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1- INTRODUÇÃO 
 
 A osmoestabilização dos eritrócitos e de outras células é um procedimento conhecido por permitir sua 
criopreservação por longos períodos 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 osmoestabilização do eritrócito ocorre com 
contração de volume e alterações morfológicas que podem ser revertidas após diluição 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 existência de um equilíbrio entre dois (ou mais) estados morfológicos, um estado 
expandido ou relaxado (R), presente nas condições naturais do sangue, e um estado condensado ou tenso (T), 
presente em altas concentrações de osmólitos.  
 Este trabalho estuda o efeito do etanol sobre os estados R e T de eritrócitos humanos. 
 
2- MATERIAL E MÉTODOS 
  
 As amostras de sangue (3 ml) foram coletadas, com seringas contendo heparina, da veia antecubital 
direita de voluntários humanos do gênero masculino (n=12, 20-28 anos), em jejum de 8 a 12 horas. O sangue 
coletado foi distribuído em frascos de Eppendorf contendo soluções com 0 a 34 g/dl de etanol na presença de 0,9 
% de NaCl. Após homogeinização dos frascos, eles foram incubados a 37 oC por 30 minutos e, posteriormente, 
centrifugados a 2000 rpm por 10 minutos. A ocorrência de hemólise nas diferentes concentrações de etanol foi 
analisada pela detecção espectrofotométrica (540 nm) da presença de hemoglobina livre. As amostras de sangue 
também foram preparadas em lâminas histológicas para a visualização dos estados dos eritrócitos humanos, 
previamente tratados com o corante May-Grünwald-Giemsa, em microscópio Olympus (modelo BX40-F4) 
acoplado a uma câmera Olympus (modelo Oly-200). 
 
3- RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 A Figura 1 mostra a existência três transições de hemólise em eritrócitos humanos em função da 
concentração de etanol entre 0 e 34 g.dl-1. 
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Figura 1: Dependência da percentagem de hemólise do sangue humano com a concentração de etanol em 0,9% 
de NaCl, mostrando 1) uma transição de desnaturação do estado R (DR), entre 10 e 15 g/dl de etanol, 2) uma 
transição de estabilização do estado T (ST), entre 20 e 25 g/dl de etanol, e 3) uma transição de desnaturação do 
estado T (DT), entre 25 e 34 g/dl de etanol. 
A concentração de etanol do ponto médio da primeira transição (11,17 ± 0,078 g/dl) representa a hemólise do 
estado R, que foi designada como DR. A concentração de etanol do ponto médio da segunda transição (20,73 ± 
0,056 g.dl) representa a osmoestabilização dos eritrócitos, foi denominada de ST. Por fim, a concentração de 
etanol para o terceiro ponto médio da transição hemolítica (27,20 ± 0,097 g/dl) caracteriza a hemólise do estado T, 
designada de DT.  
Os estados R e T podem ser visualizados na Figura 2, onde podemos notar que no início da primeira transição os 
eritrócitos estão intactos e expandidos (Fig. 2A). Contudo, próximo ao ponto de transição da segunda para a 
terceira transição os eritrócitos apresentam-se contraídos (Fig. 2B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Figura 2. Imagens de microscopia de luz dos eritrócitos humanos em solução de 0,9 % de NaCl com 1,56 g/dl (A) 
e 25,0 g/dl (B) de etanol. A barra de magnificação em cada micrografia representa 8 µm. 
 
4- CONCLUSÃO 
  
 Concluímos que os eritrócitos foram visualizados em um estado intacto e expandido (R) em 1,56 g/dl de 
etanol e em um estado contraído (T) em 25,0 g/dl de etanol, embora algumas estruturas tenham aparecido 
rompidas a esta concentração de etanol. Encontramos três transições sigmoidais na faixa de 0 a 34 g.dL-1 de 
etanol a 0,9 % de NaCl, uma desnaturação (primeira transição), uma estabilização (segunda transição) e outra 
desnaturação (terceira transição). 
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