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REVISAO DA LITERATURA

ESTRUTURA E ESTABILIDADE DE MEMBRANAS
BIOLOGICAS



RESUMO

ESTRUTURA E ESTABILIDADE DE MEMBRANAS BIOLOGICAS

Estudante: Luiz Fernando Gouvéa e Silva

Orientador: Professor Dr. Nilson Penha-Silva

A estabilidade de uma membrana biolégica depende de sua composigao
bioquimica. As membranas sao formadas por uma bicamada lipidica, onde
algumas proteinas estdo integralmente ou perifericamente inseridas. As
estabilidades intrinsecas da bicamada lipidica e das proteinas de membrana vao
determinar a estabilidade da membrana como um todo. Nessa revisdo da
literatura, ndés discutimos alguns fatores que podem afetar a estabilidade de
membrana, como a natureza dos acidos graxos presentes nos lipideos de
membrana e o efeito de solutos caotrépicos e estabilizantes. Uma énfase € dada

a acéo do etanol sobre as membranas bioldgicas.

Descritores: caotrépicos; eritrécitos; estabilidade de membranas; etanol,

osmolitos



ABSTRACT

STRUCTURE AND STABILITY OF BIOLOGICAL MEMBRANES

Student: Luiz Fernando Gouvéa-e-Silva

Advisor: Professor Dr. Nilson Penha-Silva

The stability of a biological membrane depends on its biochemical
composition. The membranes are formed by a lipid bilayer where proteins are
integrally or peripherically embedded. The intrinsic stabilities of the lipid bilayer
and membrane proteins will determine the overall stability of the membrane. In this
literature review, we discuss some factors that can affect the membrane stability,
as the nature of the fatty acids present in the membrane lipids and the effect of
chaotropic and stabilizing solutes. An emphasis is given to the action of ethanol on

the biological membranes.

Keywords: chaotropics; erythrocytes; ethanol; membrane stability; osmolytes



INTRODUCAO

O comportamento e a capacidade de preservagdao de uma membrana
biolégica s&o intrinsecamente dependentes de sua estrutura quimica. Nesta
revisdo da literatura, procuramos mostrar quais sdo os constituintes das
membranas biolégicas e como eles se encontram organizados no sentido de
garantir a estabilidade da membrana. Tanto as proteinas quanto os lipideos das
membranas podem ser alvos da acdo de solutos caotropicos e estabilizantes.
Uma énfase maior é dada ao efeito de solutos, particularmente o etanol, sobre a

estabilidade da membrana do eritrocito.

A ESTRUTURA DAS MEMBRANAS BIOLOGICAS

Todas as células possuem uma membrana plasmatica, mas as células
eucarioticas tém o nucleo e organelas intracelulares também delimitadas por
membranas (CAMPBELL, 2000). As membranas constituem uma barreira seletiva
que possibilita a ocorréncia dentro da célula de reagcdes quimicas que nao seriam
possiveis no meio extracelular (ALBERTS et al., 1997; VIEIRA, GAZZINELLI;
MARES-GUIA, 1996; NELSON; COX, 2005; LODISH et al., 2003).

As membranas biolégicas sdo formadas principalmente por proteinas e
lipideos. A porcéao protéica pode variar de 20 a 80% do peso total da membrana.
O conhecimento da estrutura da membrana exige a compreensao das interagdes
entre seus componentes lipidicos e protéicos (ALBERTS et al., 1997; CAMPBELL,
2000; DE WEER, 2000).

Ha cerca de 10° moléculas de lipideos na membrana plasmatica de uma
pequena célula animal (ALBERTS et al.,, 1997). Dentre os principais lipideos
constituintes de membranas podemos citar os fosfoacilglicerois, os esfingolipideos
e os esterois (LODISH et al., 2003). Esses lipideos tém uma natureza anfifilica em
comum. Nas membranas bioldgicas eles estdo dispostos numa estrutura em
bicamada, onde as cabecas polares ficam em contato com a agua e as caudas
apolares voltam-se para a parte interna da dupla camada. Esse arranjo em

bicamada ¢é dirigido principalmente pela forga hidrofdbica e mantido pelas forgas



atrativas de van der Waals (CAMPBELL, 2000; NELSON; COX, 2005; ALBERTS
et al., 1997; LODISH et al., 2003).

O interior da bicamada é essencialmente hidrofébico, formado por cadeias
laterais saturadas e insaturadas de acidos graxos, bem como pelo sistema anular
do colesterol. Ja a superficie polar contém grupos simplesmente polares, como a
hidroxila do colesterol, ou polares com carga, como o grupo fosfocolina da
fosfatidilcolina, dentre outros (CAMPBELL, 2000; LODISH et al., 2003).

A bicamada lipidica tem uma natureza necessariamente curva, para
contornar a estrutura tridimensional da célula ou organela, de tal forma que a
monocamada interna fica mais compactada e ndao é comum observamos
moléculas grandes, como os cerebrosideos, mas sim lipideos de menor tamanho
em relagdo a camada externa; essa diferengca é usada para diferenciacdo das
camadas (CAMPBELL, 2000; LODISH et al., 2003). Além disso, ha uma maior
distribuicdo de fosfatidilcolina e esfingomielina na camada externa e de
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina e fosfatidilinositol na camada interna da
bicamada (LODISH et al., 2003).

AS FUNCOES DAS MEMBRANAS BIOLOGICAS

Além da funcédo de compartimentacido de tecidos e células, as membranas
biolégicas desempenham fung¢des de transporte, catélise e recepgao de sinais.
Sua natureza semipermeavel permite fluxos seletivos de substancias para dentro
e para fora da célula e organelas. A presenga de enzimas inseridas na membrana
mitocondrial interna permite a catalise do fluxo de elétrons na cadeia
transportadora de elétrons. Algumas proteinas de membrana funcionam com
receptores de sinais quimicos trazidos por horménios; elas permitem a entrada do
sinal hormonal e o disparo de varias respostas bioquimicas no interior da célula
(CAMPBELL, 2000; ALBERTS et al., 1997).

A NATUREZA FLUIDICA DAS MEMBRANAS BIOLOGICAS

Para exercer apropriadamente suas fun¢des, as membranas biolégicas ndo

podem ser solidas nem liquidas e sim fluidas. A composicdo da bicamada lipidica



€ que determinara a sua fluidez. Quanto maior a quantidade de acidos graxos
saturados maior sera a rigidez da membrana, pois o arranjo linear das cadeias
alifaticas leva a um empacotamento das moléculas, deixando-as mais proximas e
mais intensamente unidas entre si por uma maior quantidade de ligagcbées de van
der Waals. Contudo uma maior proporgao de acidos graxos insaturados diminui a
rigidez da membrana ou, em outras palavras, eleva sua fluidez, pois a dobra
determinada pela configuragdo cis da dupla ligagdo gera uma desordem no
empacotamento das cadeias e o estabelecimento de uma menor extensao de
forgcas atrativas de van der Waals entre as cadeias (CAMPBELL, 2000; NELSON;
COX, 2005; VIEIRA; GAZZINELLI; MARES-GUIA, 1996).

O colesterol, devido a rigidez de seu sistema anular, aumenta a ordem do
empacotamento e, com isso, a rigidez da membrana. A estrutura formada pelo
colesterol é bastante rigida e a sua presencga estabiliza o arranjo linear dos acidos
graxos saturados por interagdes de van der Waals (CAMPBELL, 2000; NELSON;
COX, 2005; ALBERTS et al., 1997; VIEIRA; GAZZINELLI; MARES-GUIA, 1996).

Desta forma a temperatura de transicdo € maior para as membranas
rigidas e ordenadas, ricas em acidos graxos saturados e colesterol, que para as
membranas fluidas e desordenadas, ricas em acidos graxos insaturados
(CAMPBELL, 2000; ALBERTS et al., 1997; VIEIRA; GAZZINELLI; MARES-GUIA,
1996).

Ha pouca tendéncia dos lipideos migrarem de uma camada para a outra,
evento denominado de “flip-flop”, mas o movimento lateral dentro de uma mesma
camada acontece com bastante frequéncia, especialmente em bicamadas mais
fluidas (CAMPBELL, 2000; NELSON; COX, 2005; ALBERTS et al., 1997; VIEIRA;
GAZZINELLI; MARES-GUIA, 1996; LODISH et al., 2003).

AS PROTEINAS DE MEMBRANA

Como ja descrito anteriormente, além dos lipideos, as membranas
biologicas possuem proteinas associadas a bicamada lipidica. Estas proteinas
podem ser periféricas, quando ligadas na superficie da membrana, ou integrais,
quando estdo dentro da bicamada lipidica (CAMPBELL, 2000; NELSON; COX,
2005; ALBERTS et al., 1997; VIEIRA; GAZZINELLI; MARES-GUIA, 1996). Aléem



destas classificagdes, Lodish et al. (2003) acrescentam as proteinas ancoradas
nos lipideos (“lipid-anchored proteins”), as quais sao ligadas covalentemente a
uma ou mais moléculas de lipideos. As proteinas periféricas estdo normalmente
ligadas as proteinas integrais ou as cabegas polares da bicamada lipidica por
interacdes polares, eletrostaticas ou ambas (CAMPBELL, 2000; LODISH et al.,
2003).

PROTEINAS DE MEMBRANA EM ERITROCITOS

Das proteinas que formam as membranas, em especial do eritrécito
humano, 60% delas sé&o constituidas pela espectrina, glicoforina e uma proteina
chamada de proteina da banda 3 (STORRY, 2004). A espectrina € a mais
abundante delas, apresenta uma forma cilindrica longa, fina e flexivel. Essa
proteina € o principal componente do lado citoplasmatico do arcabougo protéico
da membrana do eritrocito, mantendo sua integridade estrutural e a forma
bicbncava do eritrocito (ALBERTS et al., 1997). Além disso, An et al. (2004)
demonstraram suas implicagdes e interagdo com a fostatidilserina na bicamada
lipidica de eritrécitos. Podemos desta forma, considerar que o esqueleto protéico
tem um importante papel na determinacdo das propriedades biofisicas da
membrana dos eritrocitos (CHASIS; MOHANDAS, 1986).

Ja Nash e Gratzer (1993) relataram que a densidade da espectrina esta
diretamente correlacionada com a rigidez da membrana. Embora as ligagdes
cruzadas aumentem a rigidez do esqueleto, a interrupgcdo da continuidade desta
rede pela dissociacdo dos tetrameros de espectrina em dimeros nao reduziu a
rigidez do esqueleto, como esperado. Desta forma parece que a elasticidade pode
ser regulada ndo somente pela estrutura da espectrina, mas também pelas
interagbes com a bicamada lipidica.

A glicoforina € uma proteina transmembranica, com sua maior parte
localizada na superficie externa do eritrécito (ALBERTS et al., 1997), onde
localiza-se o seu dominio aminoterminal. O dominio carboxilaterminal esta
projetado para o interior da célula. Os dois dominios possuem muitos residuos de
aminoacidos polares ou carregados, os quais sdo muito hidrofilicos (NELSON;

COX, 2005). Ja a proteina da banda 3 é uma proteina multipasso da membrana



que catalisa o transporte acoplado de anions. A principal fungao dos eritrécitos é
transportar o oxigénio dos pulmdes para os tecidos e auxiliar no transporte do
dioxido de carbono dos tecidos para os alvéolos pulmonares, para tanto o diéxido
de carbono tem que se difundir para o interior do eritrocito; isso é facilitado pela
proteina da banda 3, que possibilita a entrada do diéxido de carbono em processo
de troca com o cloreto (ALBERTS et al., 1997).

Anormalidades na fungao e/ou estrutura da proteina da banda 3 elevam a
producdo de anticorpos anti-proteina da banda 3, o que tém sido associado a
varias desordens neurodegenerativas, embora os anticorpos anti-proteina da
banda 3 seja fisiologicamente produzidos para reconhecer os eritrocitos
envelhecidos e promover sua remogdo da circulagdo pelos macréfagos (De
FRANCESCHI; OLIVIERI; CORROCHER, 2004).

Outra proteina relacionada com a estabilidade de membrana é a proteina
4.1, cuja deficiéncia diminui a estabilidade da membrana. De fato, a reconstituigao
da proteina resulta em recuperagao da estabilidade da membrana (TAKAKUWA;
ISHIBASHI; MOHANDAS, 1990).

A ESTABILIDADE DAS MEMBRANAS BIOLOGICAS

Para funcionar adequadamente, as membranas celulares devem agregar
fluidez e estabilidade. N6s entendemos por estabilidade de uma membrana a sua
capacidade de manter sua estrutura contra os agentes que contribuem para sua
desagregacdo. A maior estabilidade de uma membrana n&o significa
necessariamente uma melhor preservacao de sua atividade biolégica. Um maior
teor em acidos graxos saturados nos fosfolipideos da membrana confere a ela
uma maior estabilidade, em detrimento de sua fluidez, que é essencial para o
exercicio de suas fungdes. E por isso que uma membrana deve congregar o grau
certo de estabilidade com seu grau necessario de fluidez.

Os agentes que promovem a desagregacdao da membrana induzem um
estado de desorganizagao ou caos, pelo qual eles tém maior afinidade; eles sao
chamados de agentes caotropicos. Dentre os agentes caotrépicos, podemos citar
o estresse hipoténico, os extremos de pH, o calor e uma série de solutos como o

etanol, a uréia e o hidrocloreto de guanidina.



A estabilidade de uma membrana bioldégica pode também ser aumentada
por condigbes como a isotonicidade, o pH 6timo, a temperatura 6tima e uma série
de solutos estabilizantes, que podem ter diferentes mecanismos de ag¢ao, dentre
0s quais podemos citar o controle da osmolaridade da solugao.

A natureza e a concentragdo dos acidos graxos livres (FFA) presentes no
meio podem afetar a estabilidade de eritrécitos (CSORDAS; RYBCZYNSKA,
1988; ZAVODNIK et al., 1996). A presenca de acido palmitico, a 400 mmol.I"”,
aumenta a estabilidade de eritrocitos contra a hemdlise por estresse hipoténico.
Ele aumenta a diferenca de potencial na membrana. Esse efeito foi atribuido a
uma possivel agao iondfora do acido palmitico (ZAVODNIK et al., 1996), apesar
de que a alteragdo do equilibrio de translocacédo de eletrélitos de carga positiva
pela simples presenga do anion palmitato no meio externo da membrana seria um
fator determinante de alteracio na diferenga de potencial da membrana.

A estabilizacdo de eritrécitos contra hemdlise hipotbnica ndo é uma
prerrogativa de anions, pois cations divalentes também sdo capazes de proteger
eritrocitos contra lise hipotdénica (TOMOV; TSONEVA; DONCHEVA, 1988). Esse
efeito pode ser atribuido a ligagao e estabilizacdo de grupos iGnicos negativos da
superficie da membrana, como sugeriram seus autores, mas também a
normalizacdo da tonicidade do meio, que se torna isotbnico com a presenca dos
eletrdlitos divalentes. H4 com certeza um limite na densidade de cargas do meio
para estabilizagao do eritrécito. O aumento excessivo da densidade de cargas do
meio com certeza vai afetar a estabilizacdo eletrostatica do eritrécito. Realmente,
a fragilidade osmoética de eritrécitos aumenta com o aumento na concentragcéo de
tris-acetil-acetil-acetonato entre 0,034 e 0,340 mmol.I" (ZATTA; PERAZZOLO;
CORAIN, 1989).

A acéao estabilizadora dos acidos graxos sobre os eritrécitos € sem duvida
dependente da ionicidade do &nion do acido graxo, porque os ésteres derivados
de acidos graxos néo apresentam acdo protetora contra a hemdlise promovida
pela hipotonicidade (CSORDAS; RYBCZYNSKA, 1988; ZAVODNIK et al., 1996).
Mas essa estabilizagdo deve também ser dependente da concentragdo.
Realmente, com o aumento na concentracdo do acido graxo, seu efeito sobre o
eritrocito passa de estabilizador para potencializador da hemdlise induzida pela
hipotonicidade (CSORDAS; RYBCZYNSKA, 1988).
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A acdo do acido graxo sobre o eritrécito deve também depender da
natureza da cadeia lateral. Na presenga de acido laurico, a estabilizacdo de
eritrocitos contra a hemdlise por hipotonicidade ocorre entre 0 e 30 °C, mas na
presenca de acido oléico esse efeito protetor ocorre somente entre 0 e 15 °C
(CSORDAS; RYBCZYNSKA, 1988). Isso indica que a agao do acido graxo sobre
a susceptibilidade do eritrécito a hemdlise ndo depende exclusivamente da
ionicidade do anion, mas também da natureza de sua cadeia lateral.

Dada a natureza lipidica e protéica das membranas bioldgicas naturais, é
dificil dizer que componente da membrana é mais afetado pelo soluto. Mas essa
tarefa € muito importante para o biotecnologista, porque ela permite conhecer a
origem das condi¢des que estabilizam uma membrana e, assim, fornecer subsidio
para o desenvolvimento de novas tecnologias para estabilizagdo de membranas.

Sem duvida, as proteinas sao afetadas por agentes caotropicos. A
desnaturagao da espectrina, que ocorre acima de 49 °C, diminui a estabilidade da
membrana do eritrocito (ZAVODNIK; PILETSKAIA; STEPURO,1991).

EFEITO DE PROCESSOS DEGENERATIVOS SOBRE A ESTABILIDADE DE
MEMBRANAS

A estabilidade de uma membrana biolégica pode ser afetada pelo estresse
oxidativo metabdlico. Os acidos graxos polinsaturados presentes nos fosfolipideos
das membranas bioldgicas sdo alvos da agao oxidativa dos metabdlitos reativos
do oxigénio (ROM), que incluem radicais livres como o superéxido (O3’) e o radical
hidroxila (HO"). Esse processo é designado na literatura como peroxidagdo de
acidos graxos polinsaturados de membranas ou simplesmente de lipoperoxidagéo
de membranas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989; SMITH et al.,, 2004). A
lipoperoxidagdo das membranas seria capaz de diminuir seu teor em acidos
graxos polinsaturados, afetando sua estabilidade. Processos como o
envelhecimento e varias doengas crénicas degenerativas, como o diabetes do tipo
2 e a aterosclerose seriam determinados pela lipoperoxidagcdo de membranas
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989; DE FRANCESCHI; OLIVIERI; CORROCHER,
2004; SMITH et al., 2004).
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O processo de lipoperoxidagao produz derivados, como o malondialdeido,
que podem ser quantificados. O malondialdeido reage com acido tiobarbiturico e
produz um produto colorido que pode ser quantificado por colorimetria
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989; RUMLEY; PATERSON, 1998; SMITH et al.,
2004). De fato, os niveis de malondialdeido sdo elevados no diabetes do tipo 2 e

em outros processos crénicos degenerativos (BRYSZEWSKA et al., 1995).

EFEITO DA ALIMENTACAO E DA ATIVIDADE FISICA SOBRE A
ESTABILIDADE DE MEMBRANAS

Os humanos e varios outros animais apresentam uma deficiéncia de
origem evolucionaria das dessaturases responsaveis pela produgdo de &acido
linoléico e de acido a-linolénico (MURRAY et al.; 2003; NELSON; COX, 2005).
Isso limita a oferta de acidos graxos polinsaturados para seus estoques de
gordura corporal e também para seus fosfolipideos de membrana. Por essa
razdo, somos altamente dependentes da oferta desses acidos graxos na
alimentacao.

Numa alimentagdo essencialmente constituida de carboidratos, como
ocorre em nossa dieta padrdo, o excesso de calorias estimula a lipogénese e
causa aumento da oferta de gordura saturada (MURRAY et al.; 2003). Se esse
aumento ndo € compensado com um aumento na ingestdo dos acidos graxos
insaturados essenciais, o resultado liquido disso sera o aumento na proporgao de
acidos graxos insaturados nos fosfolipideos de nossas membranas biologicas.

A atividade fisica aumenta a demanda energética e o consumo dos acidos
graxos saturados provenientes da alimentagdo e da lipogénese enddgena, de tal
forma que diminui a oferta de acidos graxos saturados para a formacado das
membranas bioldgicas.

Isso significa que a limitagdo da ingestdo caldérica e a atividade fisica
devem ser mecanismos importantes de controle da composicdo de nossas

membranas e, por extensao, de sua fungao e estabilidade.

EFEITO DA INGESTAO E METABOLISMO DO ETANOL SOBRE A
ESTABILIDADE DE MEMBRANAS
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O espectro de toxicidade do etanol é bastante amplo. O abuso crénico de
etanol durante a gravidez determina um quadro chamado de sindrome alcodlica
fetal (MILLER, 1986a; MILLER, 1986b; MILLER, 1992; MILLER, 1993;
STROMLAND; PINAZO-DURAN, 2002). Dependendo da data da ingestdo durante
a gravidez, mesmo a ingestdo aguda de etanol pode produzir alteragbes no
padrdao de migragao neuronal no processo da neurogénese (FERREIRA et al,;
2004; AVERSI-FERREIRA et al., 2005). Essas alteragbes podem ser devidas a
alteracbes promovidas pelo etanol no comportamento elétrico das membranas
das células neurais, o que afetaria as forgas fisico-quimicas que dirigem a
migracao neuronal (FERREIRA et al.; 2004).

O metabolismo do etanol exacerba a geragdo de metabdlitos reativos do
oxigénio (ROM), promovendo peroxidacdo de acidos graxos polinsaturados dos
lipideos das membranas biolégicas (KOSKA et al.,, 2000; SENTHILKUMAR,;
SENGOTTUVELAN; NALINI, 2004), o que altera a fluidez e, portanto, a
estabilidade das membranas dos eritrécitos e hepatécitos (ARAKI; RIFKINDI,
1981; CHAN; GODIN; SUTTER, 1983; LINDI; MONTORFANO; MARCIANI, 1998;
TYULINA et al., 2000; MAROTTA et al., 2001). Os ROM podem também peroxidar
o colesterol, produzindo derivados (ADACHI et al., 2003) que aumentam a taxa de
apoptose nas células musculares lisas de humanos e ratos (LIZARD et al., 1999).
Essas alteragbes na estabilidade das membranas biolégicas promovidas pelos
ROM, estdo associadas a varios processos crbnicos degenerativos, como o
envelhecimento e o diabetes mellitus do tipo 2 (PARAMAHANSA; APARNA;
VARADACHARYULU, 2002).

As alteracbes na composicdo da membrana promovida pelos ROM pode
também afetar a estabilidade do eritrécito contra fatores caotrépicos enddgenos,
como aumentos na pressao arterial, temperatura (LEPOCK et al., 1989), acidez e
atrito contra a parede dos vasos sanguineos, como ocorre na atividade fisica
(MCNEIL; STEINHARDT, 1997).

Em portadores de faléncia hepatica, o etanol aumenta a taxa de hemodlise.
Esse comportamento foi atribuido a alteragdes na fluidez da membrana do
eritrocitos e na atividade da enzima piruvato-quinase da glicélise anaerdbica nos
eritrocitos (GOEBEL; SCHNEIDER, 1981). E possivel que essa alteracdo in vivo
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da estabilidade dos eritrocitos seja resultado de alteragbes fisico-quimicas

produzidas pela elevacéo dos niveis de etanol circulantes no sangue.

ESTABILIDADE DE MEMBRANAS CONTRA A DESNATURACAO POR
ETANOL

O efeito do etanol sobre as membranas de diferentes células do organismo
pode ser estudado in vitro a partir do estudo do comportamento dos eritrcitos em
contato com o etanol.

A incubacgao de eritrocitos normais de coelhos com etanol favorece tanto a
hemolise acida quanto a hemdlise oxidativa. A aceleragdo da hemolise oxidativa
foi atribuida a inativagao da atividade peroxidasica dos eritrécitos (TYULINA et al.,
2000a).

A exacerbacdo da hemodlise acida produzida pela pré-incubagdo com
etanol foi atribuida a formacado de metabdlitos do etanol (TYULINA et al., 2000b),
mas a origem desse efeito pode ser bem diferente.

O etanol é um agente caotrépico tipico que promove desnaturagdo de
proteinas de membrana dos eritrocitos humanos, com abertura de poros por onde
haveria saida da hemoglobina (ZAVODNIK; PILETSKAIA; STEPURO, 1994). A
prépria membrana seria instabilizada em funcdo do aumento de sua
permeabilidade.

Em meio aquoso, o etanol compete com a agua pela formacgéao de ligagdes
de hidrogénio com lipideos e proteinas da superficie da membrana. Como o
etanol também é capaz de formar ligagdes de van der Waals com grupos apolares
tanto de proteinas quanto dos lipideos de membrana, ele contribuiria para a
remocao de agua da superficie da membrana, o que induziria alteracbes na

conformacao de proteinas de membrana e da propria membrana (KLEMM, 1998).
A ESTABILIZACAO HIPEROSMOLAR DE COMPLEXOS BIOLOGICOS
A sacarose é um tipico agente capaz de estabilizar complexos bioldgicos

por hiperosmolaridade. Ela se insere num conjunto mais amplo de compostos que

sao coletivamente chamados de osmalitos na literatura (YANCEY et al., 1982).
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Os osmolitos podem ser classificados, quanto a estrutura, em alcoois
poliidroxilicos (como o glicerol e o sorbitol), aminoacidos e derivados (como a
glicina, a metilglicina, a dimetilglicina e a trimetilglicina), agucares (como a
sacarose), dentre outros (YANCEY et al., 1982).

Quanto a funcédo eles sao classificados em solutos compativeis, que
apresentam apenas pequenos efeitos sobre a fungcédo das proteinas, e em solutos
neutralizantes, que combatem os efeitos prejudiciais que alguns solutos celulares
tém sobre a célula (BOROWITZA; BROWN, 1974; YANCEY et al., 1982). Glicina,
sacarose, glicerol e sorbitol sdo exemplos de solutos compativeis, pois podem
estar presentes em grandes concentragbdes intracelulares sem alterar as
propriedades dos complexos organizacionais das células (YANCEY et al., 1982).

A presenca de 0,5 mol.I"" de sacarose diminui a lise de eritrocitos induzida
por concentragdes elevadas de acido palmitico. Como essa estabilizacado
hiperosmolar do eritrocito esta associada a uma alteragao de forma e contragao
de volume do eritrécito (ZAVODNIK; PILETSKAIA; STEPURO,1991), esse efeito
deve resultar da interacdo dos componentes lipidicos e protéicos do complexo
bioldgico. Entretanto, essa questao precisa ser aprofundada.

A 1 mollI" e na presenca de NaCl a 0,9%, o sorbitol acentua a agéo
caotrdpica do etanol e da temperatura (entre 27 e 42 °C) sobre as membranas de
eritrécitos humanos, embora ele isoladamente nao tenha acéo caotrépica entre 0
e 1,5 mol.I"". Entretanto, o aumento da temperatura diminui a acdo sinergistica de
sorbitol sobre a lise de eritrécitos induzida por etanol (BERNARDINO NETO,
2006).

A 1 mol.I" e na presenca de NaCl a 0,9%, o glicerol também acentua a
acao caotrépica do etanol sobre a membrana de eritrécitos humanos, dentre os
limites de 24,7 e 45,9 °C. Além desses limites de temperatura, o glicerol estabiliza
os eritrocitos contra hemdlise (FINOTTI, 2006). E esse efeito estabilizador que
possibilita a criopreservagao de eritrocitos humanos na presenca de glicerol e
outros solutos osmorreguladores (DE LOECKER et al., 1993; BAKALTCHEVA;
ODEYALE; SPARGO, 1996; PELLERIN-MENDES et al., 1997; WAGNER et al.,
2002).
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CONSIDERACOES FINAIS

O etanol é também um alcanol, assim como o glicerol e o sorbitol, e pode
também aumentar a osmolaridade da solu¢do onde esta presente. Para entender
na dimensao exata os efeitos de osmalitos sobre a estabilidade de membranas de
eritrocitos contra a agao desnaturante do etanol, € preciso avaliar primeiro quais
sao os efeitos de diferentes concentracdes de etanol sobre a lise de eritrocitos.

Esse tipo de estudo tem grande importéncia ndo s6 na pesquisa da origem
do efeito caotropico do etanol sobre as membranas bioldgicas, mas também no
aprimoramento das condi¢cbes de preservagao de complexos biolégicos, como

tecidos, células e macromoléculas.
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RESUMO

ANALISE DAS ACOES CAOTROPICA E ESTABILIZANTE DO ETANOL SOBRE
ERITROCITOS HUMANOS

Estudante: Luiz Fernando Gouvéa e Silva

Orientador: Professor Dr. Nilson Penha-Silva

Amostras de sangue provenientes de 12 voluntarios do género masculino
(20-28 anos) foram incubadas com 0 a 34 g.dI' de etanol e estudadas por
espectrofotometria e microscopia de luz. Em 1.56 g.dl'1 de etanol os eritrécitos
foram visualizados em um estado intacto ou expandido (R), e em 25 g.dI” de
etanol, os eritrocitos apareceram em um estado contraido ou apertado (T),
embora algumas estruturas sofreram ruptura nesta concentragdo de etanol. A
dependéncia da percentagem de hemdlise com a concentragédo de etanol mostrou
trés transigcdes de natureza sigmoidal em toda extensdo da concentragdo de
etanol: uma desnaturagéo (Dsor), Uma estabilizagdo (Sso) e outra transicdo de
desnaturacao (Dsgr), com seus respectivos pontos médios em 11,17+0,078 (Dsor),
20,73+0,056 (Sso) € 27,20+0,097 g.dlI”' (Dsor) de etanol em 0.9% de NaCl. A
incubacdo com 0.6% de NaCl alterou os valores de Dsor, Sso € 0 Dsor para
10,35+0,25 (P<0,001), 21,480,034 (P<0,001) e 31,27+1,490 (P<0,05) g.dI”,
respectivamente. A diminuicdo do Dsor produzida pelo decréscimo da
concentracdo de NaCl indica que esta transicdo de desnaturacido € devida
somente a acao caotropica do etanol. O aumento produzido em Ssp € Dsor indica
que a estabilizagdo e transigcdo da desnaturagcdo do estado T tém origem no
aumento da pressao osmotica. A origem termodinamica do efeito estabilizante do
etanol sobre os eritrocitos foi explicada com base na teoria da hidratagao

preferencial.

Unitermos: caotrépicos; eritrocitos; estabilidade de membranas; etanol; osmalitos
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ABSTRACT

ANALYSIS OF THE CHAOTROPIC AND STABILIZING ACTIONS OF THE
ETHANOL ON HUMAN ERYTHROCYTES

Student: Luiz Fernando Gouvéa-e-Silva

Advisor: Professor Dr. Nilson Penha-Silva

Blood samples from 12 human male volunteers (20-28 years) were
incubated with 0 to 34 g.dl”" ethanol and studied by visible spectrophotometry and
light microscopy. In 1.56 g.dl”" ethanol, erythrocytes were seen in an intact and
expanded state (R), and in 25 g.dI’ ethanol, the erythrocytes appeared in a
contracted state (T), although some structures were disrupted at this ethanol
concentration. The dependence of the percentage of hemolysis with the ethanol
concentration showed three sigmoidal hemolysis transitions in the entire ethanol
range: a denaturation, a stabilization and another denaturation transition, with their
respective middle points at 11.17+£0.078 (Dsor), 20.73+0.056 (Sso) and
27.20+0.097 g.dI" (Dsor) ethanol in 0.9% NaCl. Incubation with 0.6% NaCl
changed the Dsor, Sso and Dsor values to 10.35+0.25 (P<0.001), 21.48+0.034
(P<0.001) and 31.27+1.490 (P<0.05) g.dI”', respectively. The decrease in Dsor
produced by the decrease in the NaCl concentration indicates that this
denaturation transition is due only to the chaotropic action of ethanol. The increase
produced in Sso and Dsor indicates that the stabilization and the denaturation
transition of the T state are osmolarity based processes. The thermodynamical
origin of that stabilizing effect of ethanol on the erythrocytes was tentatively

explained with basis in the preferential hydration theory.

Keywords: chaotropics; erythrocytes; ethanol; membrane stability; osmolytes
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INTRODUCAO

Os complexos biolégicos sdo muito vulneraveis aos agentes caotrdpicos,
0s quais compreendem a pressao, extremos de pH, uréia, guanidina e etanol [1-
6]. A natureza e também os biotecnologistas necessitam controlar a estabilidade
dos complexos bioldgicos, e para isso eles usam um arsenal de procedimentos
que engloba o aumento da osmolaridade do meio com solutos coletivamente

chamados de osmdlitos [7-44].

O etanol é um agente caotrépico de natureza anfifilica, com um segmento
hidrofébico (CH3-CHz-) unido a um grupo hidrofilico (-OH). O etanol pode-se
misturar com a agua e acomodar os grupos hidrofobicos de uma proteina,
atenuando a forca hidrofébica e desfavorecendo o estado nativo em relacdo ao
estado desnaturado da proteina [30,45]. De fato, a transferéncia da cadeia lateral
apolar do aminoacido para o etanol ocorre com valores negativos de energia livre
de transferéncia (dgy), 0 que indica a natureza favoravel de sua transferéncia.
Uma vez que os valores dg para a transferéncia do esqueleto peptidico da agua
para o etanol sdo positivos, a desnaturagao da proteina pelo etanol é governada
pela grande afinidade do etanol pelas cadeias laterais hidrofébicas da proteina.
[45,46]. O efeito do etanol sobre a estabilidade protéica € sem duvida manifestado
sobre as proteinas de membrana e do citoesqueleto, o que deve estar envolvido
na lise induzida por etanol e nas transicoes de formas do eritrécito descritas na
literatura [47-52].

Os solutos caotropicos, os quais desnaturam complexos bioldgicos,
também aumentam a osmolaridade da solucdo e podem oferecer uma acgao
estabilizadora [53]. Este estudo investiga a natureza antagonista das agdes do

etanol como agente caotrdpico e osmoestabilizador de eritrocitos humanos.

A osmoestabilizagdo dos eritrécitos e de outras células € um procedimento
conhecido por permitir sua criopreservagao por longos periodos de tempo, tarefa
esta que emprega pequenos solutos como glicerol, sorbitol, trealose e dextrana
[54-58]. Uma vez que a osmoestabilizagdo do eritrécito ocorre com contragao de
volume e alteragdes morfologicas que podem ser revertidas apds diluicdo do

excesso de soluto [55,56,59,60], isto indica a existéncia de um equilibrio entre
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dois (ou mais) estados morfolégicos, um estado expandido ou relaxado (R),
presente nas condi¢gdes naturais do sangue, e um estado condensado ou tenso
(T), presente em altas concentragdes de osmolitos. Este trabalho também tenta
analisar o mecanismo termodinanico do efeito osmoestabilizador de eritrocitos a
luz da teoria da hidratacao preferencial [15,20,27,35,36,61].
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MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras de sangue

A execucdo deste estudo foi previamente aprovada pelo Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Uberléandia. As amostras de
sangue (3 ml) foram coletadas com seringas contendo heparina, proveniente da
veia antecubital de voluntarios humanos do género masculino (n=12, 20-28 anos),

apos jejum noturno de 8 a 12 horas.

Fragilidade osmatica de eritrocitos humanos

A cada unidade de uma série duplicada de frascos de Eppendorf contendo
1 ml de uma solucdo teste com 0 a 9 g.dl”’ de NaCl, nés adicionamos 10 ul de
sangue. Apos homogeneizagdo e incubagdo em 37 °C, os frascos foram
centrifugados a 600xg por 10 minutos e seus sobrenadantes foram analisados por
espectrofotometria visivel em 540 nm, com uso de um espectrofotdmetro Micronal
B442 (Sao Paulo, SP, Brasil).

Para expressar a absorbancia em 540 nm (Ass) em percentagem de
hemdlise, nés primeiramente fitamos a dependéncia de Asso com a concentracio
de NaCl pela forma decrescente da equacao de Boltzmann:

Al 'Az

A54Onm = 1+e(C_H50 )dC + AZ (1)s

em que A; e A, representam os valores maximo e minimo da Assg, C € a
concentracdo de NaCl, Hsp € a concentracdo de NaCl que causa 50% de hemolise
e dC é a amplitude da transicdo sigmoidal entre A; e A,. A percentagem de

hemolise em cada tubo de analise foi calculada usando a seguinte equacéo:

. A
Hemolysis (%) = %x 100% (2),
1
e entdo as dependéncias da percentagem de hemdlise com a concentragdo de
etanol foram ajustadas a linhas de regressédo sigmoidal de acordo com a forma

decrescente da equacao de Boltzmann.



28

Dependéncia da estabilidade dos eritrécitos humanos contra o etanol

A estabilidade dos eritrocitos foi analisada em solucdes com 0 a 34 g.dl”" de
etanol na presenca de 0.9 e 0.6% de NaCl. A cada unidade de uma série
duplicada de frascos de eppendorf nés adicionamos 1 ml da solugdo teste e 10 pl
de sangue. Apos homogeneizagdo e incubagdo a 37 °C, os frascos foram
centrifugados a 600xg por 10 minutos e os sobrenadantes foram analisados por
espectrofotometria visivel em 540 nm, com uso de um espectrofotdbmetro Micronal
B442 (Sao Paulo, SP, Brasil).

Para expressar a absorbancia de 540 nm em percentagem de hemdlise,
nos primeiramente fitamos a dependéncia de Asso com a concentracdo de etanol
pela forma crescente da equacgao de Boltzmann:

A1 — Az

A54Onm = 1+e(D'D5° )dD (3)=

em que A; e A, representam os valores minimo e maximo de Assq, D € a
concentracdo do desnaturante, Dso representa a concentragcdo do desnaturante
que causa 50% de hemdlise e dD é a amplitude da transigdo sigmoidal entre A; e
A,. A percentagem de hemolise em cada tubo de analise foi calculada com o uso

da equacao:

: A
Hemolysis (%) = %x 100% 4)
2
e entdo as dependéncias da percentagem de hemodlise com a concentragdo de
etanol foram ajustadas a linhas de regressdo sigmoidal de acordo com a forma

crescente da equacgao de Boltzmann.

Analise do efeito do etanol sobre os eritrécitos humanos pela microscopia

de luz

Aliquotas de 10 ul de sangue foram adicionados a solugdes com 1.56 e
25.0 g.dl'1 de etanol preparado com 0.9% de NaCl. Apés homogeneizagao e
incubacdo a 37 °C por 10 minutos, as misturas foram adicionadas ao corante

May-Grinwald-Giemsa em laminas histologicas. As laminas foram analisadas em
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um microscopio Olympus (modelo BX40-F4), acoplado a uma camera Olympus
(modelo Oly-200) que envia para o computador as imagens via um acessorio
acoplado Olympus (U-SPT). As imagens foram processadas com o uso do

software HL image ++97.

Edicdo e analise estatistica dos dados experimentais

A edicao e avaliagdo estatistica dos dados foram realizadas com o software
Origin 6.0 Professional (Microcal, Northampton, Massachusetts, USA). As curvas
obtidas foram consideradas estatisticamente aceitaveis quando P foi menor que
0,05. A comparacao dos dados foi realizada pelo teste t Student ou por ANOVA,

com P<0,05 indicando diferenca estatisticamente significante entre as médias.
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RESULTADOS

Todas as amostras de sangue dos voluntarios demonstraram um perfil

homogéneo para a fragilidade osmatica de seus eritrocitos (Fig. 1).

As lises promovida nos eritrocitos por estresse hipotdnico (fragilidade
osmatica) e pela agédo do etanol em 0,6 e 0,9% de NaCl produziram valores
maximos de Ass de 0,717+0,000418, 0,710+0,000844 e 0,696+0,00217,
respectivamente. Esses valores ndo foram estatisticamente diferentes quando
comparados por ANOVA (P=0,212).

Na presenca de 0,9% de NaCl, o aumento na concentragao de etanol
demonstrou um efeito duplo sobre a percentagem de hemodlise do sangue
humano (Fig. 2). Entre 9,8 e 12,6 g.dl”", o etanol mostrou um efeito desnaturante
sobre a membrana dos eritrocitos, com a liberagdo de hemoglobina livre na
solucdo. Ja entre 19,3 e 22,2 g.dl'1, 0 aumento na concentracdo de etanol
produziu estabilizagao dos eritrécitos. Contudo, acima de 22,2 g.dl'1, o0 aumento
na concentragao de etanol promoveu outra transicdo caracterizada pela liberagcao

de hemoglobina.

O efeito do etanol sobre a estrutura dos eritrocitos humanos foi diretamente
observado por microscopia de luz (Fig. 3). Em uma concentracao de etanol antes
da primeira transigdo hemolitica da curva da Fig. 2 (1.56 g.dI”"), eritrécitos intactos
foram detectados em um estado com um maior volume (Fig. 3A). Em torno do
centro da regido de estabilizagdo da Fig. 2 (25 g.dlI"), eritrdcitos intactos foram
vistos em um estado de menor volume, juntamente com eritrcitos destruidos
(Fig. 3B). Esta observacao é consistente com um encolhimento osmotico do
eritrocito [47,52,55,56,59,60].

Os estados morfolégicos com maior e menor volume dos eritrocitos foram
respectivamente designados de estados R e T, por analogia com a designacgao

dos estados usada para as proteinas alostéricas.

As trés transi¢des da Fig. 2 foram estudadas na presenca de 0,6 e 0,9% de
NaCl e ajustadas a curvas sigmoidais (Figs. 4, 5 e 6). A concentragcdo de etanol

do ponto médio da primeira transicao (Fig. 4), que representa a hemdlise do
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estado R, foi designada como Dspr. A concentragao de etanol do ponto médio da
segunda transicao (Fig. 5), que representa a osmoestabilizagao dos eritrécitos, foi
denominada de Sso. A concentragao de etanol para o terceiro ponto médio da
transicdo hemolitica (Fig. 6), que representa a hemdlise do estado T, foi
designada como Dspr. Os valores de Dsor, Sso € Dsor na presenga de 0,6 e 0,9%

de NaCl estdo demonstrados na Tabela 1.

Uma vez que o efeito osmoestabilizante do etanol foi descrito por uma
sigmoide decrescente, logo seguida por sigmdide crescente, que representa a
transicdo hemolitica do estado T, a combinagdo de ambas as sigmoides
(decrescente e crescente) produz uma dependéncia com a forma de um bolso ou
buraco (Fig. 2). Essa dependéncia foi ajustada por uma curva de Gauss invertida.
A concentracdo de etanol no centro dessa curva de Gauss representa o ponto
onde o efeito osmoestabilizador do etanol foi o maior possivel. Este valor foi

determinado em 0,6 e 0,9% de NaCl e também esta mostrado na Tabela 1.
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Figura 1. Curva representativa da fragilidade osmotica de todas as amostras de

sangue usadas neste trabalho.
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concentracao de etanol em 0,9% de NaCl.
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Figura 3. Imagens de microscopia de luz dos eritrocitos humanos em solugéo de
0,9% de NaCl com 1,56 g.dlI” (A) e 25,0 g.dI”" (B) de etanol. Eritrécitos humanos
intactos podem ser vistos em 1.56 g.dI" de etanol (A). Eritrocitos humanos
intactos, mas desidratadas, podem ser vistas em 25.0 g.dI”" de etanol, juntamente
com alguns eritrocitos destruidos (B). A barra de magnificacdo em cada

micrografia representa 8 um.
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Tabela 1. Caracterizacdo dos efeitos desnaturante e osmoestabilizante do etanol

sobre eritrocitos humanos.

Parametros (g.dl™") 0,9% NaCl 0,6% NaCl P
Dsor 11,1740,078  10,35+0,250 <0,001
Ssot 20,73+0,056 21,480,034 <0,001
Dsor 27,20+0,097  31,27+1,490 <0,050

Centro da curva invertida de Gauss 22,800,171 24,30+0,169 <0,001
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DISCUSSAO

A mistura de concentragdes elevadas de etanol com solugao salina aquosa
€ capaz de diminuir progressivamente a constante dielétrica do meio e aumentar
a magnitude das forgas atrativas entre as cargas opostas, mas também de
diminuir a intensidade da forga hidrofébica, com atenuacao das forgas atrativas de
van der Waals. Até certa concentracdo (Fig. 2), este efeito ndo perturba a
estabilidade dos eritrocitos, uma vez que a percentagem de hemolise ndo mudou
com o aumento na concentracdo de etanol. Em baixas concentracdes o etanol é
considerado um agente protetor dos eritrocitos contra a hemolise hipotdnica [62].
Realmente, na presenca de 1,56 g.dl” de etanol, os eritrécitos foram vistos
completamente intactos, quando observados por microscopia de luz (Fig. 3A). O
progressivo aumento na concentracdo de etanol determina mudancgas
progressivas nas propriedades da fase externa da solugcdo mas também do
interior das estruturas celulares onde estao inclusas proteinas de membrana e do

citoesqueleto dos eritrocitos [49,50,60].

Ja que o etanol tem um grupo hidrofilico (-OH), que pode estabelecer
ligacbes de hidrogénio com a agua, e um grupo hidrofébico, (-CH2-CH3) que
realiza contatos de van der Waals com outros grupos hidrofébicos, o aumento na
concentragdo de etanol em uma solugdo aquosa gera uma competicdo entre o
grupo hidrofébico do etanol e outros grupos hidrofébicos do interior do complexo
biolégico. Com o etanol no meio externo, os grupos hidrofébicos do complexo
biolégico podem agora formar forgas atrativas estaveis de van der Waals com o
etanol na fase externa da solugdo. O aumento na concentragdo de etanol
promoveu uma desnaturacao de eritrocitos de natureza cooperativa e dependente
da concentracao de etanol, que foi monitorada pela liberagcdo de hemoglobina na

solucao (Fig. 4A).

A preservacdo da integridade dos eritrécitos em 0,9 g.dlI”" de NaCl nao é
um fendmeno baseado somente na osmolaridade do meio, mas dos efeitos
elétricos do soluto para manter integra a membrana celular. A hipotonicidade
também pode desnaturar eritrécitos, promovendo liberagcdo cooperativa de

hemoglobina para o meio externo, como pode ser observado pela dependéncia da
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curva sigmoide entre a hemolise e a concentragao de sal (Fig. 1). A combinagao
da hipotonicidade com a presenca do etanol possibilitou evidenciar a geracao de
um sinergismo caotropico sobre o eritrécito, o que explica a diminui¢do
estatisticamente significante (P<0,05) de 11.16 para 10,35 g.dlI"' observada no
ponto de meia transi¢ao (Dsor) do etanol com a mudanga na concentragao salina
de 0,9 (Fig. 4B) para 0,6% (Fig. 4A), respectivamente (Tabela 1). J& que a
diminuicdo na concentragéo salina de 0,9 (Fig. 4B) para 0,6% (Fig. 4A) aumentou
a acao caotropica da mistura, este efeito ndo € um processo baseado na

osmolaridade.

Acima de 19,3 g.dI”' de etanol, a percentagem de hemdlise comecou a
diminuir com o aumento na concentragdo de etanol, dando origem a curva de
dependéncia na forma de cavidade ou bolso da Figura 2. Esse efeito do etanol
constitui uma protegcado para a membrana, ja que eritrécitos intactos foram vistos
em solugdo de 25,0 g.dlI”’" de etanol por microscopia de luz, embora na presencga

de algumas células hemolisadas (Fig. 3B).

Ha uma mudanga morfolégica evidente dos eritrocitos de 1,56 (Fig. 3A)
para 25,0 g.dlI”" de etanol (Fig. 3B). A menor concentracdo de etanol (Fig. 3A), os
eritrocitos estdo mais volumosos do que estdo a concentracdo mais elevada deste
soluto (Fig. 3B). Por analogia com o equilibrio R-T das proteinas, nés designamos
aqueles estados morfologicos dos eritrocitos como R (de relaxado) e T (de
contraido, no ingés), respectivamente. Ha provavelmente muitas formas ou
formatos em cada um destes dois estados morfolégicos, mas ndos iremos
considerar os dois estados principais, R e T, para simplificar nossas
consideragdes. A multiplicidade das formas em cada estagio existe em fungao da
composicao do meio. Realmente, a incubacdo de eritrécitos humanos com

alcandis, alcanodiois e glicerol produz muitas alteragdes de forma [62].

O efeito da concentragao salina sobre o processo de estabilizagdo € muito
importante para caracterizar a origem do efeito estabilizador. Uma observagao
detalhada na parte esquerda da cavidade mostra que ela consiste de uma curva
sigmoidal decrescente. A inclinagdo da parte linear desta curva diminui com o
decréscimo da concentracdo salina de 0,9 (Fig. 5B) para 0,6% (Fig. 5A). Em

outras palavras, n6s podemos dizer que o aumento na concentragao salina de 0,6
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(Fig. 5A) para 0,9% (Fig. 5B) potencializa o efeito estabilizador. As concentra¢des
de etanol no ponto médio da transigao de estabilizacido (Sso), representadas pelo
lado esquerdo do bolso de estabilizag&o, foram determinadas em 0,9 (Fig. 5B) e
0,6% NaCl (Fig. 5A). Realmente, o aumento em S5y produzido pelo decréscimo da
concentracédo salina de 0,9 para 0,6% de NaCl (Tabela 1) foi estatisticamente
significante (P<0,05). Isso significa que esse efeito estabilizador € um processo

baseado na osmolaridade do meio.

Por outro lado, quando nds inspecionamos a parte direita do bolso de
estabilizagcao da curva de lise dos eritrécitos (Fig. 6), nés detectamos que o efeito
caotrépico do etanol sobre o estado mais estavel dos eritrécitos (T) é
enfraquecido e nao fortalecido pela diminuicdo na concentragdo de NaCl de 0,9
(Fig. 6B) para 0,6% (Fig. 6A). Realmente, a diminuicdo na concentracdo de sal de
0,9 para 0,6% de NaCl produziu um aumento estatisticamente significante
(P<0,05) no valor de Dsy para o estado T dos eritrocitos (Tabela 1). Ja que a lise
deste estado T ocorreu em uma alta concentracdo de etanol quando a
concentragéo de sal € baixa, diferentemente da lise do estado R, isto significa que
a desnaturacao do estado T dos eritrocitos € também um processo baseado na

osmolaridade.

A dispersao de dados no lado direito do bolso de estabilizagdo nao é
devida a diferengas nos niveis de hemoglobina e hematdcrito dos voluntarios,
porque a conversao dos valores de absorvancia em percentagem de hemodlise
normaliza qualquer discrepancia existente entre os voluntarios. Aquela dispersao
pode ser consequéncia de algum tipo de heterogeneidade no estado T dos
eritrocitos entre individuos, provavelmente relacionada com diferengas na

composi¢cao da membrana.

Noés acreditamos que esse efeito de estabilizagao dos eritrécitos seja uma
manifestacdo celular da estabilizacdo produzida por osmolitos no equilibrio de
desenovelamento de proteinas. Os osmdlitos aumentam a energia livre dos
estados nativo (N) e desenovelado (U) de uma proteina, mas aumentam mais a
energia livre do estado U do que do N da proteina. A explicagdo mais aceita para
este fendbmeno termodinamico é baseada na interacdo preferencial da proteina

com as moléculas de agua do que com o osmdlito [35], que é entdo
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preferencialmente excluido da superficie da proteina, de acordo com um efeito
que foi designado de solvofdbico [20] ou osmofdbico [39]. Os grupos hidrofébicos
[11,12] e 0 esqueleto peptidico da proteina [28] apresentam uma maior afinidade
pela agua do que pela mistura agua-osmdlito. Isso estabelece uma competi¢cao
entre o osmodlito e a proteina para com as moléculas de agua, o que aumenta a
energia livre de hidratacdo dos estados N e U da proteina. Uma vez que os
grupos apolares e o esqueleto peptideo da proteina estdo mais expostos ao
solvente no estado U que no N, o estado U é muito mais instabilizado do que o
estado N da proteina. H4 uma maior organizagao das moléculas de agua ao redor
da superficie do estado U do que no N da proteina, o que implica que a entropia
conformacional do solvente € maior ao redor do estado N que do que do estado
U.

Embora ambos os estados sejam desestabilizados pela presenca do
osmolito, a maior desestabilizacdo do estado U torna o compacto estado N
relativamente mais estavel do que o expandido estado U da proteina [10-
12,20,27,28].

Nés sugerimos que esta explicagao, originalmente proposta para justificar a
estabilidade de proteinas por osmalitos, possa também explicar a estabilizagao de
eritrocitos por esses solutos. O expandido estado R dos eritrocitos deve requerer
um maior conteudo de energia livre para sua hidratacdo e uma menor entropia
conformacional na estrutura da agua ao redor de sua esfera de hidratagdo em
relagdo ao condensado estado T daquelas células. A prépria contragdo do
eritrécito, dirigida por uma forga baseada na osmolaridade, deve causar
aproximagdo dos grupos hidrofébicos no lado interno da membrana, com
exacerbacao das forcas atrativas de van der Waals, o que estabiliza o estado T. O
decréscimo da entropia associada com a diminuic&do da liberdade dos movimentos
dos fosfolipideos da membrana deve ser compensado pelo aumento da entropia

conformacional do solvente ao redor do eritrocito no estado T.

Outros fatores, como a exclusdo espacial do osmolito, alteracbes na
constante dielétrica e na Vviscosidade da solugédo [29,30,32,34,38,40],

considerados importantes na conservagédo da estabilidade das proteinas, podem
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também estar envolvidos na estabilizagao dos eritrocitos por um osmalito, mesmo

que o osmoalito seja o etanol.

A situagdo in vitro apresentada em nosso trabalho é somente uma
manifestacdo de um processo fisico-quimico. Embora protecdo contra lise
hipotdnica de eritrécitos tenha sido reportada para baixas concentracbes de
etanol [62], nds observamos que a combinagao in vitro de etanol com uma

condigao hipoténica diminui a estabilidade das células vermelhas sanguineas.

Quando ingerido em excesso, o metabolismo do etanol aumenta a
producao de metabdlitos reativos do oxigénio (ROM), causando peroxidagdo dos
grupos polinsaturados dos acidos graxos [63,64] das membranas bioldgicas, o
que altera a fluidez das membranas de eritrécitos e hepatdocitos [65-69]. A
peroxidagcdo do colesterol produz derivados [70] que aumentam a taxa de
apoptose nas células musculares lisas de humanos e ratos [71]. Os ROM,
usualmente associados com o estresse e envelhecimento, também tém sido
associados as mudancas na fluidez de membrana decorrentes do diabetes
mellitus do tipo 2 e de outras desordens cronicas degenerativas [72]. A mudanca
na composicdo da membrana promovida pelo ROM pode também afetar a
estabilidade do eritrocito contra fatores caotropicos enddgenos. Estes fatores
endogenos incluem aumentos na pressao arterial, temperatura [47], acidez e atrito

contra a parede dos vasos sanguineos, como ocorre na atividade fisica [73].

NoOs precisamos alertar que a estabilizacdo in vitro de eritrocitos pelo
etanol, aqui discutida, ndo pode ser aplicada in vivo, porque as concentracdes de
etanol que promovem o efeito estabilizante sdo mais de 600 vezes maiores do
que as concentragdes promotoras de varios danos em nossos complexos
biolégicos. Uma concentragdo de etanol entre 0.04 e 0.075% determina efeitos
centrais que comprometem as habilidades motoras, a coordenagao, o julgamento
e o tempo de reposta. Durante a gravidez, o abuso crbénico de etanol causa
apoptose das células da crista neural do cérebro posterior e do mesénquima
craniofacial [74], e mesmo o abuso agudo do etanol gera ectopia, heterotopia e

despopulagao celular no sistema neural [75].
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Outro alerta importante € que o etanol pode ser capaz de preservar
contaminantes microbianos se usado para preservar produtos biolégicos na faixa

de concentragao que apresentou o efeito estabilizante descrito neste trabalho.
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CONCLUSOES

Concluimos que eritrocitos foram vistos em um estado intacto e expandido
(R) em 1,56 g.dI”" de etanol e em um estado contraido (T) em 25,0 g.dl”' de
etanol, embora algumas estruturas tenham aparecido rompidas a esta
concentracao de etanol. Trés transicoes sigmoidais foram observadas na faixa de
0a34 g.dl'1 de etanol: uma desnaturagao, uma estabilizagdo e outra transigao de
desnaturagdo, com seus respectivos pontos meédios em 11,17+£0,078 (Dsor),
20,7310,056 (Sso) € 27,200,097 g.dlI”' (Dsor) de etanol em 0,9% de NaCl. A
incubacado com 0,6% de NaCl alterou os valores de Dspr, Sso € 0 Dsor para
10,35+0,25 (P<0,001), 21,48+0,034 (P<0,001) e 31,27+1,490 (P<0,05) g.dI”,
respectivamente. A significante diminuigdo produzida no Dspr pelo decréscimo da
concentracdo de NaCl indica que esta transicdo de desnaturacdo € devida
somente a agao caotrépica do etanol. O aumento significante produzido em Ss
indica que a estabilizacdo da transicido é devida a acdo osmoestabilizadora do

etanol.
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