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RESUMO

OSMOESTABILIZACAO DE COMPLEXOS ORGANIZACIONAIS
BIOLOGICOS

Estudante: Morun Bernardino Neto

Orientador: Nilson Penha-Silva

Na tentativa de garantir a estabilidade dos complexos organizacionais
bioldgicos, a natureza emprega varios mecanismos, como o controle do pH, da
temperatura e da concentracdo de solutos no meio interno. O controle da
concentracdo de solutos contribui para o que podemos chamar de
osmoestabilizacdo. Esse trabalho procura aplicar teorias conhecidas para a
estabilizacao de proteinas agora sobre as membranas biolégicas. Os solutos
osmoestabilzadores, também chamados de osmdlitos, aumentam a energia livre
do estado nativo (N), mas aumentam muito mais a energia livre do estado
desenovelado (D) de uma proteina, de tal forma que os osmdlitos estabilizam o
estado N de uma proteina pelo aumento da barreira de energia livre entre eles, o
que torna menos provavel o desenovelamento e a perda de fungdo da proteina. A
razao dessa diferenca estaria na interagédo preferencial da agua com a proteina. A
proteina prefere ligar-se a agua do que ao osmdlito, que é entdo excluido da
esfera de hidratagdo mais proxima a superficie da proteina, segundo um efeito
que foi denominado de solvofébico ou de osmofdbico. A maior superficie de
contato do estado D exige um maior investimento de energia livre para sua
hidratagcédo, além de uma maior organizagdo das moléculas de agua em torno de
sua superficie externa, de tal forma que a entropia conformacional do solvente é
menor em torno do estado D do que do estado N. Isso significa que o osmalito
estabiliza o estado nativo em relagdo ao estado desnaturado de uma proteina. As
membranas biolégicas tém um aspecto importante de sua estrutura em comum
com as proteinas soluveis em agua. Elas também escondem seus grupos
hidrofébicos em um interior anidro, constituido por uma bicamada de fosfolipidios,

em que as cabecas polares desses lipidios fazem contato com o meio externo e



interno da estrutura biolégica circundada pela membrana. Os eritrécitos
constituem um modelo muito valido para estudo do comportamento de suas
membranas. A utilizagdo de osmolitos aumenta a estabilidade de solu¢des de
eritrocitos e permite inclusive sua criopreservacdo. Na presenca de osmoalitos os
eritrocitos sofrem alteragcbes morfolégicas reversiveis com a diminuicdo de
volume. Assim, os eritrocitos existem numa situagcao de equilibrio entre dois
estados, um estado expandido (R) e um estado condensado (T), onde T € o
estado de maior estabilidade. Neste trabalho nds explicamos tentativamente essa
maior estabilidade do estado T dos eritrécitos com base na teoria da hidratacao

preferencial de Timasheff.

DESCRITORES: eritrocitos, estabilidade, mecanismo, membranas, osmalitos.



ABSTRACT

OSMOSTABILIZATION OF BIOLOGIC ORGANIZATION COMPLEXES

Student: Morun Bernardino Neto

Advisor: Nilson Penha-Silva

With the aim of guarantee the stability of the biological organization
complexes, nature uses several mechanisms, as the control of pH, temperature
and concentration of solutes in the internal medium. The control of the solute
concentration contributes to what we can call as osmostabilization. This paper
tries to apply the known theories about the stabilization of proteins now on the
biological membranes. The osmostabilizing solutes, also called as osmolytes,
increase the free energy of the native state (N), but increase much more the free
energy of the unfolded state (D) of a protein, in such a way that the osmolytes
stabilize the N state of a protein by the increase in free energy barrier between the
states, which makes less probable the unfolding and the loss of the protein
function. The reason of this difference would be in the preferential interaction of
the protein with the water. The protein prefers binds to water than to the osmolyte,
which is then excluded from the inner hydration shell of the protein surface,
according an effect that was designated as solvophobic or osmophobic effect. The
larger contact surface of the D state requires a higher investment of free energy
for its hydration, beyond a better organization of the water molecules around the
external surface, in such a way that the conformational entropy of the solvent is
lower around the D state than it is around the N state. This means that the
osmolytes stabilize the native state in relation to the unfolded state of the protein.
The biological membranes have an important aspect of their structures in common
with water soluble proteins. They also hide their hydrophobic groups in their
anhydrous interior, constituted by a phospholipids bilayer, in which the polar heads
of these lipids make contact with the aqueous surrounding in the external and
internal media of the biological structure encompassed by the membrane. The

erythrocytes constitute a very valid model to study the behavior of the membranes.



The utilization of osmolytes increases the stability of erythrocytes preparations and
permits even their cryopreservation. In the presence of osmolytes the erythrocytes
suffer reversible morphological alterations with volume decrease. Thus, the
erythrocytes will exist in an equilibrium process between two states, an expanded
(R) and a compact one (T), where T is the more stable state. In this study, we
tentatively explained this larger stability of the T state of the erythrocytes with

basis in the preferential hydration theory of Timasheff.

KEY WORDS: erythrocytes, stability, mechanism, membranes, osmolytes.



Introducao

Os complexos organizacionais biologicos compreendem tecidos, células,
organelas, cromossomos, proteinas e membranas. A sua organizagdo e
estabilizagado é uma tarefa importante da natureza, uma vez que todas as fungdes
especificas desses complexos organizacionais dependem de sua integridade
estrutural. Esta revisdo bibliografica descreve a agcado de agentes desnaturantes e
estabilizantes sobre as membranas bioldgicas. Como toda teoria a respeito do
assunto foi gerada a partir da interacédo de desnaturantes e estabilizantes sobre
proteinas, ndés abordamos também a acdo de desnaturantes e estabilizantes
sobre esses importantes complexos biologicos, no intuito de ajudar a dirigir o

estudo sobre a estabilizagcdo de membranas bioldgicas, que € o nosso objetivo.

A desestabilizagdao de complexos organizacionais biolégicos

Os complexos organizacionais biolégicos, como tecidos, células, organelas,
cromossomos, proteinas e membranas, sdo muito vulneraveis a acao de agentes
desnaturantes, como temperatura, extremos de acidez e alcalinidade (Cribier,
Morrot e Zachowski, 1993), e a uma série de solutos, como a uréia, a guanidina e
o etanol. Estes agentes sdo capazes de destruir a estrutura organizacional
daqueles complexos.

Uma elevacé&o na temperatura é capaz de aumentar a energia vibracional
de grupos associados naquelas estruturas, enfraquecendo as forgas atrativas que
estabilizam proteinas, membranas e cromossomos.

Os extremos de acidez e alcalinidade alteram o estado de ionizagao de
grupos acido-basicos de proteinas, membranas e cromossomos, desfazendo
pares ibnicos que sao elementos importantes de estabilizacdo daquelas
estruturas.

A introducao de uréia, guanidina (Bennion e Dagget, 2003; Wang e Bolen,
1997; Taylor et al., 1995; Pace e Shaw, 2000; Schellman, 2002; Breslow e Guo,
1990; Tanford, 1963) ou etanol (Castronuovo et al., 1999) em uma solugéo

aquosa aumenta a afinidade do meio pelo estado desnaturado daqueles



complexos organizacionais. Com certeza, esses solutos enfraquecem a forca
hidrofdbica, que dirige a formagao e participa na manutencao da estabilidade de

proteinas, membranas e cromossomos.

A estabilizagdao de complexos organizacionais biolégicos

Para manter viaveis proteinas, membranas, cromossomos, células e
tecidos, € preciso exercer um controle sobre a agdo dos agentes caotropicos.
Baixas temperaturas, controle do pH e da composicdo quimica do meio sao
medidas importantes para manter os complexos organizacionais biolégicos
estruturalmente integros e funcionalmente ativos.

Muitos organismos desenvolveram outros mecanismos diferentes de
estabilizacdo de suas estruturas. Um deles € a produgdo e concentracao de
solutos que tém sido coletivamente designados de osmdlitos. Os osmolitos séo
capazes de estabilizar estruturas de complexos organizacionais bioldgicos in vitro
e assim garantir sua fungao bioldgica, tanto in vitro quanto in vivo (Borowitza e
Brown, 1974; Bowlus e Somero, 1979; Pollard e Wyn Jones, 1979; Yancey, 1985;
Nikolopoulos e Manetas, 1991).

Classificagcao dos osmalitos

Os osmoalitos sdo compostos estruturalmente diferentes que podem ser
classificados em trés grupos: (1) alcoois poliidroxilicos; (2) aminoacidos e
derivados; e (3) acucares (Yancey et al., 1982). Os alcoois poliidroxilicos incluem
o (glicerol (1,2,3-propanotriol) e o sorbitol (1,2,3,4,5,6-hexanoexol). Os
aminoacidos e derivados incluem a trimetilglicina (ou betaina), a dimetilglicina, a
metilglicina (ou sarcosina) e a glicina. Esses aminoacidos, nessa seqiéncia, sao
produzidos numa rota alternativa de biossintese de glicina a partir de colina
(Murray et al., 1996). Ja os agucares incluem a sacarose e a trealose.

Os osmodlitos também sao classificados quanto a fungdo, em solutos

compativeis, que apresentam apenas pequenos efeitos sobre a funcdo das



proteinas, e em solutos neutralizantes, que combatem os efeitos prejudiciais que
alguns solutos celulares tém sobre a célula (Borowitza e Brown, 1974; Yancey et
al.,, 1982). Os solutos compativeis incluem aminoacidos, como a glicina,
carboidratos, como a sacarose, e poliidroxialcoois, como o glicerol e o sorbitol.
Eles podem estar presentes em grandes concentragdes intracelulares, sem alterar
as propriedades dos complexos organizacionais das células (Yancey et al., 1985).
Os solutos neutralizantes incluem a glicerofosforilcolina e a betaina (Lien, Pacelli
e Brawn, 1993; Peterson et al.,, 1992; Yancey e Burg, 1990), que nas células
renais combatem o efeito desnaturante da uréia (Bagnasco et al., 1986; Garcia-
Perez e Burg, 1990; Somero, 1986; Yancey et al., 1982).

Origem da estabilizacao de proteinas por osmdélitos

Os osmolitos aumentam a energia livre do estado nativo (N), mas
aumentam muito mais a energia livre do estado desenovelado (D) de uma
proteina. A explicacdo mais aceita para este fendbmeno termodindmico é
fundamentada na interagdo preferencial da agua com a proteina (Timasheff,
1998). A proteina prefere ligar-se a agua do que ao osmodlito, que é entéo
preferencialmente excluido da superficie da proteina, segundo um efeito que foi
denominado de solvofébico (Timasheff e Arakawa, 1989) ou de osmofébico
(Bolen e Baskakov, 2001). Este efeito pode ser explicado pela maior afinidade
pela agua do que pela mistura osmdlito-agua dos grupos apolares (Gekko e
Timasheff, 1981a; Gekko e Timasheff, 1981b) e do esqueleto peptidico (Liu e
Bolen, 1995) da proteina. A competicdo gerada entre o osmdlito e a agua pela
proteina eleva a energia de hidratagado tanto do estado N quanto do estado D da
proteina. Como os grupos apolares e o esqueleto peptidico sdo mais expostos ao
solvente no estado desnaturado do que no estado nativo, o estado desnaturado é
mais desestabilizado do que o estado nativo da proteina. O estado D exige uma
maior organizagao de moléculas de agua em torno de sua superficie externa, que
€ maior, do que o estado N, de tal forma que a entropia conformacional do
solvente é maior em torno do estado N do que do estado D. Isso significa que o

osmolito estabiliza o estado nativo de uma proteina em relacdo ao estado



desnaturado (Timasheff e Arakawa, 1989; Gekko e Timasheff, 1981a; Gekko e
Timasheff, 1981b; Lee e Timasheff, 1981; Timasheff, 1993; Liu e Bolen, 1995).

E possivel que essa estabilizacdo osmofébica de uma proteina esteja
também associada a outros fatores, como a exclusdo espacial do osmodlito e
alteragdes na constante dielétrica e na viscosidade da solugdo (Taylor et al.,
1995; Wang e Bolen, 1997; Wang, Robertson e Bolen, 1995; Yancey, 2001;
Fields, 2001; Saunders et al., 2000; Qu, Bolen e Bolen, 1998).

As membranas biolégicas

Outros complexos organizacionais biolégicos, como as membranas, que
constituem a preocupagao principal deste trabalho sdo também estabilizados
pelos osmdlitos. Sera que os mesmos mecanismos termodinamicos validos para
a estabilizacao de proteinas sao também validos para explicar a estabilizacdo de
membranas? Para enderecar corretamente esta questdo, precisamos entender
um pouco a respeito da organizagao estrutural das membranas biologicas.

As membranas biologicas sdo elementos de delimitagdo das células e
também das unidades intracelulares (Nageli e Cramer, 1855). Nos organismos
eucaribticos, elas dividem a célula em compartimentos com diferentes
especializagcdes funcionais. Além disso, elas contém proteinas especializadas no
transporte e no controle do transporte de solutos tanto para dentro quanto para
fora do ambiente delimitado. Algumas dessas proteinas também captam sinais
quimicos de origem hormonal e os transferem para o interior da célula,
caracterizando o que a literatura chama de transmissao de sinais hormonais, os
quais vao regular por mecanismos bioquimicos a fisiologia da célula. Outras
proteinas, na membrana mitocondrial interna constituem a cadeia de transporte
de elétrons, que gera as condi¢cdes bioquimicas para que uma outra proteina de
membrana, a ATP-sintase, converta a energia metabdlica numa fonte corrente de
energia para o organismo, o ATP. Assim, as membranas celulares sdo elementos
essenciais na determinagao da estrutura e também na fungcao de células, tecidos

e o0rgaos.
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Estrutura das membranas celulares

As membranas sdo essencialmente constituidas de lipidios e de polimeros
de aminoacidos, muitas vezes conjugados com carboidratos (Danielli e Davson,
1935). A proporcéo entre lipidios e proteinas varia conforme as fungbes mais
especificas da membrana. A membrana plasmatica de um eritrécito possui cerca
de 20 tipos de proteinas proeminentes e varias outras com diferentes fungdes,
como o transporte de diferentes tipos de solutos (Storry, 2004).

Todas as membranas apresentam estruturas gerais semelhantes
(Robertson, 1957; Robertson, 1960). Elas sao trilaminares quando observadas
transversalmente ao microscopio eletrénico de transmissdo. Fosfolipidios e
esterdis formam uma bicamada de lipidios cujas porgdes hidrofobicas se mantém
internamente a estrutura, deixando as por¢des polares expostas ao meio interno e
externo. Nessa malha lipidica, que se mantém por interagdes hidrofdbicas,
proteinas aparecem irregularmente incrustadas e mantidas unidas aos lipidios por
meio de interagdes hidrofdbicas (Singer e Nicholson, 1972; Cribier, Morrot e
Zachowski, 1993). Algumas dessas proteinas encontram-se projetadas para um

ou ambos os lados da membrana (Cribier, Morrot e Zachowski, 1993)

A natureza fluidica das membranas biolégicas

Como os lipidios das membranas acham-se unidos entre si e com as
proteinas por ligagbes de van der Walls, de natureza mais fraca do que as
ligagcbes covalentes, a membrana apresenta uma estrutura de natureza fluidica,
de acordo com o chamado modelo do mosaico fluido (Singer e Nicholson, 1972).

Este estado de fluidez da membrana é ainda maior quanto maior € a
temperatura do meio, uma vez que o aumento da temperatura promove fusdo de
seus lipideos. A fluidez da membrana também aumenta com o aumento de seu
teor em fosfolipidios com acidos graxos insaturados em sua estrutura, uma vez
que a presenca dos dobramentos caracteristicos das configuragdes espaciais cis,
presentes nas insaturacbes de ocorréncia natural, minimiza o numero de

interacdes intermoleculares de van der Waals e, por conseguinte a temperatura
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de fusdo da membrana. Assim, as membranas mais ricas em fosfolipidios com
grupos acila saturados terdo uma maior temperatura de transigdo e uma menor
fluidez a uma dada temperatura em relagdo a membrana mais rica em
fosfolipidios com grupos acila insaturados (Singer e Nicholson, 1972; Cribier,
Morrot e Zachowski, 1993).

A fluidez de uma membrana também ¢é afetada pelo seu teor de esterdis. O
nucleo rigido do anel esterdide diminui a liberdade de rotagdo das ligagbes
carbono-carbono, elevando assim a temperatura de transicdo de fusdo, o que
diminui a fluidez da membrana.

Devido a essa fluidez da membrana, é possivel haver movimentagao ativa
dos fosfolipidios dentro de sua monocamada, mas muito dificiimente o fosfolipidio
vai-se deslocar para a outra monocamada (Cribier, Morrot e Zachowski, 1993). As
proteinas estruturais da membrana, que formam agregados ou estdo ancoradas a
estruturas internas da célula, podem ser consideradas imoveis em relacido aos
lipidios. Mas algumas proteinas de membrana sdo também livres para se
difundirem como os lipidios, especialmente aquelas presentes apenas em um dos
lados da membrana (Cribier, Morrot e Zachowski, 1993).

A fluidez de uma membrana é essencial para a manutengao de fungdes da
célula metabolicamente ativa. Mas quando uma célula é congelada, para
preservagao, o abaixamento da temperatura vai congelar também os fosfolipidios
da membrana, que assim perde sua fluidez. Desde que nesse processo nao haja
danos estruturais a membrana e também a célula como um todo, esse processo
pode ser revertido pela elevacao da temperatura. Entretanto, € preciso condi¢cdes

especiais para garantir um congelamento reversivel da célula.

Os eritrocitos como modelo de estudo das membranas

Os eritrocitos constituem um bom modelo para o estudo das membranas
biologicas, especialmente de sua estabilidade, uma vez que a hemdlise
provocada por qualquer fator de estresse ambiental libera hemoglobina, que pode
ser quantificada pela leitura espectrofotométrica da absorvancia da luz visivel em

540 nm (Ass0 nm). A absorvancia a Ass nm € proporcional a extensao da lise dos
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eritrocitos (hemdlise). Outros componentes soluveis do eritrocito, como enzimas,
podem também ser quantificados na solugdo. Esses procedimentos exigem a
separacao dos elementos figurados integros do sangue e dos debris celulares, o
que pode ser convenientemente executado por centrifugacdo (Nelson e Cox,
2000; Moeckel et al. 2002).

Comportamento das membranas em ambiente aquoso

O que acontece com os lipidios provenientes de uma membrana quando
ela se desagrega em ambiente aquoso? A bicamada lipidica das membranas
bioldégicas € um mosaico de varias espécies de moléculas em que o fosfolipidio &
sua unidade basica (Cribier, Morrot e Zachowski, 1993). Os lipidios que
constituem o elemento estrutural basico das membranas sao essencialmente
insoluveis em agua. A raz&o dessa insolubilidade € a natureza apolar e, portanto,
hidrofébica, dos grupamentos acilas dos fosfolipidios. Entretanto, em ambiente
aquoso os fosfolipidios podem formar estruturas microscépicas, chamadas de
micelas, as quais constituem uma fase separada da agua, mas homogeneamente
dispersa nesse solvente. A micela é constituida de uma monocamada esferoidal
de fosfolipidios, tridimensionalmente organizada de tal forma a esconder seus
grupos hidrofébicos no interior da microestrutura e a simultaneamente expor seus
grupos hidrofilicos ao meio aquoso externo. Assim, a micela é estabilizada
termodinamicamente pelas forgas atrativas hidrofobicas de van der Waals entre
os grupos apolares dos fosfolipidios. Por outro lado, por minimizar o contato dos
grupos apolares de seus fosfolipidios com o solvente aquoso, a micela minimiza a
quantidade de moléculas de agua organizadas em torno dos fosfolipidios. Isso
permite que as moléculas de agua possam estar em um estado mais livre, com
maior entropia conformacional. Assim, a diminuicdo da entropia intrinseca a
organizacgao dos fosfolipidios na micela € compensada pelo aumento da entropia

conformacional da agua na fase aquosa externa a micela.
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Estabilizagdo de membranas biolégicas por osmdlitos

Muitas células animais e vegetais podem-se adaptar a condi¢gdes de
hipotonicidade ou hipertonicidade pela produgao e acumulacdo de osmdlitos da
classe dos solutos compativeis. Em resposta a um aumento na concentragcao de
sal no meio externo, as cianobactérias, por exemplo, aumentam a concentragao
interna de sacarose. Plantas transgénicas que expressam genes bacterianos para
sintetizar esse soluto mostraram tolerancia aumentada contra concentracdes
elevadas de solutos caotropicos e desidratantes e a variagdes na temperatura.
Uma possivel explicagdo pode ser uma habilidade desses solutos em estabilizar
membranas sob condigbes de estresse. De fato, a presencga de sorbitol protege as
membranas de lipossomos contra o vazamento de um marcador colorido soluvel
(Hincha e Hagemann, 2004).

Em mamiferos, os osmdlitos compativeis compreendem polidis, como
inositol e sorbitol, e aminoacidos, como taurina e betaina (Moeckel et al. 2002). A
maioria dos mamiferos, inclusive os humanos, usa pequenos solutos organicos no
interior de suas células para atingir o equilibrio osmético com as elevadas

concentragdes de NaCl geralmente presentes no meio extracelular.

Importancia biotecnolégica da estabilizagao de membranas

O advento das novas abordagens industriais, terapéuticas e cirurgicas
exige o aprimoramento dos métodos de preservacdo de vacinas, tecidos,
embrides, células e particularmente de elementos figurados do sangue. A
biopreservacao da integridade de eritrécitos é altamente significativa para atender
a demanda clinica de pacientes com anemia, hemorragia por trauma ou cirurgia, e
baixa producdo de elementos sanguineos pela medula éssea. Nesse sentido, os
osmolitos naturais aparecem como alternativas viaveis de biopreservacao,
inclusive no sentido de nao permitir os efeitos deletérios da criopreservacao sobre
0s complexos organizacionais biolégicos (Storey et al., 1996; Scott, Lecak, e
Acker, 2005).
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Origem da estabilizagdao de membranas por osmdélitos

Os osmodlitos tém sido usados para criopreservacao de células e de
elementos figurados do sangue. O congelamento de células vivas na auséncia de
condicbes especiais de preservacdao causa danos irreversiveis a elas. Mas o
congelamento na presenga de osmolitos permite as células recuperarem suas
funcbes apods criopreservacao por extensos periodos de tempo. Isso indica que
estamos diante de eventos termodinamicamente reversiveis. Os estudos sobre a
preservacdo de eritrocitos na presenga de osmolitos afirmam que esses
elementos figurados do sangue sofrem uma contratacdo de volume que é
revertida apds a remogao do excesso de soluto. Isso nos indica que estamos
entdo diante de uma situagdo de equilibrio entre dois estados morfologicos
diferentes do eritrécito, um estado expandido (R), presente nas condi¢des
naturais do sangue, e um estado condensado (T) presente na presencga de altas
concentracdes de osmalitos.

Esse equilibrio em que os dois estados podem se interconverter,
reversivelmente, R2T, por alteragbes na pressdo osmotica do solvente nos
pareceu muito semelhante com o que ocorre nas proteinas, em que 0 aumento da
pressdao osmotica desloca o equilibrio de estabilizacdo do estado D,
desenovelado, de maior superficie de contato com o solvente, para o estado N,
nativo, de menor superficie de contato, D2N.

Essa coincidéncia sugere que a mesma origem termodindmica da
estabilizacdo de proteinas por osmdlitos seria também valida para explicar a
estabilizacdo dos eritrocitos. Tanto as proteinas quanto as membranas dos
eritrécitos tém um interior anidro hidrofébico, mantido pelo mesmo tipo de forgas,
que sao as forgas atrativas de van der Waals.

Assim, acreditamos que a explicagao originalmente feita por Timasheff para
justificar a estabilizacdo de proteinas por osmolitos seja também valida para
explicar a estabilizacdo dos eritrocitos na presenca desse tipo de soluto. Assim, o
menor volume do estado R dos eritrocitos exigiria uma maior quantidade de
energia livre para sua hidratacdo e uma menor entropia conformacional na
estrutura da 4gua em torno de sua esfera de hidratagdo em relagdo ao estado T.

Por outro lado, a contragédo de volume do eritrécito deve significar a aproximagao
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dos grupos hidrofébicos da membrana, com uma exacerbagcdao da forca
hidrofébica. A diminuicdo da entropia associada a diminuicao da liberdade de
movimentagéo dos fosfolipidios da membrana seria compensada pelo aumento da

entropia conformacional do solvente em torno do estado T do eritrocito.

Consideragoes finais

Esse modelo de estabilizacdo de eritrocitos por osmolitos, fundamentado
no equilibrio entre os estados R e T, embora paregca bastante racional e
fundamentado em varias observacdes da literatura, carece de validagao
termodinamica.

E possivel que a estabilizagdo desse estado T, gerada em meio de alta
pressao osmotica, seja a explicagao para a estabilizagao de eritrocitos observada
por Aversi-Ferreira (2004) na presenca de concentragdes elevadas de etanol, que
embora seja um agente caotropico, também afeta a pressdo osmaética do solvente

onde ele é adicionado.
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RESUMO

EFEITO DO SORBITOL SOBRE A DEPENDENCIA TERMICA DA
ESTABILIDADE DE ERITROCITOS HUMANOS CONTRA ETANOL

Estudante: Morun Bernardino Neto

Orientador: Nilson Penha-Silva

O eritrécito constitui um modelo muito adequado para estudo da
estabilidade de membranas, uma vez que a ruptura de sua membrana promove
liberacdo de hemoglobina, cuja absor¢do de luz na regidao do visivel permite a
monitoragdo da desnaturagdo da membrana. Neste trabalho ndés estudamos o
efeito da presenca de sorbitol sobre a dependéncia térmica da estabilidade de
eritrécitos humanos contra a acdo desnaturante do etanol em NaCl 0,9%. A
desnaturacdo da membrana foi monitorada pela medida da absorvancia em 540
nM (As40 nm). A dependéncia de Ass nm COmM a concentragao de etanol em solugao
de NaCl a 0,9%, na auséncia e na presenca de sorbitol a 1 mol.L™", foi estudada a
27, 32, 37 e 42 °C. Apos desnaturacdo completa dos eritrécitos, os valores de
Asso nm foram convertidos em percentagem de hemdlise. Todas as dependéncias
da % de hemdlise com a concentragdo de etanol seguiram linhas de transigédo
sigmoidal, que foram ajustadas a equac&o de Boltzman, para determinagcéo da
concentragcdo de etanol capaz de promover 50% de hemdlise (Dsg). A
incorporacdo de sorbitol a 1 mol.L”" promoveu declinios estatisticamente
significantes (P<0,01) nos valores de Ds;, em todas as temperaturas
consideradas. O aumento da temperatura promoveu declinios também
estatisticamente significantes (P<0,01) nos valores de Dsy tanto na auséncia
quanto na presenca de sorbitol. Os valores de Dsy apresentaram uma
dependéncia linear com a temperatura. A inclinacdo da reta de dependéncia
térmica de Dso na presencga de sorbitol foi significativamente menor (P<0,01) do
gue na auséncia do osmdlito. Isso significa que o sorbitol a 1 mol.L”" aumenta o
efeito caotropico do etanol, ao mesmo tempo em que apresenta uma acio

estabilizadora que € tanto maior quanto maior € a temperatura. Assumindo
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linearidade além do intervalo de temperatura de 27 a 42 °C, as duas linhas de
regressao devem sofrer uma interseccdo em torno de 68,8 °C, ponto em que a
acgao estabilizadora do sorbitol neutralizaria seu sinergismo com a agao caotrépica
do etanol. Esses efeitos foram explicados de acordo com um modelo de equilibrio
em dois estados para o eritrocito, um estado expandido de menor estabilidade e
um estado contraido de maior estabilidade. Independentemente da explicagao
adotada, nossos resultados permitem concluir que, a 1 mol.L™" e na presenca de
NaCl a 0,9%, o sorbitol acentua a acao caotropica do etanol e da temperatura,
entre 27 e 42 °C, sobre a membrana do eritrécito, embora ele nao tenha acao
caotrépica entre 0 e 1,5 mol.L”", a0 mesmo tempo em que também promove
estabilizacdo da membrana, numa intensidade que aumenta com o aumento da

temperatura.

DESCRITORES: eritrocito, sorbitol, etanol, estabilidade de membranas,

temperatura.
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ABSTRACT

EFFECT OF SORBITOL ON THE THERMAL DEPENDENCE OF THE STABILITY
OF HUMAN ERYTHROCYTES AGAINST ETHANOL

Student: Morun Bernardino Neto

Advisor: Nilson Penha-Silva

The erythrocyte constitutes a very adequate model to study the stability of
biological membranes, since the rupture of its membrane promotes release of
hemoglobin, which capacity to adsorb light in the visible region of the spectra
permits the monitoration of the membrane denaturation. In this work, we studied
the effect of the presence of sorbitol on the thermal dependence of the stability of
human erythrocytes against the denaturant action of ethanol in 0,9% NaCl. The
membrane denaturation was monitored by the measurement of the absorbance at
540 nm (Ass0 nm).- The dependence of Ass nm With the ethanol concentration in
0.9% NaCl, in the absence and presence of 1 mol.L™" sorbitol, was studied at 27,
32, 37 and 42 °C. After complete denaturation of the erythrocytes, the Asso nm
values were converted in percentage of hemolysis. All the dependencies of the %
of hemolysis with the concentration of ethanol followed sigmoidal transition lines,
which were adjusted to the Boltzman equation, in order to determine the
concentration of ethanol able to promote 50% of hemolysis (Dsp). The
incorporation of 1 mol.L™" sorbitol promoted statistically significant decreases
(P<0.01) in the Dso values, for all considered temperatures. The increase in the
temperature also promoted statistically significant decreases (P<0.01) in the Dsg
values in the absence and in the presence of sorbitol. The values of D5y presented
a linear dependence with the temperature. The slope of that line in the presence of
sorbitol was significantly smaller (P<0.01) than it was in absence of that solute.
This means that the presence of 1 mol.L™”" sorbitol increases the chaotropic action
of ethanol, at the same time that it presents a stabilizing action, which increase
with an increase in the temperature. If we assume linearity beyond the interval of
27 and 42 °C, those regression lines will intercept around 68.8 °C, where the

stabilizing effect of sorbitol would neutralize its synergism with the chaotropic
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action of ethanol. These effects were explained with basis in a two state
equilibrium model for the erythrocyte, a less stable expanded state and a more
stable contracted state. The rationality of the model is discussed. Whatever is the
adopted explanation, our results permit conclude that 1 mol.L”" sorbitol, in the
presence of 0.9% NaCl, increases the chaotropic action of ethanol and
temperature on the erythrocyte membrane, although it does not present any
chaotropic action itself between 0 and 1.5 mol.L™, by the same time that it also
presents a stabilizing action on the membrane that increases with the increase in

the temperature.

KEY WORDS: erythrocyte, sorbitol, ethanol, stability of membranes, temperature.
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INTRODUGAO

Os osmdlitos cosmotropicos, também conhecidos como solutos
compativeis, sdo compostos organicos de baixo peso molecular, que podem
aumentar a estabilidade do estado nativo de uma proteina, permitindo assim que
essas macromoléculas continuem funcionais mesmo sob determinadas condi¢des
adversas, como temperaturas elevadas e altas pressdes (Yancey et. al. 1982;
Yancey, 2004).

Devido ao efeito protetor sobre proteinas exercido pelo sorbitol, poliol
classificado como soluto compativel (Yancey et. al., 1982), o efeito protetor desse
e de outros osmolitos, como o glicerol, tem sido explicado por diversos
pesquisadores e ainda é um assunto que nao foi totalmente esclarecido.

Alguns estudos tém mostrado que os osmoélitos sao excluidos
preferencialmente da superficie de proteinas. Essa exclusdo € mais intensa no
caso da interacdo do osmdlito com cadeias laterais apolares de aminoacidos
hidrofébicos (Gekko e Timasheff, 1981-a; Gekko e Timashef, 1981-b; Timasheff e
Arakawa, 1989). Tais aminoacidos estdo presentes em maior quantidade no
nucleo hidrofébico de uma proteina (Nosoh e Sekiguchi, 1990).

Entretanto, pesquisas envolvendo energia livre de transferéncia revelaram
que a interacdo de osmdlitos com aminoacidos tanto polares como apolares é
favoravel e que a fonte de energia livre necessaria para superar a entropia
conformacional inerente a uma proteina seria decorrente das interacbes entre
osmolito e esqueleto peptidico (Liu, Bolen, 1995; Wang, Robertson, Bolen, 1995;
Bolen, Baskakov, 2001; Bolen, 2004).

Ao ser excluido da superficie da proteina, o osmdlito deixa para tras uma
camada enriquecida com agua, denominada de camada de hidratagdo. As
moléculas de agua dessa camada sdo mais organizadas do que aquelas que
constituem a fase volumosa do solvente e que apresentam maior liberdade de
movimentacdo. Assim, a formacdo da camada de hidratacdo implica em um
aumento de energia livre de modo a se compensar a perda de entropia decorrente
do aumento da organizagdo das moléculas de agua que constituem essa camada
(Gekko e Timasheff, 1981-a; Gekko e Timasheff, 1981-b; Timasheff e Arakawa,
1989).
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Essa exclusdo ocorreria porque, na presenga de osmolitos, a interagao
entre a agua e as cadeias laterais apolares seria ainda mais desfavoravel
termodinamicamente do que ja € em sua auséncia, pois envolveria um maior
aumento de energia livre. Esse efeito foi chamado de efeito solvofébico, pois
envolve uma interagcdo desfavoravel entre agua e osmodlito, que séo dois
componentes do solvente (Gekko e Timasheff, 1981-a; Gekko e Timasheff, 1981-
b; Timasheff e Arakawa, 1989). A palavra solvofébico para se referir ao efeito do
osmolito ndo é inapropriada porque, devido as altas concentragbes geralmente
utilizadas, o osmolito € mais propriamente um co-solvente do que um soluto
(Timasheff e Arakawa, 1989). Esse efeito também foi chamado efeito osmofdbico,
para enfatizar a importancia dos osmolitos nessa acéo (Bolen e Baskakov, 2001).

Assim, a origem do efeito dos osmolitos sobre proteinas tem sido
apreciavelmente bem estudada na literatura. Entretanto, os osmodlitos também sao
capazes de estabilizar outros complexos organizacionais bioldégicos, como
cromossomos, membranas, células e tecidos.

Embora os osmdlitos venham sendo descritos como agentes
estabilizadores de membranas, particularmente de eritrécitos (Pellerin-Mendes et
al.,, 1997; Moeckel et al.,, 2002; Wagner et al., 2002; de Loecker et al., 1993;
Bakaltcheva, Odeyale e Spargo, 1996), que constituem um modelo conveniente
para esse tipo de estudo, a origem desse efeito estabilizador sobre membranas
ainda nao foi devidamente apreciada na literatura.

Nesse trabalho, n6s desenvolvemos um meétodo para determinagcdo da
estabilidade de eritrocitos contra a concentragdo de um caotrépico (etanol),
titulando a solugdo de eritrécitos em meio isotdbnico com o sangue contra
concentragbes crescentes do etanol, no intuito de investigar o efeito de um
osmolito cosmotrépico, o sorbitol, sobre a estabilidade do eritrocito. Este efeito é
estudado a 27, 32, 37 e 42 °C.
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MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Enzimologia da
Universidade Federal de Uberlandia, apds aprovacao prévia do plano de pesquisa
pela Comissdo de Etica da instituicdo. Os doadores voluntarios das amostras de
sangue foram informados do projeto de pesquisa e assinaram um termo de
consentimento esclarecido em sinal de sua concordancia com a participagdo no
projeto. Os doadores eram todos jovens universitarios saudaveis pertencentes ao
programa de Pds-Graduagdo em Genética e Bioquimica da Universidade Federal

de Uberlandia.

Reagentes
O etanol absoluto (PA) utilizado foi adquirido da Quimex com grau de
pureza de 99,3% e utilizado sem purificagao prévia. O sorbitol PA utilizado tinha

um grau de pureza de 99,9% e foi adquirido da Nuclear.

Equipamento

As medidas de massa foram feitas em uma balanca digital de precisdo da
marca AND modelo 870. As medidas de volume foram feitas em buretas de vidro
refratario ou com a utilizagdo de uma pipeta automatica regulavel de 1000 uL da
Labsystems, modelo Finnpipette Digital. As incubagdes em temperaturas
definidas foram feitas em banho termostatizado Marconi, modelo MA 184. As
leituras de absorvancia foram feitas em espectrofotometro Micronal modelo B-
442,

Amostras de sangue
Amostras de sangue (4 mL) foram colhidas em vacutainer, contendo 50 pL
de EDTA (acido etilenodiaminotetracético) a 1g.dL™" como anticoagulante, da veia

antecubital de voluntarios humanos saudaveis apés jejum de 8 a 12 horas.
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Efeito da concentracdao de sorbitol sobre a estabilidade de eritrécitos
humanos

A uma bateria de tubos do tipo eppendorf contendo 1 mL de solugéo de
NaCl a 0,9% e uma concentracdo de sorbitol entre 0 e 1,5 mol.L™", pré-incubada a
37 °C por 10 minutos, eram adicionadas aliquotas de 25 pyL de sangue. Apds
homogeneizagdo, os tubos eram incubados por 30 minutos a 37 °C e
centrifugados por 10 minutos a 4000 rpm. As absorvancias dos sobrenadantes

eram lidas em 540 nm contra um tubo controle contendo apenas NaCl a 0,9%.

Curvas de estabilidade dos eritrécitos humanos contra etanol na auséncia
de sorbitol

A uma série de baterias de tubos do tipo eppendorf contendo 1 mL de
solugédo de NaCl a 0,9% e de etanol entre 0 e 22%, pré-incubadas a 27, 32, 37 e
42 °C por 10 minutos, eram adicionadas aliquotas de 25 uL de sangue. Apés
homogeneizagéo, os tubos eram incubados por 30 minutos em cada temperatura
e depois centrifugados por 10 minutos a 4000 rpm. Durante as incubagbes os
tubos permaneciam fechados. As absorvancias dos sobrenadantes eram lidas em

540 nm contra um tubo controle contendo apenas NaCl a 0,9%.

Curvas de estabilidade dos eritrécitos humanos contra etanol na presencga
de sorbitol a 1 mol.L™

A uma série de baterias de tubos do tipo eppendorff contendo 1 mL de
solucdo de NaCl a 0,9%, sorbitol a 1 mol.L™" e uma concentracéo de etanol entre 0
e 22% (vlv), pré-incubadas a 27, 32, 37 e 42 °C, por 10 minutos, eram
adicionadas aliquotas de 25 pL de sangue. Ap6s homogeneizagao, os tubos eram
incubados por 30 minutos em cada temperatura 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 sorbitol a 1 mol.L™" e NaCl a 0,9%.
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Calculos, edicao dos dados e analises estatisticas
Os calculos, as edicbes dos dados e as analises estatisticas foram
executados com a utilizagao do aplicativo Origin 6.0 Professional (Microcal Inc.). A

percentagem de hemolise em cada tubo era calculada com emprego da equagao:

) A
% de hemolise = 540 nm x100%

maxima em 540 nm

As dependéncias da % de hemodlise com a concentragdo de etanol foram
ajustadas a linhas de regressao sigmoidal, dadas pela equagéo de Boltzman:
a, —a,

1+ e@Dso)/dD

% de hemolise = +a,

onde a; e a, representam os valores minimo e maximo de hemodlise, D é a
concentracdo do desnaturante (etanol), Dsp representa a concentragdo de
desnaturante capaz de promover 50% de hemolise dos eritrocitos da solugao e
dD representa a amplitude da transicdo de desnaturacdo dos eritrocitos pelo
etanol.

A existéncia de diferengas estatisticamente significantes entre os valores
de Dsp para as diferentes temperaturas e concentragdes de sorbitol foi verificada
por analise de variancia (ANOVA).

A dependéncia de Dsp com a temperatura, em graus centigrados, foi
analisada por regressao linear.

A inclinagdo da linhas de regressao da dependéncia térmica de Dsp na
presenca de sorbitol a 1 mol.L”" foi comparada com a inclinagdo da linha na
auséncia de sorbitol por analise de variancia (ANOVA) entre os valores individuais
de Dso/temperatura.

O nivel de significAncia (P) considerado nas analises estatisticas foi de
0,01.
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RESULTADOS

Efeito da concentragao do sorbitol sobre a estabilidade de membranas

O sorbitol, na faixa de concentracado entre 0 e 1,5 moI.L'1, em meio com
NaCl a 0,9% (figura 1), ndo produziu hemolise de eritrocitos humanos, o que
indica que ele ndo apresenta acdo caotrdpica e que a agao caotropica de outros
solutos nesta faixa de concentragcdo nao deve ser decorrente da pressao osmoética

do meio, nas condi¢des utilizadas neste trabalho.

Titulagao de eritrécitos humanos com etanol

O aumento da concentragdo de etanol, que é um conhecido agente
caotrépico, provoca lise de eritrécitos humanos segundo um padrdo sigmoidal
(figura 2). Todas as dependéncias da percentagem de hemdlise com a
concentracdo de etanol, obtidas neste trabalho, foram ajustadas a curvas
sigmoidais, de acordo com a equagao de Boltzman, para determinagdo do
parametro Dsg, que representa a concentracdo de etanol capaz de provocar 50%
de hemodlise nas condi¢gdes de cada ensaio. Em outras palavras, podemos dizer
que Dso representa a estabilidade dos eritrocitos. Os valores de a; e a
representam as percentagens de hemolise obtidas no ajuste nas regides de
concentracdo ndo desnaturante e desnaturante, respectivamente, das

membranas dos eritrocitos.

Efeito da temperatura e da presenca de sorbitol a 1 mol.L™, em NaCl a 0,9%,

sobre a estabilidade de eritrécitos humanos

As figuras 3, 4, 5 e 6 apresentam as dependéncias da percentagem de
hemdlise com a concentragdo de etanol nas temperaturas de 27, 32, 37 e 42°C,

respectivamente, na auséncia e presenca de sorbitol a 1 mol.L™", sempre em
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solugao de NaCl a 0,9%. Essas dependéncias foram utilizadas para determinagéo
dos valores de Dsyp mostrados na tabela 1. Os valores de D5y diminuem com o
aumento da temperatura, o que significa que o aumento da temperatura diminui a

estabilidade dos eritrécitos humanos.

Efeito do sorbitol sobre a dependéncia térmica da estabilidade de eritrécitos

humanos

As duas retas da figura 7 representam as linhas de regressao linear da
dependéncia dos valores de D5y com a temperatura na auséncia e presencga de
sorbitol @ 1 mol.L™". As duas retas apresentam inclinacdes estatisticamente
diferentes (P<0,01). O sorbitol diminui a dependéncia térmica da estabilidade dos
eritrocitos, desde que a inclinagao da reta para o sorbitol € menor do que em sua
auséncia, o que significa que o sorbitol apresenta um efeito estabilizador real
sobre a membrana que se acentua com o aumento da temperatura.

Se nos considerarmos que a linearidade vai-se estender para além do
limite de temperatura de 27 a 42 °C, é possivel determinar a interse¢ao das duas
retas. A intersecdo ocorre em 68,8 °C. Essa temperatura tem um significado
especial. Ela especifica o ponto em que o efeito protetor de membrana,
apresentado pelo sorbitol, apresenta equivaléncia com seu efeito potencializador

da lise de eritrocitos.
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Figura 1 - Efeito da concentragdo de sorbitol sobre a hemdlise de eritrécitos
humanos em NaCl a 0,9% e 37 °C.
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Figura 2 - Dependéncia da percentagem de hemolise com a concentragdo de
etanol. Os dados foram ajustados a uma linha de regresséo sigmoidal de acordo
com a equacao de Boltzman para determinacdo da concentracdo de etanol que
promove 50% de hemdlise (Dsp). Os pardmetros ai e a; representam,
respectivamente, os percentuais de hemdlise antes (aq) e depois (az) da transi¢cao
de desnaturagao dos eritrocitos, e Dsp representa a concentracdo do desnaturante
que produz 50% de hemdlise.
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Figura 3 - Efeito da concentragdo de sorbitol sobre a estabilidade de eritocitos

humanos contra a desnaturacgao por etanol a 27 °C e em 0,9% NaCl.
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Figura 4 - Efeito da concentragdo de sorbitol sobre a estabilidade de eritocitos

humanos contra a desnaturacgao por etanol a 32 °C e em 0,9% NaCl.
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Figura 5 - Efeito da concentragdo de sorbitol sobre a estabilidade de eritocitos

humanos contra a desnaturacgao por etanol a 37 °C e em 0,9% NaCl.
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Figura 6 - Efeito da concentragdo de sorbitol sobre a estabilidade de eritdcitos

humanos contra a desnaturagéo por etanol a 42 °C e em 0,9% NacCl.
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Tabela 1 - Efeito da concentracdo de sorbitol e da temperatura sobre a

estabilidade de eritrocitos humanos contra a desnaturagédo por etanol em NaCl a

0,9%, dada pelos valores de Dsg9, (média + desvio-padrao)

Temperatura Sorbitol (mol.L™") P
(°C) 0 1

27 21,91 £ 0,40 16,58 + 0,41 *
32 21,36 £ 0,23 15,00 + 0,11 *
37 16,81 £ 0,60 12,92 £ 0,14 *
42 13,74 £ 0,39 9,65+ 0,48 *

* Os valores de P foram sempre menores do que 0,01, indicando diferencas

estatisticamente significantes entre as temperaturas e as concentragbes de

sorbitol (ANOVA).
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DISCUSSAO
Acao do sorbitol sobre eritrécitos humanos em NaCl a 0,9%

O significado desse experimento € muito importante, porque demonstra
que o sorbitol ndo apresenta efeito caotrépico sobre a membrana dos eritrocitos
(figura 1), entre os limites de 0 e 1,5 mol.L™" de concentragéo. Isto faz sentido em
relacdo a sua agdo como um agente estabilizador de complexos organizacionais
bioldgicos, pertencente a classe dos solutos compativeis ou cosmotrépicos.

O sorbitol e outros agentes cosmotropicos podem aumentar a eficiéncia da
criopreservagao de eritrocitos (de Loecker et. al., 1993; Wagner et. al., 2002;
Moeckel et. al.,, 2002; Pellerin-Mendes et. al., 1997; Eroglu et. al., 2000;
Bakaltcheva, Odeyale e Spargo, 1996; Bogner et. al., 2002). Solugéo de glicerol a
40% (4,35 mol.L™") é utilizada para criopreservagao de eritrocitos a -80 °C por até
10 anos (Walker, 1996; Krijnen, Kuivenhoven e Wit, 1968; Rowe, Eyster e Kellner,
1968) e apos remogao do osmolito, esse tratamento ndo causa prejuizo a sua
resisténcia contra choque hipotdnico, dada pelo indice de fragilidade (Hsp), que é
a concentragédo salina capaz de promover 50% de hemdlise (Wagner et. al.,
2002).

Entretanto, quando usamos o sorbitol na presenca de etanol, o sorbitol
potencializou a agao caotrdpica do etanol a 27, 32, 37 e 42 °C (figuras 3,4, 5 e
6), embora essa acado potencializadora tenha declinado com o aumento da
temperatura, uma vez o declinio dos valores de Dsy foi menos intenso na
presenga do que na auséncia de sorbitol (figura 7). Para entender a agao do
sorbitol sobre os eritrocitos humanos, € preciso que analisemos passo a passo

nosso sistema.
A natureza sigmoidal da transicao de hemoélise dos eritrocitos pela acao do
etanol em NaCl a 0,9%

O aumento da concentragcdo de etanol promove uma transicdo com uma

amplitude (dD) curta entre o estado integro (0% de hemdlise) e o estado
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completamente hemolisado do sangue (100% de hemdlise). Essa transicao é
descrita por curva matematica chamada sigmodide, que € tipica de processos
cooperativos como o desenovelamento de proteinas por agentes desnaturantes e
a dependéncia da cinética das enzimas alostéricas com a concentracdo de seus
substratos especificos. A lise de eritrocitos promovida pelo etanol constitui
também um processo cooperativo. A remogado das primeiras moléculas de
fosfolipidios da membrana pelo caotrépico logo é seguida exponencialmente pela
liberagdo de hemoglobina até se atingir um platd, onde o aumento da
concentragao de etanol ndo eleva mais a liberagao de hemoglobina (figura 2).

A natureza sigmoidal da transicdo permite que ela seja facilmente ajustada
a uma linha de regressédo sigmoidal de Boltzman, em que o ponto de meia
transicdo (Dsp) € um elemento importante na definicdo da transicdo. Dsg
representa a concentragao de etanol necessaria para promover 50% de hemdlise.
Esse parametro tem equivaléncia com outros parametros usados na literatura,
como a temperatura de fus&o (Tu) de proteinas e acidos nucléicos e a meia dose
letal (DLso) usada na caracterizacdo de drogas em ensaios biolégicos. Como
naqueles outros sistemas, a aplicagao de regressédo sigmoidal gera um resultado
com um significado fisico definido e uma significancia estatistica facilmente
detectada pela analise, o que permite que Dsp possa ser usado na caracterizagcao
da estabilidade de eritrécitos em condigdes padronizadas.

A utilizacdo deste parametro permitiu nosso estudo sobre o efeito do
sorbitol sobre a dependéncia térmica da estabilidade de eritrécitos humanos
contra a desnaturagao, que estimulou a constru¢do do modelo de equilibrio que

apresentamos abaixo a titulo de dirigir toda a discussao que fazemos depois.

Equilibrio de estabilizagao de eritrécitos

A figura 8 apresenta um modelo construido a partir da anélise da agao do
etanol sobre a dependéncia térmica da estabilidade de eritrocitos na auséncia e
presenca de sorbitol. Esse modelo foi criado coletivamente no Laboratério de
Enzimologia, para interpretar resultados observados por Aversi-Ferreira (2004), e

€ também descrito nas disserta¢des de Finotti (2006) e de Gouvéa-e-Silva (2006).
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Ele torna simples e esclarece todos os eventos associados ao nosso sistema. Ele
considera que os eritrocitos apresentariam um equilibrio entre dois estados
principais, um estado expandido (R) de menor estabilidade e um estado contraido
(T) de maior estabilidade. Esse equilibrio seria perturbado pela pressao osmotica,
temperatura e agao de solutos caotropicos. O estado R existiria em meio de
menor pressao osmotica e o estado T existiia em meio de maior pressao
osmotica, formado a partir da retirada de agua do interior do eritrécito no estado
R. A maior estabilidade do estado T seria decorrente do fortalecimento das
ligacbes de van der Waals no interior da malha lipidica da dupla camada da
membrana, em decorréncia da compactagdo do eritrocito. Ambos os estados
estariam também sujeitos a lise pela agdo do etanol como solvente, da
temperatura e da pressao osmotica. A racionalidade usada na construgcdo deste

modelo é discutida nas sec¢des seguintes.

Efeito da adicao de etanol sobre eritrécitos humanos em NaCl a 0,9% e na

auséncia de sorbitol

Quando os eritrécitos, em meio contendo NaCl a 0,9%, séo titulados com
etanol devem ocorrer mudancas nas fases externa e interna da solucdo de
eritrocitos.

A mudanca na fase externa deve envolver dois eventos: 1) remocao de
agua da superficie do eritrécito, por agado da pressdo osmotica determinada pela
incorporagao de etanol ao meio; e 2) diminuigdo da forga hidrofdbica, decorrente
de mudancas promovidas pelo etanol em propriedades do solvente, como a
constante dielétrica. Esses dois eventos devem contribuir para a promog¢ao do
primeiro efeito do etanol, a lise do estado expandido do eritrocito em fungéo do
aumento na concentracdo de etanol, que é representada pela rota 1 do modelo
apresentado na figura 8. A acdo da pressdo osmotica deve ter um significado
bem menor, praticamente insignificante, neste caso, uma vez que concentragdes
muito baixas de etanol sdo capazes de promover 50% de lise dos eritrécitos
humanos (figura 3), mas concentracbes muito mais altas de sorbitol (até 1,5

mol.L™") ndo promovem lise rapida dos eritrocitos nas condi¢gdes do ensaio (figura
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1). Evidentemente, entdo, o efeito caotrépico do etanol sobre os eritrécitos, em
seu estado expandido, ndo resulta em grande escala do aumento da pressao
osmotica determinado pela adi¢ao de etanol ao meio.

O etanol, que € um agente caotrépico de proteinas, tem sua acado
fundamentada na atenuacdo da forgca hidrofébica e em sua capacidade de
acomodar melhor no solvente as cadeias laterais apolares dos aminoacidos
(Nozaki e Tanford, 1971; Castronuovo, 1999; Wang, Robertson e Bolen, 1995).
Uma membrana biolégica, com as caudas hidrocarbonadas dos fosfolipidios
dispostas lado a lado no interior anidro de uma estrutura em bicamada, tem a
forca hidrofobica ndo somente como um fator diretor de sua formagdo como
também de sua estabilizagao (figura 9). Com certeza, a lise do estado expandido
do eritrécito, promovida pela agcéo do etanol, (figura 2) se deve a desnaturagéo
da membrana. O etanol deve atenuar a forga hidrofobica, que € importante na
formagdo e manutencdo da bicamada lipidica (figura 9), promovendo fuga de
fosfolipidios da membrana e sua solubilizag&o no solvente (figura 10).

A mudancga na fase interna do eritrocito deve envolver a remogéo de agua
de seu interior, em decorréncia do aumento da pressao osmaética provocado pela
adicao de etanol, o que levaria a uma contragédo 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. A contracdo do eritrécito promoveria
aproximacao dos lipidios de membrana e intensificacido das forgas atrativas de
van der Waals no interior da membrana, levando ao segundo efeito do etanol, a
estabilizagcao dos eritrocitos. Esta idéia é condizente com relatos da literatura. Na
presengca de concentragdes elevadas de agentes cosmotrdpicos, que elevam
substancialmente a pressdo osmatica, os eritrocitos sdo mantidos estaveis por
longos periodos, mas com um menor volume (Bakaltcheva, Odeyale e Spargo,
1996; Pellerin-Mendes et al., 1997). Além da concentragcdo de etanol capaz de
promover 100% de lise dos eritrécitos, a curva de dependéncia de Dsp com a
concentracido de etanol apresenta um poco de estabilizagdo em que os eritrocitos
foram encontrados num estado contraido por microscopia de luz (Aversi-Ferreira,
2004). E por isso que, nessa faixa de concentragdo do etanol, o deslocamento do

equilibrio do estado R para o estado T, de maior estabilidade, iria neutralizar os
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efeitos caotropicos resultantes da mudanca na fase externa, com a adi¢cao de
etanol, prevalecendo a estabilizagdo dos eritrocitos em detrimento da hemolise.
Entretanto, com a adigdo de mais etanol, a pressdao no meio externo vai
aumentar até a promocéao do terceiro efeito do etanol, a lise do estado contraido
de eritrocitos, promovida pela alta pressdo osmatica e a acao caotrdpica do etanol
(figura 11). Como o eritrocito perdeu agua e ficou mais contraido, o aumento na
concentragdo de etanol aumenta externamente o efeito da pressdo osmobtica
sobre o eritrécito e a lise ocorreria pelo somatorio dos efeitos da desestabilizacéo

de origem externa com a agao caotropica do etanol como solvente.

Efeito da adicao de etanol sobre os eritréocitos humanos em NaCl 0,9% e na

presenca de sorbitol a 1 mol.L™

Quando o sistema anterior ganha um novo componente, sorbitol a uma
concentracdo de 1 mol.L”', o aumento proporcionado na pressédo osmética deve
gerar uma instabilidade na malha de lipidios da membrana e potencializar os
efeitos descritos para o etanol (figura 12), de tal forma que os valores de Ds¢ do
etanol sdo menores na presenga do que na auséncia do sorbitol (figuras 3,4, 5 e
6). Realmente, as diminuicdes observadas em Dso foram todas estatisticamente
significantes (tabela 1). Se o glicerol a 1 mol.L™ é usado como soluto, em vez de
sorbitol, o efeito sobre Dsg € menos pronunciado (Finotti, 2006). A explicagédo para
a diferenca na intensidade do comportamento do glicerol em relagdo ao sorbitol é
que o glicerol pode entrar no eritrocito, diferentemente do sorbitol (Wagner et al.,
2002), de tal forma a atenuar o aumento da pressao osmotica externa com o
aumento da concentracdo de etanol. Embora a incubacdo de eritrocitos em
solugdo de sorbitol a 1 mol.L”" e na presenca de NaCl a 0,9% nos intervalos de
tempo usados neste trabalho ndo cause hemdlise, a preservacdo mais longa de
eritrocitos em trealose a 1 mol.L™"', que também n3o entra no eritrocito, também
promove alguma hemdlise (Pellerin-Mendes et al., 1997).

Um dos eventos descritos para a mudancga na fase externa, a remocgao de
agua da superficie do eritrocito, € intensificado na presenga do sorbitol, por causa

do aumento que a presencga desse soluto causa na pressao osmaética do solvente.
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A presencga de um soluto (sorbitol) que € ainda mais capaz de ligar agua do que o
etanol deve perturbar a forga hidrofébica, mas independentemente disso, a acao
caotropica do etanol dada pela sua capacidade de atrair e dissolver os lipidios de
membrana continua presente e é fortalecida pelo sinergismo com a pressao
osmotica. E por isso que os valores de Dsp do etanol cairam na presenca de
sorbitol em toda faixa de temperatura empregada (primeiro efeito do etanol).

Por outro lado, o aumento da pressdo osmaética causado pela presenca de
sorbitol afeta também a fase interna do eritrocito, intensificando a remocgao de
agua e diminuindo a concentragdao de etanol necessaria para promover a
contracao de volume e estabilizagao do eritrocito (segundo efeito do etanol). A
baixa permeabilidade da membrana dos eritrocitos ao sorbitol (de Loecker et al.,
1993; Wagner et al., 2002), deve favorecer o aumento da pressdo osmoética e a
desidratacéo e contracao dos eritrocitos.

Realmente, na presenca de sorbitol a regido em que os eritrocitos sofrem
diminuigcdo de volume e estabilizacdo ocorre sob menor concentragéo de etanol
(Gouvéa-e-Silva, 2006). Da mesma forma que o aumento de presséo determinado
pela presenca do sorbitol antecipa a diminuicdo de volume e estabilizacdo do
eritrocito, ela também antecipa o terceiro efeito do etanol, que ¢é a lise do estado
contraido (T) de eritrécitos, promovida pela alta pressdo osmoética e a agéo

caotropica do etanol (Gouvéa-e-Silva, 2006).

Efeito da temperatura sobre a adigao de etanol a eritrécitos humanos em
NaCl a 0,9%

Uma vez que a pressao tem uma relagdo de dependéncia direta com a
temperatura, o aumento na temperatura deve promover uma intensificacao dos
efeitos determinados pela pressdo osmatica, de tal maneira a exacerbar todos os
trés efeitos sugeridos para o etanol. De fato, houve declinio em Dsp com a
temperatura (tabela 1) e antecipagdo do poco de estabilizagdo do etanol nas
curvas de dependéncia de Dsp com a concentragcdo de etanol (Gouvéa-e-Silva,
2006).
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Mas uma parte dos efeitos observados deve ser decorrente da agao
classica do calor como agente desnaturante. Ele aumenta a energia vibracional
térmica de grupamentos quimicos, o que enfraquece as ligagdes ndo covalentes
entre eles, sejam elas ibnicas, de hidrogénio ou de van der Waals. A diminuigéo
observada nos valores de Dsp com 0 aumento na temperatura (figuras 3, 4, 5 € 6)
€ também uma manifestacao logica deste efeito, uma vez que a estabilidade da
membrana é tanto menor quanto menor € o valor de Dsg. Assim, é perfeitamente
razoavel admitir que o aumento da temperatura esta enfraquecendo as ligagbes
estabilizantes ndo covalentes da membrana e favorecendo a hemoalise pela acéo
do etanol, embora a prépria capacidade do etanol de atrair e ligar os fosfolipidios

de membrana esteja também diminuindo com o aumento da temperatura.

Efeito da temperatura sobre a adicao de etanol a eritrécitos humanos em

NaCl a 0,9% e na presenca de sorbitol a 1 mol.L™

Na presenca de sorbitol a 1 mol.L™', o maior aumento da pressdo osmoética
promovido pelo aumento de temperatura pode justificar a ocorréncia de lise de
eritrocitos em menores valores de concentragdo de etanol (tabela 1). Como a
acdes 2 e 3 tém natureza osmatica, ela também deveria ocorrer na presenca de
menores concentragdes de etanol, o que de fato foi observado, uma vez que o
poco de estabilizagao dos graficos de Dsp contra a concentracdo de etanol migra
para a esquerda na presencga de sorbitol (Gouvéa-e-Silva, 2006).

A diminuicdo da inclinacdo determinada pela presenga de sorbitol na
dependéncia térmica dos valores de Dso do etanol (figura 7) tem um significado
muito importante. O sorbitol esta protegendo o eritrécito contra a incrementagao
térmica da acdo desnaturante do etanol. Em outras palavras, poderiamos dizer
que o sorbitol apresenta uma acao protetora dos eritrocitos que esta aumentando
com o aumento da temperatura. Qual seria a origem desse efeito de
estabilizagcao?

O modelo apresentado na figura 8 pode explicar também essa
observacado. A presenca de sorbitol desloca o equilibrio do estado R para o

estado T, que por ser mais estavel € menos vulneravel ao efeito da temperatura,
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de tal maneira os valores de Dsp diminuiriam menos com o0 aumento da
temperatura na presencga de sorbitol, o que de fato ocorre (tabela 1). O préprio
aumento da temperatura aumenta a pressao osmotica, uma vez que a pressao
osmotica (IT) é dada pela expressao:
II =MRT,

onde M é a concentragao molar dos solutos, R é a constante universal dos gases
(1,984 cal.K'.mol") e T é a temperatura absoluta, dada em Kelvin. Assim, a
elevacdo na temperatura desloca o equilibrio do estado R para o estado T dos
eritrocitos, promovendo sua estabilizagao.

Como na auséncia do sorbitol a pressao osmotica € baixa, o aumento da
temperatura se manifesta mais no enfraquecimento das forgas estabilizadoras da
membrana, ativando a rota 1 (figura 8) em detrimento da rota 2. Mas na
presenga do sorbitol, a pressdo osmadtica € alta, e um aumento progressivo da
temperatura favorece progressivamente a rota 2, gerando uma populagdo maior
de eritrécitos no estado mais estavel T. E claro que isto é valido até um certo valor
de pressao osmotica, uma vez que na presenca de sorbitol e glicerol o pogo de
estabilizacdo dos eritrécitos nos graficos de Dso contra a concentragdo de etanol
também encontra-se deslocado para a esquerda, de tal forma que tanto a rota 2
quanto a rota 3 teriam sido ativadas na presenga daqueles solutos.

Se ndés admitirmos linearidade além do intervalo de temperatura entre 27 e
42 °C (figura 7), as linhas de dependéncia térmica dos valores de Dso do etanol
vao se interceptar em 68,6 °C. Qual seria o significado desse valor de
temperatura? A temperatura de 68,6 °C representa um ponto de equivaléncia
entre a acado potencializadora da hemolise de eritrocitos pelo etanol e a agao
estabilizadora determinada pela presenga do sorbitol. Nesse ponto, a acio
estabilizadora do sorbitol neutralizaria a sua acado potencializadora da hemalise
por etanol, o que estaria ocorrendo em decorréncia da estabilizagdo do estado T
dos eritrocitos. Isso sugere que temperatura afeta mais intensamente a pressao
osmotica do que as forgas estabilizadoras da membrana, particularmente a forga
atrativa de van der Waals, que é enfraquecida pelo etanol. Uma possivel
explicacdo para esta observagdo poderia estar no numero de ligacbes de
hidrogénio formadas com a agua. O sorbitol forma muito mais ligagcdes de

hidrogénio com a agua do que o etanol, sem causar a diminuicdo da constante
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dielétrica prépria da incorporagao desse soluto na agua, de tal forma que a
estrutura da agua ficaria fortalecida na presenca de sorbitol e o efeito entrépico do
calor sobre o solvente seria minimizado.

A maior estabilidade do estado T em relacdo ao estado R dos eritrécitos
pode ter uma outra explicagdo, fundamentada agora na teoria da exclusao
diferencial de Timasheff, usada para explicar o efeito estabilizador dos osmalitos
sobre as proteinas (Gekko e Timasheff, 1981-a; Gekko e Timasheff, 1981-b;
Timasheff e Arakawa, 1989; Timasheff, 1998). A exclusédo do sorbitol da esfera de
hidratacdo mais préoxima da superficie do eritrécito, assim como ocorre com as
proteinas, exigiria o envolvimento de uma quantidade maior de energia livre para
sua hidratag¢do. Entretanto, como o estado T ocupa um menor volume do que o
estado R, a menor energia livre requerida para hidratagao do estado T tornaria ele
mais estavel em relacdo ao estado R. Essa mesma explicagdo, originalmente
utiizada para justificar o efeito de polidis sobre proteinas, ja foi também
tentativamente usada para explicar o efeito de osmdlitos sobre cromossomos
(Gilles et al., 1999). O fato da natureza ter utilizado os mesmos compostos para
garantir a estabilidade de diferentes sistemas organizacionais bioldgicos
(proteinas, cromossomos e membranas), sugere que uma mesma explicagao
possa ser valida para o efeito observado, especialmente quando temos em mente
que todas estas estruturas tém na forga hidrofébica um elemento importante na
sua geracao e estabilizagdo. Entretanto, é preciso mencionar que essa explicagéo
ainda carece de verificagcdo experimental. Uma forma interessante de comegar a
validagcao deste mecanismo de acdo seria a determinacdo da quantidade de
moléculas de sorbitol ligadas a cabecga polar e a regido hidrofilica das proteinas

da membrana do eritrécito.
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Figura 8 — Modelo explicativo das agdes do etanol sobre eritrécitos em NaCl a

-Aumento da pressdo osmética
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0,9%. A adigao de etanol a solugao de eritrocitos seria capaz de promover: 1) lise
do estado R dos eritrécitos, em fungcdo do aumento da pressao osmotica e
principalmente da diminuigdo da for¢a hidrofébica; 2) conversdo do estado R em
T, com estabilizagdo dos eritrocitos, por causa da desidratacdo, seguida de
contracdo de volume e aumento das forgas atrativas de van der Waals na dupla
camada lipidica, decorrente de aumento da pressao para saida de agua no
interior do eritrécito; e 3) lise dos eritrocitos que sofreram contragdo de volume,
pela elevacao da pressdo osmotica e diminuicdo da forga hidrofébica. As rotas 1 e
3 sdo ativadas pelo aumento da pressao osmética, que instabiliza o estado R
(rota 1) pela pressao para saida de agua do eritrécito e o estado T (rota 3) pela

pressao do solvente sobre a superficie externa do eritrécito.
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Figura 9 — Representacdo esquematica da interacdo de um segmento de
membrana biolégica com as moléculas de agua. A forca hidrofobica (setas) dirige
e mantém os fosfolipidios de membrana agrupados na tipica estrutura de

bicamada.
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Figura 10 — Representagcdo esquematica da agcédo do etanol sobre os fosfolipidios
de um segmento de membrana bioldgica. A incorporagéo do etanol a agua diminui

a intensidade da forca hidrofébica e favorece a dispersao dos fosfolipidios no

solvente.
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Figura 11 — Representagao esquematica de uma possivel explicagao para a agao
caotropica do etanol sobre o estado contraido dos eritrocitos. O aumento da
pressao osmotica determinado por concentragdes mais elevadas de etanol
estimularia a ruptura da membrana, permitindo ao etanol exercer sua acio
solvente caotropica sobre a membrana. Esta acéo € intensificada pela adigao de

sorbitol e pelo aumento da temperatura.
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Figura 12 — Representagcado esquematica da possivel agao sinergistica do sorbitol
sobre a desnaturacao de um segmento de membrana pela agdo do etanol. O
aumento da pressdo hidrostatica pelo sorbitol desestabilizaria a membrana e

permitiria ao etanol remover os fosfolipidios com maior eficiéncia.
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CONCLUSAO

A 1 mol.L™ e na presenga de NaCl a 0,9%, o sorbitol acentua a agdo
caotropica do etanol e da temperatura sobre a membrana do eritrocito, embora
ele ndo tenha agdo caotropica entre 0 e 1,5 mol.L™", ao mesmo tempo que
também estabiliza a membrana, numa intensidade que aumenta com o aumento
da temperatura. Assumindo uma dependéncia linear, além do intervalo de 27 a 42
°C, em 68,8 °C a acéo estabilizadora do sorbitol deve neutralizar completamente
seu efeito sinergistico sobre a agao caotropica do etanol.

Nossos estudos estdo de acordo com a ocorréncia de um equilibrio em
dois estados nos eritrocitos, um estado expandido (R) de menor estabilidade e um
estado contraido (T) de maior estabilidade. Cada um desses dois estados, que
deve ser considerado como um macro-estado, € formado por um conjunto de um
numero muito grande de micro-estados. Esse equilibrio é perturbado pela pressao
osmotica, temperatura e acdo de solutos caotropicos. O estado R predomina em
meio de menor pressao osmotica e o estado T em meio de maior pressao
osmatica. O aumento da pressao osmética desloca o equilibrio, por exclusao de
agua do interior do eritrocito, do estado R para o estado T e vice-versa. A maior
estabilidade do estado T seria decorrente do fortalecimento das ligagbes de van
der Waals no interior da malha lipidica da dupla camada da membrana, em
decorréncia da compactagao do eritrocito. Ambos os estados estao sujeitos a lise

pela acao do etanol, da temperatura e da pressao osmética.
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