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1- INTRODUCAO

A osmoestabilizacdo dos eritrécitos e de outras células é um procedimento conhecido por permitir sua
criopreservacao por longos periodos de tempo, tarefa esta que emprega pequenos solutos como glicerol, sorbitol,
trealose e dextrana (BOUTRON; ARNAUD, 1984; PELLERIN-MENDES et al., 1997; LANG et al., 1998; WAGNER
et al., 2002; SCOTT; LECAK; ACKER, 2005). Uma vez que a osmoestabilizacdo do eritrécito ocorre com
contracdo de volume e alteracdes morfolégicas que podem ser revertidas apos diluicdo do excesso de soluto
(PELLERIN-MENDES et al., 1997; LANG et al., 1998; De LOECKER et al., 1993; BAKALTCHEVA; ODEYALE;
SPARGO, 1996), isto indica a existéncia de um equilibrio entre dois (ou mais) estados morfolégicos, um estado
expandido ou relaxado (R), presente nas condi¢cGes naturais do sangue, e um estado condensado ou tenso (T),
presente em altas concentrac@es de osmdlitos.

Este trabalho estuda o efeito do etanol sobre os estados R e T de eritrécitos humanos.

2- MATERIAL E METODOS

As amostras de sangue (3 ml) foram coletadas, com seringas contendo heparina, da veia antecubital
direita de voluntarios humanos do género masculino (n=12, 20-28 anos), em jejum de 8 a 12 horas. O sangue
coletado foi distribuido em frascos de Eppendorf contendo solu¢es com 0 a 34 g/dl de etanol na presenca de 0,9
% de NaCl. Ap6s homogeinizacdo dos frascos, eles foram incubados a 37 °C por 30 minutos e, posteriormente,
centrifugados a 2000 rpm por 10 minutos. A ocorréncia de hemdlise nas diferentes concentra¢des de etanol foi
analisada pela deteccao espectrofotométrica (540 nm) da presenca de hemoglobina livre. As amostras de sangue
também foram preparadas em laminas histoldgicas para a visualizacdo dos estados dos eritrécitos humanos,
previamente tratados com o corante May-Griunwald-Giemsa, em microscépio Olympus (modelo BX40-F4)
acoplado a uma camera Olympus (modelo Oly-200).

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra a existéncia trés transicbes de hemolise em eritrécitos humanos em funcao da
concentracao de etanol entre 0 e 34 g.dl™.
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Figura 1: Dependéncia da percentagem de hemdlise do sangue humano com a concentracdo de etanol em 0,9%
de NaCl, mostrando 1) uma transicdo de desnaturacdo do estado R (Dg), entre 10 e 15 g/dl de etanol, 2) uma
transicdo de estabilizacdo do estado T (St), entre 20 e 25 g/dl de etanol, e 3) uma transicdo de desnaturacdo do
estado T (D7), entre 25 e 34 g/dl de etanol.
A concentrac@o de etanol do ponto médio da primeira transicdo (11,17 + 0,078 g/dl) representa a hemdlise do
estado R, que foi designada como Dg. A concentracdo de etanol do ponto médio da segunda transicdo (20,73 +
0,056 g.dl) representa a osmoestabilizagdo dos eritrécitos, foi denominada de St. Por fim, a concentracdo de
etanol para o terceiro ponto médio da transicdo hemolitica (27,20 + 0,097 g/dl) caracteriza a hemdlise do estado T,
designada de Dr.
Os estados R e T podem ser visualizados na Figura 2, onde podemos notar que no inicio da primeira transicéo os
eritrocitos estdo intactos e expandidos (Fig. 2A). Contudo, préximo ao ponto de transicdo da segunda para a
terceira transigao os eritrécitos apresentam-se contraidos (Fig. 2B).

AI:I

Figura 2. Imagens de microscopia de luz dos eritrocitos humanos em solugéo de 0,9 % de NaCl com 1,56 g/dl (A)
e 25,0 g/dl (B) de etanol. A barra de magnificacdo em cada micrografia representa 8 um.

4- CONCLUSAO

Concluimos que os eritrécitos foram visualizados em um estado intacto e expandido (R) em 1,56 g/dl de
etanol e em um estado contraido (T) em 25,0 g/dl de etanol, embora algumas estruturas tenham aparemdo
rompidas a esta concentracdo de etanol. Encontramos trés transi¢cdes sigmoidais na faixa de 0 a 34 g. dL? de
etanol a 0,9 % de NaCl, uma desnaturacdo (primeira transicdo), uma estabilizacdo (segunda transi¢édo) e outra
desnaturacéo (terceira transicao).
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