promovida por uréia

Em proteinas, a acdo caotrépica da uréia estd associada com a reducgédo no efeito
hidrofébico [BRESLOW e GUO, 1990] bem como na reducdo da energia envolvida na
formacdo da camada de hidratacdo ao redor da macromolécula, 0 que minimiza a
diferenca de energia livre entre o0 estado nativo e 0 estado desnaturado [WANG e
BOLEN, 1997], deslocando o equilibrio para o estado desnaturado [TIMASHEFF,
2002].

A acdo da uréia na membrana de eritrécitos ndo é totalmente conhecida, mas
envolve difusdo do caotropico para o interior da célula, arrastando agua com ele,
consequentemente aumentando o volume celular. Esta agdo esta associada a uma
diminuicdo na forca hidrofobica, a qual também é importante na formacdo e
manutenc¢do da bicamada lipidica, com desnaturagdo de proteinas e fuga de fosfolipidios
para o ambiente externo da membrana, levando ao rompimento da membrana
eritrocitaria.

O deslocamento das curvas de hemolise por uréia para a esquerda com o0
aumento da temperatura (Figura 3.1) significa que o calor diminui a quantidade de
uréia necessaria para promover 50% de hemolise (Dsoy). Isto pode ser atribuido a uma
potencializacdo do efeito caotrépico da uréia pelo calor, provavelmente atraves do
aumento da agitacdo térmica dos grupos na membrana. Esta diminuicdo na estabilidade
levaria a uma maior taxa de difusdo de uréia para o interior do eritrocito
[GORDIYENKO et al., 2004; JUMAA e MULLER, 1999].

Compostos que induzem a formacéo de redes de moléculas de agua, tais como
NaCl, dificultam a entrada de agua no eritrécito, enquanto moléculas que quebram essas
redes exercem efeito contrario [JUMAA e MULLER, 1999]. Assim, uma elevacio de

temperatura ajudaria a quebrar as redes de moléculas de agua, possivelmente pela
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solubilizacdo da uréia, o que permitiria a entrada de mais agua no eritrdcito,
favorecendo ainda mais a ocorréncia de lise.

No entanto, esse efeito parece apresentar um comportamento de saturagdo com o
aumento da temperatura. A curva da dependéncia de Dsp, com a temperatura torna-se
achatada na regido de mais alta temperatura do intervalo estudado (Figura 3.2). Isso
poderia significar a existéncia de heterogeneidade na populacédo de células vermelhas do
sangue ou em um deslocamento do equilibrio entre populacdes de eritrocitos com
diferentes estabilidades, de tal forma que células menos estaveis estariam sendo
convertidas em células mais estaveis, em decorréncia da combinacdo dos efeitos do
calor com os da uréia. Esse deslocamento de equilibrio é consistente com relatos na
literatura sobre estabilizacdo induzida pelo aumento da osmolaridade das solucgdes
[CUNHA et al., 2007; PENHA-SILVA et al., 2008].

Efeitos da uréia na hemdlise induzida por etanol

A acdo caotrdpica do etanol nas proteinas esta baseada na atenuacdo da forca
hidrofébica e na melhor acomodacédo no solvente das cadeias laterais apolares dos
aminoacidos [CASTRONOUVO et al., 1999; FONSECA et al., 2006; NOZAKI e
TANFORD, 1971; WANG e BOLEN, 1997]. A lise de eritrocitos por etanol também
pode estar associada a uma atenuacdo da forca hidrofobica, o que promoveria
desnaturacdo de proteinas e desestabilizacdo da bicamada lipidica da membrana. Nessa
situacdo, a influéncia da pressdo osmdtica na hemdlise deve ser muito menos
significativa, uma vez que concentracdes muito baixas de etanol sdo capazes de
promover 50% de lise de eritrocitos humanos, enquanto que concentragcdes muito mais
elevadas de uréia ndo promoveram lise nas nossas condi¢Ges experimentais.

A quantidade de etanol requerida para causar 50% de hemolise (Dsge) diminui
com o aumento da concentracdo de uréia (Figura 3.3). Este efeito se deve a uma acgédo
sinérgica dos dois caotropicos, provavelmente porque ambos os solutos podem diminuir
o efeito hidrofébico. Entretanto, a combinacéo dos efeitos da uréia e etanol parece estar
sujeita a0 mesmo efeito de saturacdo (Figura 3.4) observado para a combinacdo dos
efeitos da uréia e do calor (Figura 3.2). Proximo ao limite superior do intervalo de
concentracdo de uréia utilizado a curva sigmdide tornou-se achatada. Isto pode ser
devido a heterogeneidade da populacgdo de células vermelhas do sangue, com eritrécitos
mais resistentes co-existindo com células mais sensiveis, ou entdo um efeito de

estabilizacdo promovido pela combinacdo de uréia e etanol. Uma propriedade da
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solucdo que aumenta com essa combinacdo de solutos é a osmolaridade. A ocorréncia
de estabilizagdo como resultado do aumento da osmolaridade da solugdo é consistente
com relatos prévios da literatura [CUNHA et al., 2007; PENHA-SILVA et al., 2008].

Efeito da uréia na hemdlise induzida por estresse hipotdnico

O resultado mais interessante e mais intrigante encontrado foi que o aumento da
concentracdo de uréia levou a uma diminuicao na concentracdo de NaCl responsavel por
50% de hemolise (Hsp) (Figura 3.5). Isto significa que concentraces crescentes de
uréia tornam os eritrocitos mais resistentes a lise por estresse hipoténico. Em um meio
isotdnico, aumento da concentracdo de uréia levou a aumento da hemolise (Figura 3.1).
Entretanto, em um meio hipotonico a uréia teve um efeito protetor (Figura 3.6).

A curva sigmoidal observada para a dependéncia de Hso com a concentragdo de
uréia exibe uma transicao brusca entre duas regides de estabilidade, com ponto de meia-
transicdo em torno de 1 M de uréia. De fato, uma reducdo anormal do volume de
reticuldcitos falciformes foi verificada na presenca de uréia a 0,6 M [JOINER et al.,
2007]. Este resultado sugere que a uréia esteja estabilizando os eritrécitos contra o
estresse hipotdnico, com conversdo de eritrocitos menos estaveis em células mais
estaveis.

Tal efeito estabilizador deve ser o resultado liquido da soma de diferentes
mecanismos. Um maior influxo de uréia para os eritrécitos seria esperado com o
aumento da concentracdo desse soluto na solugdo. No entanto, isto reforcaria a lise
através de um novo aumento da pressdo osmotica da célula em relacdo ao ambiente
externo. Uma vez que os eritrocitos foram estabilizados e ndo sofrem lise na presenca
de altas concentracdes deste caotropico, é razoavel supor que o efeito protetor da uréia
seja proveniente das moléculas de uréia que se encontram fora e ndo dentro da célula.

A uréia pode promover a formagdo de redes de moléculas de &gua por
diminuicdo do custo energético associado com este processo. Isto poderia ser a razdo
pela qual a uréia promove a solubilizacdo de compostos hidrofébicos [DUFOUR et al.,
2005]. O favorecimento para a formacgdo de redes de moléculas de &gua por uréia
tornaria a entrada de agua no eritrocito mais dificil. Esta agdo deve ser proporcional a
concentracdo de uréia. A grande concentracdo extracelular de uréia tornaria a membrana
plasmatica do eritrocito mais permeavel aos ions, permitindo sua fuga para o ambiente
externo. Isto pode ser devido a uma reorganizacdo dos lipidios, ou mesmo uma maior

abertura dos canais i6nicos, ambos associados a uma diminuic¢do na forca hidrofobica.
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De fato, a contracdo do volume produzido pela uréia em reticulécitos falciformes tem
sido associada com a sua estimulacdo de um co-transportador KCI [JOINER et al.,
2007]. O efluxo de ions diminuiria a diferenca de pressao osmotica entre o eritrocito e o
meio externo. Uma teoria similar é utilizada para explicar o efeito protetor de alguns
surfactantes [VIVES et al., 1999; SANCHEZ et al., 2007].

Se o efeito liquido de uréia na solucdo for baseado nestes mecanismos, nds
esperariamos um aumento da capacidade de acomodacao dos fosfolipidios da membrana
na solucdo. Este mecanismo esta, provavelmente, em funcionamento, mas em conjunto
com outro mecanismo que limita este processo. Tal mecanismo pode ser 0 aumento da
osmolaridade na fase externa da solucéo. De fato, 0 aumento da estabilidade baseado no
aumento da osmolaridade tem sido amplamente descrito na literatura [BOUTRON e
ARNAUD, 1984; PELLERIN-MENDES et al., 1997;. WAGNER et al., 2002]. Esta
estabilizacdo foi considerada em um modelo de transicdo morfoldgica que considerou a
existéncia de heméacias em formas menos estaveis, coletivamente designadas como
células em estado R, e em formas mais estaveis, coletivamente designados como células
em estado T, presentes em meios de baixa e alta osmolaridade, respectivamente
[CUNHA et al., 2007;. PENHA- SILVA et al., 2008].

CONCLUSAO

A combinagdo de caotropicos produziu mudancas nas curvas de hemdlise
compativeis com a ocorréncia da estabilizacdo de eritrécitos induzida por esses

caotropicos.
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Tabela 3.1. Efeito da temperatura no ponto de meia-transicdo (Dso,) da lise de

eritrocitos humanos por uréia. Condicdes experimentais: 0.9 g/dL NaCl.

Temperatura Dsou P

°C (média £ desvio padréo)

17 4,00£0,12 a
(N = 10)

22 3,85+ 0,26 ab
(N=11)

27 3,66 £ 0,26 e
(N =11)

32 3,51+0,22 ¢
(N = 11)

37 3,14 £0,20
(N =11)

42 2,71 +£0,17
(N = 11)

a7 2,15+0,10
(N = 10)

52 1,57 £0,07
(N = 10)

a,b,c . . N . .. e ege
P > 0,05 indicando que ndo houve diferenca estatisticamente significante entre as
temperaturas (teste de Tukey).
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Tabela 3.2. Efeito da concentracdo de uréia sobre o ponto de meia-transicdo (Dsee) da

lise de eritrocitos humanos por etanol a 37 °C. Condicdes experimentais: 0,9 g/dL NaCl.

Uréia Dsoe P
(M) (média £ desvio padréo)
0 14,36 £ 0,25 *
(N =10)
0,5 13,64 + 0,56 *
(N =10)
1,0 12,16 £ 0,14 *
(N =10)
15 10,47 £ 0,41 *
(N =10)
2,0 6,35+ 0,36 *
(N =10)
2,5 3,16 £0,31 *
(N =10)

*P < 0,05 indicando diferenca estatisticamente significante entre as concentracOes de
uréia (teste de Tukey).
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Tabela 3.3. Efeito da concentracdo de uréia sobre o ponto de meia transicdo (Hs) da

lise de eritrécitos humanos por estresse hipotdnico a 37 °C.

Uréia Hso P
(M) (média £ desvio padréo)
0 0,487 + 0,005 a
(N = 10)
0.5 0,490 + 0,002 a
(N = 10)
1.0 0,471 + 0,006
(N = 10)
1.5 0,462 + 0,006
(N=12)
2.0 0,456 + 0,005 b
(N = 10)
2.5 0,454 + 0,005 b
(N = 10)

%P > 0.05 indicando que ndo houve diferenca estatisticamente significante entre as
concentracOes de uréia (teste de Tukey).
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Figura 3.1. Efeito da temperatura na curva de lise de eritrocitos humanos por uréia.

Condig0es experimentais: 0,9 g/dL NaCl.
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com a temperatura. P > 0.05 indicando que ndo houve diferenca estatisticamente

significante entre as temperaturas (teste de Tukey).
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Figura 3.3. Efeito da adi¢do de uréia na curva de lise de eritrocitos humanos por etanol.

Condigdes experimentais: 0.9 g/dL NaCl e 37 °C.
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Figura 3.4. Dependéncia dos valores de meia-transicéo da lise de eritrocitos humanos
por etanol (Dspe) com a concentracdo de uréia. CondicOes experimentais: 0.9 g/dL NaCl
e 37 °C. *P < 0,05 indicando diferencas estatisticamente significantes entre todas as
concentragOes de uréia (teste de Tukey).
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Figura 3.5. Efeito da adicdo de uréia na lise de eritrocitos humanos por estresse

hipotonico. Condi¢des experimentais: 37 °C.
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Figura 3.6. Dependéncia dos valores de meia-transi¢do da lise de eritrocitos humanos
por estresse hipotdnico (Hsg) com a concentracdo de uréia. Condigfes experimentais: 37
°C. *PP > 0.05 indicando que n&o houve diferenca estatisticamente significante entre as

concentracOes de uréia (teste de Tukey).
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