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ABREVIATURAS

D Desnaturante

Dso Concentracao de etanol que produz 50% de hemdlise

dD Amplitude da curva de transi¢do sigmoidal de lise dos eritrocitos

dSs Amplitude da curva de transi¢do sigmoidal de estabiliza¢do dos eritrocitos
dx Amplitude da transi¢éo sigmoidal

h Altura da curva de transicao sigmoidal

R Estado morfoldgico relaxado dos eritrdcitos

RBC Eritrdcitos

S Estabilizante

Sso Concentracao de etanol que produz 50% de estabilizacdo dos eritrdcitos
T Estado morfoldgico tenso ou apertado dos eritrocitos



APRESENTACAO

Todos os complexos organizacionais biolégicos dependem da
preservacao de sua estrutura para exercer suas funcdes especificas.

A capacidade do complexo bioldgico resistir as alteragcbes ambientais
que promoveriam a perda de suas fungdes em consequéncia de alteragdes em
sua estrutura nés chamamos de estabilidade.

A natureza tem um arsenal de estratégias para estabilizar esses
complexos bioldgicos contra a agressdo de fatores que a propria natureza
também fornece. Assim, a acdo de agentes estabilizantes € contraposta pela
acao de agentes caotropicos, que induzem a desorganizagdo da estrutura do
complexo organizacional.

Alteragdes na composicao do solvente podem afetar a estabilidade
desses complexos, tanto no sentido de promover sua estabilizagdo quanto no
sentido de promover sua desestabilizacao.

Esse trabalho foi desenvolvido em um laboratério que tém estudado
dualismo das condi¢gdes ambientais sobre a organizacdo e estabilidade de
complexos bioldgicos.

Esses estudos compreendem os efeitos do etanol sobre a estabilidade
de membrana de eritrocitos humanos. O etanol € um agente caotrépico, que
promove desorganizagdo da estrutura de membranas de eritrocitos, mas que
ao mesmo tempo também promove um aumento da osmolaridade do meio, que
€ reconhecidamente um fator estabilizante de proteinas e membranas.

No presente trabalho, ndés estudamos o efeito da alteracdo da
concentracdo salina sobre a agao caotropica do etanol na membrana de

eritrécitos humanos.



CAPITULO 1

FUNDAMENTACAO TEORICA

EFEITO DO ETANOL SOBRE A ESTABILIDADE DE ERITROCITOS



INTRODUCAO

A estabilidade de uma membrana bioldgica € essencial para o exercicio
de suas funcgdes. A estabilidade de uma membrana aumenta com o aumento
na concentragcéo colesterol e fosfolipidios ricos em acidos graxos saturados e
diminui com a diminui¢gdo na concentracéo de colesterol e fosfolipidios ricos em
acidos graxos insaturados. Entretanto, a falta ou o excesso de estabilidade ira
comprometer suas fungées [PENHA-SILVA, 2008].

Agentes caotropicos como extremos de pH e temperatura, estresse
hipotbnico, uréia, hidrocloreto de guanidina e etanol desestabilizam a
membrana, induzindo um estado de desorganizagédo, pelo qual tém maior
afinidade. Por outro lado, a estabilidade de uma membrana bioldgica pode ser
aumentada por condicbes favoraveis como pH e temperatura otimos,
isotonicidade e a presenca de solutos protetores denominados osmoalitos.

Muitos organismos e células acumulam osmodlitos ou solutos
osmoprotetores (pequenas moléculas organicas) [YANCEY e SOMERO, 1979;
YANCEY et al., 1982]. Estes solutos aumentam a estabilidade termodinamica
de proteinas, preservando as suas fungdes [SANTORO et al., 1992;
TIMASHEFF, 1993].

Pouco se sabe sobre o processo de estabilizacdo desencadeado pelos
osmolitos sobre as membranas biolégicas. Acredita-se que o efeito solvofébico
ou osmofébico [BOLEN e BASKAKOV, 2001; TIMASHEFF e ARAKAWA, 1989;
TIMASHEFF, 1998] utilizado para explicar a estabilizacdo de proteinas por co-
solventes possa ser aplicado ao processo de estabilizacdo de membranas
biologicas [BERNARDINO-NETO, 2006; FINOTTI, 2006].

Os osmolitos podem ser classificados nas seguintes categorias: 1)
metilaminas, como TMAO (6xido de trimetilamina), betaina, sarcosina, 2)
aminoacidos (alanina, prolina) e seus derivados e 3) alcoois polihidroxilicos,
como glicerol, sacarose e trealose [YANCEY et al., 1982].

O estudo da estabilidade de membrana utilizando eritrocitos torna-se
promissor, devido a hemodlise desencadeada por estresses ambientais,

liberando hemoglobina, a qual pode ser quantificada por espectrofotometria em



540 nm. A absorc¢ao de luz nesse comprimento de onda (A54Onm) € proporcional

a hemdlise (extensao da lise dos eritrocitos).

MACRO-ESTADOS MORFOLOGICOS DE ERITROCITOS

Os eritrocitos podem existir em dois macro-estados morfolégicos, que
foram denominados de R (relaxado ou expandido) e T (tenso ou condensado).
O estado R é encontrado naturalmente no sangue e o estado T esta presente
em condicdes de elevada osmolaridade [PENHA-SILVA et al., 2008]. E
possivel que haja algum nivel de equilibrio entre estes estados, porque os
eritrocitos compactados podem retornar ao estado morfologico expandido
quando o excesso de soluto é diluido [BAKALTCHEVA, ODEYALE e SPARGO,
1996; DE LOECKER et al., 1993; PELLERIN-MENDES et al., 1997].

EFEITOS DO ETANOL SOBRE A ESTABILIDADE DE MEMBRANA DE
ERITROCITOS

O etanol, estrutura anfifilica, em concentracbes elevadas na presenca de
solugdo salina promove uma diminuigdo progressiva da constante dielétrica do
meio e aumenta a magnitude das for¢cas de atragdo entre as cargas opostas.
Por outro lado, diminui a intensidade da forga hidrofébica, com atenuacao das
forcas atrativas de van der Waals. Em baixas concentragdes, este soluto pode
apresentar efeito protetor sobre os eritrocitos contra a hemolise hipotbnica
[SEEMAN, ROTH, SCHNEIDER, 1971].

Um aumento gradativo na concentragdo de etanol promove lise do
estado R, o0 que se deve a acao caotrépica do etanol [CUNHA et al., 1997;
PENHA-SILVA et al., 2008].

Entretanto, com uma elevacdo mais expressiva na concentragcao
alcodlica, os eritrocitos sofrem estabilizagcédo, por compactagéo, com a geragéo
do estado morfolégico T. Essa estabilizacdo é fundamentada na acao do etanol

como um osmolito. Ha uma concentragéo critica de etanol em que os eritrocitos



sao estabilizados, mas além da qual os eritrocitos também sofrerdo lise. De
fato, uma elevacgao ainda mais expressiva na concentragao de etanol leva a lise
do estado T [CUNHA et al., 1997; GOUVEA-E-SILVA, 2006; PENHA-SILVA et
al., 2008].

CONSIDERACOES FINAIS

O etanol congrega propriedades caotrdpicas, 0 que prevalece em mais
baixas concentragdes, com uma capacidade de estabilizacdo de complexos
bioldégicos, fundamentada na agdo como osmdlito, o que prevalece em
concentracdes intermediarias daquele soluto. Além dessas concentragdes
intermediarias criticas, aumentos na concentragdo de etanol também vao

promover diminuicdo da estabilidade de eritrécitos.
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CAPITULO 2

TRABALHO EXPERIMENTAL

EFEITO DA CONCENTRACAO SALINA SOBRE A ESTABILIDADE
DE ERITROCITOS HUMANOS EM SOLUCOES DE ETANOL



RESUMO

O NaCl é um agente osmorregulatério classico que em condigdes
isotdbnicas com o plasma € capaz de estabilizar os eritrécitos em um estado R,
onde essas células congregam um certo grau de estabilidade com a
capacidade de exercerem suas fungdes. O etanol € um agente caotrépico
classico, capaz de promover desnaturacdao, mas € também um osmolito, capaz
de promover estabilizacédo de eritrocitos. Em NaCl a 0,9% m/v e entre 0 e 24%
v/v de etanol, os eritrocitos sofrem lise, mas entre 24 e 32% vl/v, os eritrocitos
sdo estabilizados pela acdo do etanol. Essa estabilizacdo forma eritrocitos
compactados, em um estado morfolégico T, que perdem, entretanto, varias
funcbes dessas células. Neste trabalho ndés estudamos o efeito de
concentragdes de NaCl a 0,5, 0,9 e 1,1% m/v sobre a incubagao por tempo fixo
(30 min) de amostras de sangue humano com concentragdes de etanol entre 0
e 32% v/v. As transi¢cdes de lise e estabilizagdo dos eritrécitos pelo etanol
foram descritas por sigmdides e caracterizadas pelo ponto de meia-transigao
de lise (Dso) e de estabilizagdo (Sso), respectivamente, mas também pela
amplitude (dX) e altura (h) daquelas curvas (h). O valor de Dsy do etanol
aumentou de 12,61 para 14,29, mas voltou a diminuir para 13,97%, com o
aumento da concentracdo da NaCl de 0,5 para 09 e 1,1% mly,
respectivamente. O valor médio de Ss¢ diminuiu de 27,26 para 26,22 e 25,99%
de etanol/100 mL de solugdo com o aumento na concentragdo de NaCl da
solucdo de 0,5 para 0,9 e 1,1% m/v, respectivamente. Esses resultados
indicam que a solugao salina hipertdnica potencializou o efeito de estabilizacao
promovido pelo etanol, certamente deslocando os eritrécitos do estado R para

o estado T.

Palavras-chave: Eritrocitos; Estabilidade de membrana; Etanol
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ABSTRACT

NaCl is a classic osmoregulatory agent that in isotonic conditions with the
plasma is able to stabilize the red blood cells (RBC) in a relaxed (R) state,
where these cells congregate a certain degree of stability with the capacity of
exercise properly all its functions. The ethanol is a classic chaotropic agent,
capable of promoting denaturation, but is also an osmolyte, able to promote
stabilization of RBC. In 0.9% w/v NaCl and between 0 and 24% v/v ethanol, the
RBC suffer lysis, but between 24 and 32%, the RBC are stabilized by the action
of ethanol. This stabilization forms compacted or tight (T) RBC, which lost
however many cell functions. In this work we studied the effect of
concentrations of NaCl at 0.5, 0.9 and 1.1% w/v on the fixed time incubation (30
min) of human blood with concentrations of ethanol between 0 and 32%v/v. The
RBC lysis and stabilization transitions by ethanol were described by sigmoids
and characterized by their lysis half-point (Dsg) and stabilization (Ss) transitions,
respectively, and also by the amplitude (dX) and height (h) of those curves. The
average value of Dsg increased from 12.61 to 14.29%, but fell back again to
13.97% of ethanol/100 mL of 0.5, 0.9 and 1.1% w/v NaCl, respectively. The
average value of Ssq fell from 27.26 to 26.22 and 25.99% of ethanol/100 mL of
solution with the increase in the concentration of NaCl solution of 0.5 to 0.9 and
mL of 1.1% w/v saline, respectively. These results indicate that hypertonic
saline solution potentiated the stabilizing effect of ethanol, certainly moving the
RBC from of the state R to the state T.

Key words: Erythrocytes; Ethanol; Membrane stability
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INTRODUCAO

As membranas plasmaticas delimitam as fronteiras das células e
constituem o local de contato, comunicagao e intercambio entre elas; isso exige
todo um aparato bioquimico especializado para as diferentes funcdes
desempenhadas pelas células. As membranas plasmaticas constituem,
portanto, o primeiro ponto de contato das células com qualquer substancia
proveniente do meio externo, o que significa que as células sado criticamente
dependentes delas.

As membranas biolégicas sado formadas por uma bicamada lipidica,
onde estdo inseridas proteinas integralmente em ambas as camadas,
unilateralmente em wuma ou outra das monocamadas lipidicas ou
perifericamente no interior ou exterior da célula [DANIELLI e DAVSON, 1935].

A bicamada lipidica é constituida de fosfoacilglicerois, esfingolipideos e
colesterol. A natureza dos acidos graxos presentes nos fosfoacilgliceréis e
esfingolipideos, juntamente com o teor relativo de colesterol, € uma variavel
importante na determinagao do equilibrio que deve existir entre a estabilidade e
funcionalidade da membrana. A presenca de mais acidos graxos saturados e
de colesterol aumenta a estabilidade da membrana, o que até um certo nivel é
desejavel para garantir sua funcionalidade, mas além desse nivel o aumento
excessivo da estabilidade deve comprometer as fungdes normais da célula
[ARAKI e RIKKIND, 1981; PENHA-SILVA et al., 2008; SHIGA e MAEDA, 1980].

A bicamada lipidica pode ser afetada pela inser¢cao de xenobioticos, que
podem entdo causar mudangas na organizagao estrutural e nas fungbes das
biomembranas e, consequentemente, das préprias células [NARENDRA et al.,
2007].

Os eritrocitos constituem uma ferramenta simples e de baixo custo para
estudo da interacdo de biomembranas com drogas, agentes toxicos e outros
solutos bioativos [BARAKAT, 2005; BATISTA et al., 2007; BHALLA e
AGRAWAL, 1998; BLASIAK et al., 1991; BUKOWSKA, 2007; DE FREITAS et
al., 2008; NARENDRA, 2007; NASUTI et al., 2003; NISHIHARA e UTSUMI,
1983]. Eles sdo muitos vulneraveis a esses agentes, ja que ndo possuem
capacidade de regeneracdo e de reparo de suas membranas [MCNEIL e
STEINHARDT, 1997; WEBSTER e TOOTHILL, 1987], de tal maneira que as
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injurias sofridas pelos eritrocitos podem gerar alteracbes conformacionais ou
lise [SHIGA e MAEDA, 1980].

Alteragbes conformacionais estabilizantes tém sido descritas como
decorréncia da incubacdo de eritrocitos com solutos osmoestabilizadores,
como glicerol e sorbitol [CUNHA et al., 2007; DE LOECKER et al., 1993; LANG
et al., 1998; PELLERIN-MENDES et al., 1997].

A incubacdo de eritrocitos mesmo com solutos caotropicos como os
alcandis mostrou a preservacao dessas células em conformacgdes esferociticas
de menor volume [BAKALTCHEVA, ODEYALE e SPARGO, 1996].

A interagcdo de etanol com eritrécitos humanos tém sido bastante
estudada atualmente. O etanol, que é um agente caotrépico classico [Fonseca
et al., 2006], também aumenta a osmolaridade do meio e a partir de certa
concentracao critica é capaz de promover estabilizacdo de eritrécitos humanos
[GOUVEA-E-SILVA, 2006; FINOTTI, 2006; BERNARDINO-NETO, 2006,
CUNHA, 2007; DE FREITAS REIS, 2007; FIRMINO, 2007].

A influéncia da concentragdo do etanol sobre a estabilidade de
membrana de eritrécitos humanos pode ser vista na Figura 1 [ARVELOS,
2007; GOUVEA-E-SILVA, 2006; CUNHA et al., 2007; DE FREITAS REIS,
2007; PENHA-SILVA et al., 2008]. A incubacao de eritrécitos humanos com
diferentes concentragbes de etanol por tempo fixo (30 min) € capaz de
demonstrar a existéncia de trés transigdes. A primeira (A) é uma transicéo de
lise, induzida por aumento menos pronunciado na concentragao de etanol. A
segunda (B) € uma transicdo de estabilizagdo, induzida por um aumento
intermediario na concentracdo de etanol. A terceira (C) € novamente uma
transicao de lise, induzida por um aumento mais expressivo na concentragao
de etanol. Estas trés transi¢cdes sao definidas por sigmodides e caracterizadas
respectivamente por seus pontos de meia-transicdo, quais sejam Dsor, Ssot €
Dsor.

Um modelo de transicdo de estados conformacionais morfoldgicos foi
proposto para explicar as diferentes transi¢cdes induzidas pelo etanol e é
mostrado na figura 2 [GOUVEA-E-SILVA, 2006; FINOTTI, 2006;
BERNARDINO-NETO, 2006, CUNHA, 2007; DE FREITAS REIS, 2007; CUNHA
et al., 2007; PENHA-SILVA et al., 2008].



13

O aumento inicial na concentracdo de etanol induz a lise dos eritrocitos
presentes na conformacao funcional expandida R, através da rota 1 (Figura 2)
e caracterizada pelo ponto de meia-transicdo sigmoidal Dsor (Figura 1). Um
aumento adicional na concentracdo de etanol induz uma transicido de
estabilizagdo, dada pela rota 2 (figura 2) e caracterizada pelo ponto de meia-
transicao Ssor (Figura 1), com a geragao de um estado conformacional tenso ou
apertado T. Os subseqlentes aumentos na concentragcdo de etanol induzem a
lise desse estado T, através da rota 3, caracterizada pelo ponto de meia
transicao Dsor [CUNHA et al., 2007; PENHA-SILVA et al., 2008].

No presente trabalho, foi estudada a influéncia da concentragcao de NaCl

do meio sobre os efeitos do etanol sobre a estabilidade de eritrécitos humanos.
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Figura 1. Efeito da incubagao por tempo fixo (30 min) de concentracdes

crescentes de etanol com eritrocitos humanos.
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MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras de sangue

Este trabalho foi previamente aprovado pelo Comité Institucional de
Etica em Pesquisa . Amostras de 4 mL de sangue foram colhidas em tubos de
coleta de sangue a vacuo contendo heparina sédica (Labor Import), de 6
voluntarias saudaveis jovens (22-28 anos), para evitar interferéncia de efeitos
de hemoglobinopatias e outras doencas [ASHTON, 2007; HARVEY, 1997;
LEPOCK et al.,, 1989; PALEK e LUX, 1983; PARAMAHASA, APARNA, e
VARADACHARYULU, 2002] bem como da idade [FIRMINO, 2007; PENHA-
SILVA et al., 2007]. No momento da coleta de sangue as voluntarias estavam
em jejum de 12 horas e abstinéncia do uso de bebida alcodlica por pelo menos
duas semanas, para evitar interferéncia do metabolismo do etanol [CHAN,
GODIN e SUTTER, 1983; LINDI, MONTORFANO e MARCIANI, 1998;
SENTHILKUMAR, SENGOTUVELAN e NALINI, 2004; TYULINA et al., 2000] e

da alcoolemia sobre os resultados.

Reagentes e equipamentos

Foi utilizado NaCl da marca CINETICA, com 99,5% de grau de pureza, o
qual foi devidamente corrigido durante o preparo das solugdes e alcool etilico,
PA, marca PROQUIMIOS. As medidas de volume foram realizadas em bureta
de vidro refratario e pipetas automaticas. As medidas de massa foram feitas
utilizando-se balancga digital da marca AND, modelo 870. As incubag¢des foram
feitas em banho-maria termostatizado, modelo MA 184, da marca MARCONI. A
centrifugacao foi feita em centrifuga da marca Excelsa Baby. As leituras de

absorbancia foram feitas em espectrofotdmetro Micronal modelo B-442.

Incubacéo de eritrocitos humanos em solucdes etandlicas de NaCl a 1,1;
0,9 e 0,5% m/v

Solugdes teste com concentragdes de 0 a 32% v/v de alcool etilico foram
preparadas em solugdes com NaCl a 1,1; 0,9 e 0,5% m/v.

Baterias de tubos de ensaio (Eppendorff®) em duplicata foram

preparadas com 1 mL da solugdo teste e 10 pL de sangue. Apds
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homogeneizagdo e incubagdo a 37 °C por 30 minutos os frascos foram
centrifugados por 10 minutos a 1.300xg e o sobrenadante foi analisado por

espectrofotometria visivel a 540 nm.

Determinacao das curvas de transicdo de lise dos eritrécitos

As dependéncias dos valores de absorbancia a 540 nm (Ass) com as
concentragbes de alcool etilico foram ajustadas para cada concentragdo de
NaCl usada, por linhas de regressdo sigmoidal, dadas pela equagdo de
Boltzmann,

Ar1-Ao
X—Xgo JJAX T

As40 = A2

1+e(

em que A; e A, representam os valores minimo e maximo de hemolise, X é a
concentracao de etanol, Xso representa o ponto de meia transicdo e dD ¢é a
amplitude da transigdo sigmoidal entre A; e A,. Para a transigdo de lise dos
eritrocitos pelo etanol, Xso caracterizou a concentragdo de etanol (Dsp) que
causou 50% de hemdlise. Para a transi¢cao de estabilizagao dos eritrocitos pelo
etanol, Xso caracterizou a concentragdo de etanol que causou 50% de

estabilizag&o (Sso) da populagéo de eritrocitos.

EdicOes de graficos e analises estatisticas

Os resultados foram inicialmente submetidos a um teste de normalidade
(Kolmogorov-Smirnov), com a utilizagdo do aplicativo GraphPad Prism 5.0 (San
Diego, CA, EUA).

As edi¢cdes de graficos e analises estatisticas foram realizadas com o
programa Origin 7.5 Professional (Microcal Inc. Massachusets, EUA).

Somente foram consideradas significantes as linhas de regressdo com p
menor que 0,05.

A comparagao dos valores de Dsp foi feita por analise de variancia
(ANOVA), com p<0,05 indicando diferenca estatisticamente significante entre

as médias.
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RESULTADOS

Os valores de cada parametro analisado mostraram um comportamento
normal segundo o teste de Kolmogorov-Smirnov (a=0,05).

Incubacgéo por tempo fixo (30 min) de amostras de sangue humano (10
ML), colhidas com heparina, em concentra¢des de etanol entre 0 e 25% v/v, na
presenca de NaCl a 0,5, 0,9 ou 1,1% m/v produziram os graficos Asso nm €m
funcdo da concentracdo de etanol apresentados nas Figura 3, 4 e 5,
respectivamente. Essas curvas mostram ajustes sigmoidais coletivos obtidos
para o conjunto de todos os dados experimentais em cada uma das
concentracdes salinas.

A partir de cada um dos experimentos individuais foram obtidos o ponto
médio (Dsp), @ amplitude (dD) e a altura (h) da curva de transigdo experimental.
Os valores obtidos desses parametros foram apresentados na Tabela 1. Entre
as diferentes concentragdes salinas utilizadas, houve diferenca
estatisticamente significante entre os valores de Dsp, mas ndo entre os valores
de dD e h (Tabela 1).

O valor médio de Dsp aumentou de 12,61 + 0,67% de etanol/100 mL de
salina a 0,5% para 14,29 + 0,81% de etanol/100 mL de salina a 0,9%, mas
voltou a diminuir para 13,97 + 0,30% de etanol/100 mL de salina a 1,1%
(Tabela 1). Essa tendéncia pode ser observada na Figura 6, onde também
foram inseridos os valores obtidos por Gouvéa-e-Silva [2006] a 0,6% m/v de
NaCl.

Incubagdo de amostras de sangue humano, como ja descrito
anteriomente, colhidas com heparina, em concentragdes de etanol entre 24 e
32%, na presenca de NaCl a 0,5, 0,9 ou 1,1% m/v produziram os graficos de
As40 nm €m fungdo da concentracao de etanol apresentados nas Figuras 7, 8 e
9, respectivamente.

Em cada experimento individual foram obtidos o ponto médio (Ssp), a
amplitude (dD) e a altura (h) da curva de transigcédo (Tabela 2). Houve diferenga
estatisticamente significante entre os valores de Ssp, mas nao entre os valores
de dD e h (Tabela 2), obtidos nas diferentes concentragdes salinas utilizadas.

O valor médio de Ssp diminuiu de 27,26 + 0,65 para 26,22 + 1,23 e 25,99

1+ 0,09% de etanol/100 mL de solugdo com o aumento na concentragdo de
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NaCl da solugao de 0,5 para 0,9 e 1,1% m/v, respectivamente (Tabela 2). Essa
tendéncia pode ser observada na Figura 10, onde também foram inseridos os

resultados obtidos por Gouvéa-e-Silva [2006] em solucédo de NaCl a 0,6% m/v.
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Figura 3. Lise de eritrécitos humanos em fungdo da concentracédo de etanol em
NaCl a 0,5% m/v e 37 °C.
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Tabela 1. Valores de D5y (média + desvio-padréo) e da amplitude (dD), dados
em % etanol/100 mL salina e da altura (h), dados em unidades de absorvancia
(AOD) obtidos para amostras de sangue humano coletadas na presenca de

heparina como anti-coagulante.

Parametro Salinaa 0,5% m/v Salinaa0,9% m/v Salinaa1,1% miv p
Dso 12,61 £ 0,67 14,29 £ 0,81 13,97 £ 0,30
(N =6) (N =6) (N =5)
dD 0,36 £ 0,25 0,48 +0,13 0,32 + 0,29
(N =6) (N =6) (N =5)
h 0,55+0,10 0,55 + 0,06 0,56 + 0,07
(N =16) (N =6) (N =25)

* p < 0,05 indicando diferencga estatisticamente significante entre as solugdes
salinas (ANOVA).
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Figura 6. Dependéncia de Ds, com a concentracédo de NaCl. A linha vermelha
representa a linha de regresséao polinomial, dada pela equagadoy = 6,28 +
17,30 x — 9,37 x* (r = 0,4912; N = 29; P = 0,000153).
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Tabela 2. Valores de Sso (média + desvio-padrdo) e da amplitude (dS), dados

em % etanol/100 mL salina e da altura (h), dados em unidades de absorvéancia

(AOD) obtidos para amostras de sangue humano coletadas na presenga de

heparina como anti-coagulante.

Salina 0,5% Salina 0,9% Salina 1,1% p*
Sso 27,26 0,65 26,22+1,23 25,99 £ 0,09 *
(N =6) (N =6) (N=05)
ds 0,54 £ 0,26 0,34 £ 0,37 0,13+0,15
(N =6) (N =6) (N=05)
h 0,39+ 0,09 0,37 £ 0,04 0,35+ 0,05
(N =6) (N =6) (N=5)

* p < 0,05 indicando diferenca estatisticamente significante entre as solugdes

salinas (ANOVA).
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27,450 — 25,996

X—0,8986)/0,008655 25,99

Asgp =
1+e(

onde X representa a concentragcao de NaCl.
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DISCUSSAO

O etanol, que é um alcanol, possui um grupo hidrofébico (CH3CHa-)
capaz de formar ligagbes de van de Waals com outros grupamentos
hidrofdbicos, conjuntamente com um grupamento hidrofilico (-OH), capaz de
formar ligacbes de hidrogénio com a agua e outros grupos hidrofilicos
[FONSECA, 1996]. Essa natureza anfifilica o habilita a misturar-se com a agua
e diminuir a constante dielétrica do meio, atenuando a intensidade da forga
hidrofébica. Assim, numa mistura de etanol e 4gua, ha uma diminuigdo da forga
que compele os grupos hidrofébicos de complexos biolégicos, como os
eritrécitos, a manterem-se escondidos do meio externo aquoso. Esse estimulo
caotropico também esta associado a capacidade do etanol em acomodar
melhor no solvente aqueles grupos hidrofdbicos que agora tendem a se expor
no meio externo, isto devido a interagdo com a cadeia alquilica do etanol por
meio de ligagcdes de van der Walls.

E seguramente este o cenario bioquimico que estd associado as
transi¢cdes de lise de eritrécitos humanos pelo etanol (Figuras 3, 4 e 5).

Por outro lado, a mistura de etanol com a agua também aumenta a
osmolaridade do meio, 0 que gera uma condigdo de natureza estabilizante,
associada a exclusdo de agua de complexos biolégicos como os eritrocitos
[PENHA-SILVA, 2008]. Essa acao € concomitante a acdo caotropica do etanol,
que em nenhum momento desaparece, com o aumento da acéo estabilizante
determinada pelo aumento na osmolaridade. Mas com o aumento na
osmolaridade, a acéo estabilizante do etanol vai superando a acéo caotropica,
fundamentada na diminuicdo da constante dielétrica do meio, até uma
concentracao critica.

Este é seguramente o cenario bioquimico que determina as transi¢cdes
de estabilizacao de eritrocitos pelo etanol (Figuras 7, 8 e 9).

Além daquela concentragdo critica, o aumento excessivo na
osmolaridade para exercer também uma ag¢ao caotrépica, como se pode ver na
curva C da Figura 1.

No presente trabalho, nés nos ocupamos apenas com as transi¢coes de
lise (A) e de estabilizacdo (B) dos eritrécitos (Figura 1) induzidas ambas pelo

aumento na concentracao de etanol.



30

A vulnerabilidade dos eritrécitos a lise por hipotonicidade ou por
hipertonicidade € amplamente conhecida na literatura.

Neste trabalho, nés investigamos o impacto da hipotonicidade (Figura 3
e 7) e da hipertonidade (Figuras 5 e 9) sobre os efeitos caotropicos (Figuras 3
e 5) e estabilizante do etanol sobre eritrécitos humanos (Figuras 7 e 9), em
relacdo aos efeitos caotrépico (Figura 4) e estabilizante (Figura 8) do etanol
em condi¢des isotdbnicas com o sangue.

Os efeitos aqui observados ndo podem ser atribuido a acdo de tampdes
nem a flutuacbes do pH do meio. Nossos experimentos foram todos
conduzidos na auséncia de tampao, para evitar a influéncia de sua
concentracdo sobre a osmolaridade do meio. Como utilizamos sempre
reagentes sem impurezas acido-basicas, ndo houve flutuagdes significativas de
pH em nenhuma das situagdes consideradas. Além disso, lise de eritrocitos em
funcdo do pH ocorre apenas nos extremos de pH [DE FREITAS et al., 2008].
Em condicbes de pH em torno da neutralidade ndo ha também alteragcdes
conformacionais de eritrocitos induzidas pela concentragdo hidrogeniénica
[YAO e ZHA, 2007].

Os efeitos aqui observados também ndo podem ser decorrentes do
metabolismo do etanol [CHAN, GODIN e SUTTER, 1983; LINDI,
MONTORFANO e MARCIANI, 1998; SENTHILKUMAR, SENGOTUVELAN e
NALINI, 2004; TYULINA et al., 2000] e sim da interacdo daquele soluto com o
meio e com os eritrécitos.

A sequéncia das Figuras 3, 4 e 5 mostra que tanto o meio hipoténico
quanto o meio hipertbnico favorecem a agao caotropica do etanol, em
condicbes de menor osmolaridade, uma vez que houve diferencas
estatisticamente significantes entre os valores de Dsopr obtidos nas trés
diferentes concentragées de NaCl utilizadas (Tabela 1). A influéncia do efeito
da tonicidade sobre a acdo caotrépica do etanol sobre eritrocitos humanos foi
mostrada na Figura 6, onde foram também inseridos valores de Dspr em NaCl
a 0,6% [GOUVEA-E-SILVA, 2006]. A melhor preservacdo da integridade de
membrana de eritrocitos em salina a 0,9% deve ser dependente dos efeitos
elétricos do soluto na manutengao de sua integridade e estabilidade [GOUVEA-
E-SILVA, 2006].
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Assim, condigbes isotdnicas de salinidade plasmaticas protegem os
eritrocitos e as outras células sanguineas contra a agao caotropica do etanol.
Este achado pode ter implicagdes de ordem fisiologica para o dia-a-dia das
pessoas. Individuos desidratados ou com concentragdes salinas elevadas em
seus plasmas devem ficar mais vulneraveis aos efeitos toxicos determinados
pela ingestao de etanol.

Para muito além de concentragcdes de etanol que possam ter algum
significado fisiologico, a estabilizacdo de eritrécitos pelo etanol também se
mostrou dependente da salinidade, porém de uma maneira um pouco diferente.
Os aumentos na concentragdo de NaCl produziram sempre uma diminuicdo
sequencial (Figuras 7, 8 e 9) nos valores de Ssor. Isso significa que o aumento
na tonicidade favoreceu sempre a estabilizacdo dos eritrécitos. Essa tendéncia
€ concordante com a estabilizacdo osmolar de eritrocitos pelo etanol,
fundamentada na compactagao de suas estruturas (Figura 2).

Como a dependéncia de Ssor com a concentragao de NaCl se ajustou
melhor a uma curva de decaimento sigmoidal (Figura 10), isso sugere que o
aumento na salinidade do meio estaria favorecendo de forma cooperativa a

transicao dos eritrocitos do estado R para o estado T.
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CONCLUSOES

A estabilidade das conformagdes existentes no estado relaxado ou
expandido (R) de eritrécitos humanos contra a agao caotrépica do etanol é
favorecida em condigdes de isotonicidade com o sangue. Tanto as condi¢bes
de hipotonicidade quanto de hipertonicidade favorecem a agao caotrdpica do
etanol sobre o estado R dos eritrocitos humanos. Ja o efeito osmoestabilizador
de eritrocitos pelo etanol é potencializado, provavelmente de forma cooperativa,

com o aumento da concentracao salina do meio.
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