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APRESENTACAO

O conforto e 0 bem estar da humanidade sempre foram preocupacdes das
pessoas. Porém, o uso indiscriminado de produtos quimicos esta alterando o
ambiente e provocando sérios danos aos seres vivos e a saude humana.

Dentre esses produtos quimicos podemos destacar os defensivos agricolas
como o herbicida atrazina, que € muito usado em culturas de cana de acucar,
milho, sorgo, pinus, abacaxi dentre outras. O principio ativo desse herbicida &
pouco soluvel em &gua, dai a necessidade da formulacdo comercial ser
constituida por outros produtos que aumentem a sua solubilidade pelas células
vegetais, dentre eles os surfactantes, também conhecidos por detergentes.

No presente trabalho estudamos in vitro, os efeitos do herbicida atrazina e
do detergente duodecil sulfato de sodio sobre eritrocitos humanos. A formulagéo
comercial do herbicida testado é sigilosa e ndo descreve o detergente utilizado
para aumentar a sua solubilidade.

O capitulo 1 apresenta uma fundamentacédo tedrica sobre os efeitos do
herbicida atrazina no ambiente e em seres vivos. Esse capitulo também contém
uma revisdo sobre os efeitos do detergente duodecil sulfato de sodio em
pesquisas bioldgicas, além de uma revisdo sobre a estrutura e a estabilidade de
membranas bioldgicas usando os eritrocitos como células modelos.

O capitulo 2 apresenta o estudo da influéncia da concentracédo de albumina
sobre a estabilidade de membrana de eritr6citos humanos na presenca do
herbicida atrazina.

O capitulo 3 apresenta o estudo da influéncia da concentracédo de albumina
e da temperatura na lise de eritrécitos humanos pelo detergente duodecil sulfato

de sodio.



CAPITULO 1

FUNDAMENTACAO TEORICA



A ATRAZINA

A agricultura € a base de subsisténcia para a populagdo humana. A
producdo agricola sempre foi afetada pelo aparecimento de agressores como
ervas daninhas, insetos e patégenos. Desse modo, tornou-se necessario 0 uso de
defensivos contra essas pragas agricolas.

Apesar dos agrotoxicos elevarem a producdo agricola pelo aumento da
produtividade e da diminuicdo dos custos, esses produtos e seus metabdlitos
podem colocar em risco o0 ambiente e a saude humana [HAPEMAN et al., 2003].
Esses produtos tém sido encontrados como poluentes de aguas subterraneas
[FAVA et al., 2005] e superficiais [GAYNOR et al., 1992], nos solos [CRAVEN e
HOY, 2005] e na atmosfera [DUYZER, 2003].

O Brasil é, atualmente, um dos maiores consumidores de agrotdxicos do
mundo e as intoxicagbes por estas substancias estdo aumentando tanto entre os
trabalhadores rurais que as manipulam quanto entre pessoas que se contaminam
através dos alimentos.

Os herbicidas do grupo das triazinas compreendem cerca de 30% da
producdo mundial de agrotoxicos [CABRAL et al., 2003], dentre eles destaca-se o
herbicida atrazina, que tem sido muito utilizado nos ultimos 30 anos em todo o
mundo [ISLAM et al., 2002], principalmente nos Estados Unidos [BARR et al.,
2007], no Brasil e na Europa, onde seu uso ja foi proibido em alguns paises
[SASS e COLANGELO, 2006].

A atrazina, 1-cloro-3-etilamino-5-isopropilamino-2,4,6-triazine, € um
herbicida da classe toxicolégica IV, pouco toxico aos seres vivos segundo o valor
de DLsp, que é maior que 5000 mg/kg. Quanto ao potencial de periculosidade
ambiental (PPA), Portaria Normativa nimero 84 de 15 de outubro de 1996, que se
baseia nos parametros de bioacumulacao, persisténcia, transporte, toxicidade a
diversos organismos, potencial mutagénico, teratogénico e carcinogénico, €é
considerado muito perigoso ao ambiente, classe Il. Por esse motivo, o limite de
atrazina aceitavel na agua para consumo humano é de 2 pg/L segundo a Portaria
namero 518 de 25 de margo de 2004.

Esse herbicida é seletivo, de acao sistémica, usado no controle pré- e pos-

emergente de ervas daninhas nos cultivos de cana-de-agucar, milho, sorgo,
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abacaxi, pinus, dentre outros, e nas laterais de rodovias e estradas de ferro para o
combate de gramas e de ervas daninhas. Para se tornar ativa, a atrazina deve ser
dissolvida em agua e adjuvantes para ser absorvida pelas raizes e folhas
segundo o controle pré-emergente ou pés-emergente. No controle pré-emergente,
o herbicida é absorvido pelas radiculas e translocado pelo xilema para as folhas
ainda sob o solo. Assim que as folhas emergem e recebem a luz solar iniciam-se
as reacOes que irdo levar a planta daninha a morte. Se o controle pré-emergente
nao for suficiente, o herbicida é pulverizado diretamente nas folhas, onde penetra
rapidamente e atua por contato causando a morte do vegetal. A seletividade
desse herbicida pelas plantas cultivares ocorre devido as reacdes de
destoxificacdo, como a conjugacdo, desalogenacdo e desalquilacdo, que
metabolizam a atrazina em compostos que nao serdo danosos para aquelas
plantas [VIDAL, 1997]

A atrazina pertence ao grupo de herbicida C1 (inibidores do fotossistema
II), que compreende compostos que atuam na membrana do cloroplasto durante a
fase luminosa da fotossintese, mais especificamente no transporte de elétrons
[CHRISTOFFOLET et al.,, 2004]. Esse mecanismo ocorre porque o herbicida
atrazina bloqueia a atividade da quinona B na proteina D; nas membranas da
tilacoide no cloroplasto. A quinona B € um receptor de dois elétrons, que quando
encaixada no local apropriado em D; recebe dois elétrons da quinona A. Assim,
quinona B reduzida pode entéo transferir os elétrons para outros transportadores
até atingir o fotossistema |. Os herbicidas triazinas, como a atrazina também
conseguem se encaixar, a0 menos em parte, no mesmo local de ligacdo da
quinona, na proteina D; Assim, cessa 0 fluxo de elétrons no fotossistema I,
afetando as moléculas de clorofila, que continuam captando energia solar e
tornando clorofilas altamente energéticas, denominadas clorofilas tripletes. As
clorofilas tripletes podem reagir diretamente com os lipidios de membrana ou com
0 oxigénio formando radicais de oxigénio. Ambas as reacdes podem causar
lipoperoxidacdo, destruicdo da membrana celular e das organelas e morte do
vegetal [VIDAL, 1997]. Desse modo, as plantas tratadas com esse herbicida
apresentam clorose foliar, inibicdo do crescimento e morte [COUTINHO et al.,
2005].



A atrazina € um herbicida que possui baixa reatividade e solubilidade (33
mg/L), por isso é facilmente detectada no monitoramento de solos [MELI et al.,
1992], aguas subterraneas e aguas superficiais como rios, riachos e lagos
[NELSON et al. 2001]. Seus residuos e metabdlitos podem ser encontrados
nesses locais apos longo periodo de aplicacdo [MELI et al., 1992]. A meia-vida da
atrazina varia em fungdo das condi¢cbes ambientais e das caracteristicas do solo.
Segundo Gaynor e colaboradores [1992], o tempo de meia vida varia de 20 a
mais de 100 dias, sendo a degradacdo desse composto realizada por
microrganismos. Muitos produtos de degradacdo desse herbicida sao
encontrados em frutas e vegetais [TORRES et al., 1996].

Muitos estudos tém sido realizados com o intuito de verificar os possiveis
danos da atrazina e de seus residuos em seres humanos e em outros animais.

Estudos em seres humanos mostraram que a atrazina € um potente
interruptor enddcrino que aumenta a expressdo da enzima aromatase em alguns
tipos de cancer. Esse mecanismo esta envolvido com a inibicdo da enzima
fosfodiesterase pela atrazina ndo havendo degradacdo de cAMP. O aumento nos
niveis de cAMP ativa a expressdao da enzima aromatase, que age como
mediadora da aromatizacdo de andrégenos em estrégenos, aumentando assim a
producdo de estrogénio [FAN et al., 2007]. A atrazina também foi associada a um
aumento de 8,4 vezes o0s riscos de cancer de prostata em homens que
trabalhavam com esse herbicida em San Gabriel, Louisiana, EUA [MACLENNAN
et al. 2002; SASS, 2003].

A exposicdo oral aguda (14 dias ou menos) em animais experimentais
produziu alteracbes imunoldgicas, enddcrinas, reprodutivas e prejuizo ao seu
desenvolvimento [BABIC-GOMERAC et al., 1989; COOPER et al., 2000;
CUMMINGS et al., 2000; FRIEDMANN, 2002; INFURNA et al., 1988; NAROTSKY
et al., 2001; RAYNER et al., 2004; RAYNER et al., 2005; ROONEY et al., 2003;
ROWE et al., 2006; SIMIC et al., 1994; STOKER et al., 1999].

A exposicdo oral intermediaria (15 a 365 dias) e cronica em animais
também produziu altera¢cdes imunoldgicas, endocrinas, reprodutivas, prejuizo ao
seu desenvolvimento, além de mudancgas em varios outros sistemas [CANTEMIR
et al., 1997; COOPER et al., 1996; COOPER et al., 2000; CURIC et al., 1999;
DESI, 1983; ELDRIGDE et al.,, 1994; FRIEDMANN, 2002; GOJMERAC et al.,
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1996; LAWS et al., 2000; PINTER et al., 1990; STOKER et al., 2000;
TRENTACOSTE et al., 2001; VOS e KRAJINC, 1983; WETZEL et al., 1994].

O DUODECIL SULFATO DE SODIO

O duodecil sulfato de sodio (SDS) é um detergente anidnico cuja férmula é:
CH3-(CH)1:0S0Os'Na’. As principais caracteristicas fisicas desse composto s&o:
massa molar de 288,38 g/mol; densidade de 1,1 g/cm*a 20 °C; ponto de fusao de
204-207 °C; ponto de ebulicdo de 380 °C e solubilidade em agua de 250 g/L a 20
°C.

O SDS tem ampla utilizacdo em pesquisas cientificas que envolvem o
estudo de diversos processos bioquimicos, tais como: desnaturacéo de proteinas
[TANFORD, 1968; MOOSAVI-MOVAHEDI, 2005; LIU et al., 2007], extracdo de
proteinas [BRENNER et al., 1995; SEDON et al., 2004], formulacéo de géis (SDS-
PAGE) para a realizacao de eletroforese de proteinas [WEBER e OSBORN, 1969;
ZHANG et al., 2005], além da solubilizagdo de membranas biolégicas [HELENIUS
e SIMONS, 1975].

Esse detergente e também varios outros tém sido muito estudados na
interacdo de membranas, principalmente as membranas de eritrocitos
[BIELAWISKI, 1990, RODI et al., 2008; SANCHEZ et al, 2007; VIVES et al., 1999].
Essas moléculas podem se ligar as membranas e afetar as suas propriedades.

Muitos mecanismos de lise de eritrdcitos ainda ndo sdo bem compreendidos.
A inducdo de hemdlise por surfactantes depende de muitos parametros: tipo de
surfactante [ISOMAA, 1979], concentracbes do surfactante e dos eritrocitos
[SHALEL et al., 2002a], componentes e for¢a ionica da solugdo [SHALEL et al.,
2002b]. A hemodlise induzida por surfactantes pode ser explicada por dois
mecanismos: lise osmotica e solubilizagdo da membrana [BIELAWISKI, 1990;
ISOMAA, 1979; MAHER e SINGER, 1984; SHALEL et al.,, 20002b]. Em altas
concentracfes de surfactante, acima da concentracdo micelar critica, predomina o
mecanismo de solubilizagdo com a formagdo de micelas mistas contendo
surfactantes e componentes da membrana [JONES, 1999]. O mecanismo de lise
osmoética ocorre quando as concentracfes de surfactantes sédo baixas. Nesse

processo, as moléculas de surfactantes se intercalam na membrana. A



permeabilidade da membrana é alterada, permitindo assim, a entrada de agua e
lise do eritrocito [BIELAWISKI, 1990; ISOMAA, 1979]. Acredita-se que pelo
mecanismo osmotico, a taxa de hemolise seja lenta e pelo mecanismo de
solubilizacéo, seja rapida [RIDEAL e TAYLOR, 1958].

O mecanismo predominante de hemdlise por SDS é o de solubilizagdo. Nos
eritrécitos, h4 uma predominancia de carga negativa na face externa da
membrana plasmatica devido a presenca da glicoproteina Glicoforina A. Em
solucéo salina, ha uma reducéo das cargas negativas da superficie da membrana
que favorece a agregacdo das moléculas de SDS. Desse modo, o efeito da
hemolise deixa de ser osmoético e torna-se um efeito de solubilizacdo [SHALEL et
al., 2002b].

AS MEMBRANAS BIOLOGICAS

Todas as células, sejam elas procaridticas ou eucariéticas (animais e
vegetais), possuem uma estrutura delimitante denominada de membrana
plasmatica [CAMPBELL, 2000].

As células eucaribticas também possuem seu interior compartimentalizado
por membranas, as quais delimitam as organelas. E devida a
compartimentalizacdo de ambientes celulares ou intracelulares que ocorrem as
diversas rea¢fes bioquimicas que mantém as fungbes celulares normais e o
organismo em harmonia [LODISH et al., 2003; ALBERTS et al., 2008].

Segundo o modelo do mosaico fluido [SINGER e NICOLSON, 1972], as
membranas plasmaticas sdo estruturas constituidas por uma bicamada lipidica
onde estdo inseridas muitas proteinas.

Os lipidios das membranas sdo moléculas anfipaticas e estdo dispostos em
dupla camada, sendo que as porc¢des polares dos lipidios ficam expostas para o
meio aquoso, seja 0 meio citoplasmatico ou 0 meio extracelular; ja que as porcdes
apolares dos lipidios se dirigem umas para as outras no interior da bicamada
[SINGER e NICOLSON, 1972; BOON e SMITH, 2002]. Os lipidios que constituem

a membrana sao fosfolipidios, esfingolipidios e esterois [CASCIO, 2005].



Quanto maior a quantidade de esterdis, menor é a fluidez e maior € a rigidez
da membrana devido ao nuacleo rigido do anel esteréide, o qual diminui a
liberdade de rotacdo das ligacdes carbono-carbono [MURRAY e GRANNER,
2002].

Além dos esteréis, a relacdo entre as concentracdes de acidos graxos
saturados e insaturados nos fosfolipideos também influencia na fluidez e rigidez
da membrana plasmatica. Quanto maior a concentracdo de acidos graxos
saturados, maior € a rigidez e menor € a fluidez da membrana devido as
interagBes de van der Waals entre as cadeias alinhadas das caudas hidrofébicas
dos fosfolipidios. Por sua vez, uma concentracdo maior de &cidos graxos
insaturados cis-configurados diminui a rigidez e aumenta a fluidez da membrana
[MURRAY e GRANNER, 2002].

A temperatura também € um fator que influencia a fluidez ou a rigidez das
membranas bioldgicas. Em temperaturas baixas, ocorre pouca movimentacdo dos
lipidios, configurando uma forma paracristalina da membrana [NELSON e COX,
2008].

O anel esterdide tende a controlar o grau de fluidez das membranas de
acordo com a temperatura. Em baixas temperaturas, o anel esterdide previne o
empacotamento ordenado dos lipidios aumentando assim a fluidez da membrana.
Mas acima da temperatura de transicdo térmica solido-liquido, o anel esteréide
atua de forma a reduzir a fluidez diminuindo a liberdade de rotacdo das ligacdes
carbono-carbono dos &cidos graxos. Dessa forma, os esterbis possuem a
capacidade de influenciar a fluidez e a rigidez das membranas [NELSON e COX,
2008].

As proteinas da membrana plasmatica se dispdem de duas formas:
mergulhadas na bicamada (proteinas intrinsecas) ou associadas a superficie
interna ou externa da bicamada (proteinas extrinsecas) [LAGUE et al., 2001].

As membranas plasmaticas séo estruturas assimétricas, pois as duas
monocamadas ndo possuem a mesma composicdo de lipidios, glicidios e
proteinas [DI et al., 2006]. Os glicidios encontram-se na face externa associados
a proteinas (glicoproteinas) e a lipidios (glicolipidios) [ROBERTSON, 1957;
ROBERTSON, 1960].



As membranas sao estruturas semipermedaveis, pois desempenham
funcBes de transporte de moléculas lipossoluveis e agua [AGRE, 2006], de ions,
através de canais especificos [GODBERG et al., 2004], e de gases como 0
oxigénio e o gas carbdnico [WANG et al., 2007].

Além de transporte, as membranas possuem as funcdes de catalise,
recepcgéao e transmisséo de sinais [CAMPBELL, 2000].

Outras caracteristicas importantes das membranas sdo a continuidade e a
resisténcia a tracdo [CAMPBELL, 2000]. A continuidade reside no fato de estas
estruturas nunca apresentarem bordas livres ou descontinuidades. A resisténcia a
tracdo ocorre devido as interagcbes de van der Waals entre as caudas dos
fosfolipidios entre si e entre essas caudas e as proteinas constituintes da
membrana [CAMPBELL, 2000].

A ESTABILIDADE DE ERITROCITOS

A estabilidade osmdtica de eritrécitos € um teste bem estabelecido, eficaz e
de baixo custo [CUNHA et al., 2007; DE FREITAS et al., 2008; PENHA-SILVA et
al., 2007; PENHA-SILVA et al., 2008; DE FREITAS et al., 2010].

Esse teste avalia a concentracdo necessaria de um determinado agente
para causar 50% de lise dos eritrocitos em uma determinada solucdo a uma
determinada temperatura. Para realizar esse calculo sdo construidos gréaficos dos
valores de absorvancia obtidos pela leitura da hemoglobina liberada durante a lise
dos eritrécitos em funcéo das concentracdes do agente que promove essa lise.

Os gréficos sao ajustados a equacao de Boltzmann, cuja férmula é:

Pewo = 1+2(1D—|3A2)/do+ A (1.0),

onde A; e A, sdo 0s respectivos valores das leituras da absorvancia minima e

méxima da lise dos eritrocitos, D é a concentracdo do agente, Ds; € a

concentracdo do agente que causa 50% de hemolise, dD € a variagcdo da
concentracdo do agente na transicdo sigmoidal entre A; e A..

A escolha de eritrécitos como modelo de membranas bioldgicas é devido a

facilidade de obtencdo e manipulacdo dessas células. O rompimento de suas
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membranas pode ser monitorado pela leitura da absorvancia da hemoglobina
liberada em um comprimento de onda fixo que pode ser 540 nm.

Desse modo, o teste de estabilidade osmotica de eritrocitos € um teste de
baixo custo, pois ndo € necessaria a utilizacdo de kits dispendiosos, porém é

bastante confiavel.
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RESUMO

INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE ALBUMINA SOBRE A ESTABILIDADE
DE MEMBRANA DE ERITROCITOS HUMANOS NA PRESENCA DO HERBICIDA
ATRAZINA

Este trabalho avaliou a influéncia in vitro da albumina sobre a estabilidade
de eritrécitos humanos na presenca da preparacdo comercial do herbicida
atrazina. As curvas de natureza sigmoidal observadas para a dependéncia entre
os valores de absorvancia a 540 nm e os valores da concentragéo de atrazina, em
solucdo de NaCl a 9 g/L, foram caracterizadas pelo ponto intermediario (Dsp) €
pela amplitude da transicdo (dD). A incorporacdo de 1 g/L de albumina sérica
bovina (BSA) deslocou a curva de transi¢do da lise dos eritrocitos humanos para
a direita, com o aumento em Dsp € dD. Acima de 25 g/L de BSA, a curva de
transicdo de lise perdeu sua natureza sigmoidal e assumiu uma dependéncia
linear com o aumento na concentracdo de atrazina. Avaliagdes por microscopia
de luz mostraram que a incorporagdo da BSA foi também associada a formacgéo
de um precipitado cristalino que é, provavelmente, a atrazina. Os sitios de ligacéo
hidrofébicos da albumina s&o certamente responsaveis pelo efeito de protecdo
desta proteina, com a remoc¢ao do detergente usado na formulacéo do produto e
a atenuacao da natureza cooperativa da hemdlise. No entanto, mesmo com a
suplementacdo de albumina, uma transicao linear de hemdlise também ocorreu

com o aumento da concentracao de atrazina.

Palavras-chave: Albumina, Atrazina, Eritrocitos, Estabilidade de membrana
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ABSTRACT

INFLUENCE OF THE ALBUMIN CONCENTRATION ON THE STABILITY OF
MEMBRANES OF HUMAN ERYTHROCYTES AGAINST THE HERBICIDE
ATRAZINE

This work evaluated the in vitro influence of albumin on the stability of
human erythrocytes against the herbicide atrazine present in a commercially
available preparation. The sigmoidally shaped curves, observed for the
dependence between absorbance at 540 nm and the atrazine concentration in 9
g/L NaCl solution, were characterized by the midpoint (Dsp) and amplitude of the
transition (dD). Incorporation of 1 g/L bovine serum albumin (BSA) shifted the lysis
transition of human erythrocytes to the right, with increases in Dsp and dD. Above
25 g/L BSA, the lysis transition lost its sigmoidally-shaped nature and assumed a
linear dependence with increase in the atrazine concentration. Light microscopy
evaluations showed that incorporation of BSA was also associated to formation of
a crystalline precipitate that is probably atrazine. The hydrophobic binding sites of
albumin are surely responsible for the protective effect of this protein, with removal
of the detergent used in the formulation of the product and attenuation of the
cooperative nature of hemolysis. However, even with supplementation of albumin,
a linear transition of hemolysis also occurs with increasing concentration of

atrazine.

Key Words: Albumin, Atrazine, Erythrocytes, Membrane stability
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INTRODUCAO

A atrazina, 1-cloro-3-etilamino-5-isopropilamino-2,4,6-triazine, € um
herbicida seletivo do grupo quimico das triazinas, que tem sido muito utilizado nos
Estados Unidos nos ultimos 30 anos, mas ndo em muitos paises europeus, onde
sua utilizacao foi proibida [ISLAM et al., 2002].

Devido a sua ampla utilizacdo e baixa reatividade e solubilidade [MELI et
al., 1992], a atrazina é facilmente detectada no solo e em depdsitos de agua
subterraneas e superficiais. A meia-vida da atrazina varia de 20 a cerca de 100
dias, e seus residuos e metabolitos podem ser encontrados por longos periodos
apos sua aplicacdo [GAYNOR et al., 1992]

Muitos estudos tém sido realizados com o objetivo de investigar os
possiveis danos que a atrazina e seus residuos podem apresentar nos seres
humanos e em outros animais. A atrazina € lipofilica, tem uma baixa massa molar
e pode ser passivamente difundido atravées das membranas biologicas
[BREITZKA et al., 1997], sendo rapidamente absorvida pelo trato gastrointestinal
e distribuido para o figado, rins e outros tecidos [DONNA et al.,1989] trés horas
apos a ingestao oral [STOKER e COOPER, 2007]. No cérebro, a atrazina e seus
metabdlitos atingem um valor méximo dois dias ap0s a exposi¢do, sendo
lentamente eliminada [COBAN e FILIPOV, 2007]. No figado, a atrazina €
convertida pelo citocromo P4s0 em trés compostos: 2-cloro-4-etilamino-6-amino-
1,3,5-triazina; 2-cloro-4-amino-6-isopropilamino-1,3,5-triazina e diamino-cloro-
triazina [HANIOKA et al., 1999].

A toxicidade oral da atrazina, tanto aguda como cronica, foi estudada em
diversos trabalhos. Em ambas as situacdes, os principais alvos da toxicidade
desse composto foram os sistemas enddécrino e reprodutivo [WETZEL et al.,
1994].

Em animais de laboratério, breve exposicdo oral (14 dias ou menos)
produziu efeitos enddcrinos, reprodutivos e no desenvolvimento [BABIC-
GOJMERAC et al.,, 1989; COOPER et al.,, 2000; CUMMINGS et al., 2000;
FRIEDMANN et al.,, 2002; INFURNA, et al., 1988; NAROTSKY et al., 2001;
PODDA et al., 1997; RAYNER et al., 2004; ROWE et al., 2006; SIMIC et al., 1994;
STOKER et al., 1999]. J4 a exposicdo oral intermediaria (15 a 365 dias) em
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animais de laboratério resultou em efeitos reprodutivos, imunolégicos e varios
outros efeitos sistémicos [CANTEMIR et al., 1997; COOPER et al., 1996
COOPER et al., 2000; DESI et al., 1983; ELDRIDGE et al., 1994; FRIEDMANN et
al., 2002; GOJMERAC et al., 1996; LAWS et al., 2000; TRENTACOSTE et al.,
2001; WETZEL et al., 1994]. Em humanos, os efeitos da atrazina incluem o risco
de inducédo de cancer [FAN et al., 2007; MACLENNAN et al., 2002].

Os efeitos agudos da atrazina certamente compreendem a interacdo com
elementos do sangue como os eritrécitos. Mas poucos estudos sobre a toxicidade
de atrazina tém considerado os seus efeitos sobre os eritrocitos, embora estas
células tenham sido utilizadas em estudos sobre os efeitos nocivos de pesticidas
[BARAKAT, 2005; BHALLA e AGRAWAL, 1998; METWALLY e FAWZY, 2002;
NARENDRA et al., 2007; NASUTI et al., 2003;]. Os glébulos vermelhos sdo bons
modelos para avaliar o comportamento geral das membranas biolégicas devido a
facilidade no monitoramento da ruptura da membrana, que est4 associada a
liberacdo de hemoglobina [CUNHA et al., 2007; DE FREITAS et al.,, 2008;
PENHA-SILVA et al., 2007; PENHA-SILVA, et al., 2008]. A influéncia de um
xenobibtico sobre as células do sangue pode ser afetada pela albumina, que esta
presente no sangue em uma alta concentragdo comparada a outros solutos;
variando de 35 a 55 g/L. A albumina participa da ligacao e transporte de bilirrubina
nao-conjugada e de acidos graxos no sangue [MURRAY e GRANNER, 2002]. A
albumina também se liga a muitas drogas e pesticidas [KANDAGAL et al., 2006].

A associacdo de algum componente do pesticida a albumina poderia
interferir em sua acdo nas membranas celulares. Para testar esta hipodtese,
analisamos o efeito da concentracdo de albumina na estabilidade de eritrocitos
humanos em presenca de uma preparacdo comercialmente disponivel de

atrazina.
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MATERIAL E METODOS

A execucédo do presente trabalho foi previamente aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Uberlandia. Os experimentos

foram realizados mediante esclarecimento e consentimento dos voluntarios.

2.1. Coletas de amostra de sangue

As amostras de sangue (3 mL) foram coletadas em 8 voluntarios do sexo
masculino (com idade variando entre 20 e 25 anos, saudaveis, ndo fumantes, ndo
usuarios de drogas de abuso e, especialmente, ndo consumidores regulares de
bebidas alcodlicas), por puncdo venosa apos jejum noturno de 8 a 12 horas.
Amostras de sangue foram coletadas em tubos com 50 pL de heparina em

ambiente a vacuo (Vacutainer, Becton Dickinson, Juiz de Fora, MG, Brasil).

2.2. Reagentes e equipamentos

O NacCl utilizado (Synth, Sdo Paulo, SP, Brasil), tinha um grau de pureza de
99,5%, o que foi devidamente corrigido na preparacdo das solugdes. A albumina
sérica bovina (BSA) utilizada (Sigma, Saint Louis, MO, EUA) tinha 98% de pureza.
A atrazina utilizada estava presente no produto comercial Gesaprim 500 (Ciba-
Geigy). As determinacbes de volume foram realizadas com buretas de vidro
refratario ou pipetas automaticas (Labsystems, Helsinki, Finlandia). As pesagens
dos reagentes foram feitas em uma balanca digital (AND, Japao). As incubacdes
foram feitas em banho de agua refrigerada (Marconi, Piracicaba, SP, Brasil). As
centrifugacdes foram feitas em uma centrifuga Hitachi Koki modelo CF15RX I
(Hitachinaka, Japao). As leituras de absorvancia foram feitas em

espectrofotometro digital (modelo UV-1650PC, Shimadzu, Kyoto, Japéo).

2.3. Determinacéao da estabilidade de eritrocitos na presenca de atrazina

Um conjunto de solucdes de atrazina nas concentracdes entre 0 e 1,5 g/L
em solugéo salina (9 g/L de NaCl) foi preparado para analisar a estabilidade dos
eritrocitos sem adicéo de albumina. A influéncia da concentragédo de albumina (O,
1, 25, 50 e 75 g/L) foi analisada usando solucdes de atrazina nas concentracoes
entre 0 e 4,5 g/L, todas em NaCl a 9 g/L.
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Baterias de tubos de ensaio (Eppendorf, Brasil) foram preparadas em
duplicata, com 1 mL da solucéo teste e pré-incubadas a 37 °C por 10 minutos.
Depois de adicionar 10 pL de sangue, a solucdo foi homogeneizada e incubada a
37 °C durante 30 minutos. ApoOs centrifugacdo por 10 minutos a 2000 x g, O

sobrenadante foi separado e analisado por espectrofotometria visivel em 540 nm.

2.4. Determinacéao de curvas de hemolise

A dependéncia dos valores de absorvancia em 540 nm (Assq) CcOm a
concentracéo de atrazina foi ajustada por uma linha de regresséo sigmoidal, dada
pela equacédo de Boltzmann,

Asy = %Jr A (2.2),
em que A; e A, representam os valores minimo e maximo de hemolise, D é a
concentracdo de atrazina, Dsy representa a concentracdo de atrazina que
promove 50% de hemdlise e dD € a variacdo da concentracdo de atrazina na

transicdo sigmoidal entre A; e A..

2.5. Anédlise de eritrocitos por microscopia de luz

Os precipitados das fragbes dos experimentos descritos na Secéo 2.3 (10
pL) foram transferidos para laminas de microscopio, cobertos com laminulas na
auséncia de coloracéo, e analisados por microscopia de luz com aumento de 40x.
As imagens foram registradas por uma camera digital e capturadas por um

computador acoplado ao sistema de analise de imagem.

2.6. Edicado de gréaficos e analises estatisticas
Os calculos e as andlises estatisticas foram feitas com utilizacdo do
programa ORIGINPRO 8.0 (Microcal, Northampton, MA, EUA). As linhas de

regressao foram consideradas significantes quando P foi menor que 0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Curvas de hemdlise de natureza sigmoidal foram obtidas em funcédo da
concentracdo de atrazina sem adicdo de albumina além daquela presente na
amostra de sangue (0,010 mL) e dentro de nossas condi¢gbes experimentais (1,0
mL de solucdo contendo O a 1,5 g de atrazina/L de salina; incubagdo em tempo
fixo de 30 minutos). Um processo cooperativo, monitorado pela liberacdo de
hemoglobina, ocorreu em uma estreita faixa de concentracéo do herbicida (Figura
2.1).

A atrazina é um composto hidrofébico, com um baixo limite de solubilidade
em agua (33 mg/L). A preparacao comercial do pesticida utilizado neste trabalho
contém atrazina em uma concentracdo (500 g/L) que € 15.152 vezes superior ao
seu limite de solubilidade, certamente devido a presenca de um detergente na
formulagcdo do produto. O transporte desse herbicida no sistema sanguineo
depende da albumina sérica, que tem uma fraca afinidade de ligacdo pela
atrazina [PURCELL et al.,, 2001], mas uma alta afinidade de ligacdo para
detergentes anidnicos alifaticos como o duodecanoato e o duodecil sulfato de
sédio [KRAGH-HANSEN et al., 2001]. Portanto, a concentracdo de albumina deve
ser um fator importante no sistema.

A incorporacédo de 1 g/L de albumina sérica bovina (BSA) deslocou a curva
de lise dos eritrocitos humanos para a direita, com um aumento no ponto médio
(Dso) e amplitude (dD) da transicdo (Figura 2.2). Com o novo aumento da
concentracdo de proteina (acima de 25 g/L), a transicdo de lise perdeu sua
natureza sigmoidal e assumiu um comportamento linear em funcdo do aumento
na concentracdo de atrazina. Esse comportamento ndo é devido ao uso de BSA
em vez de albumina sérica humana (HAS), uma vez que estas proteinas diferem
apenas em alguns residuos de aminoacidos e tém estruturas tridimensionais
bastante semelhantes [CARTER et al., 1989]. Esse comportamento também né&o
€ devido a ocorréncia de alteracdes espectrais associadas a interacao da atrazina
com a albumina, desde que esta combinagdo produziu somente variacdes
discretas na absorvancia em 540 nm (Figura 2.3).

Este efeito € provavelmente devido a capacidade de ligacdo da albumina

ao componente do herbicida responsavel pela aceleracdo cooperativa da lise,
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protegendo os eritrocitos dos efeitos liticos desse composto, embora a hemolise
ainda ocorra com 0 aumento na concentragcdo de atrazina. Desde que o0s
detergentes séo tipicos caotropicos de membrana e agem por um mecanismo
cooperativo [HELENIUS e SIMONS, 1975; SHALEL et al., 2002], € muito razoavel
admitir que a transicdo cooperativa de lise promovida pelo aumento da
concentracéo do herbicida € conseqlente a acdo do detergente necessariamente
presente na formulacdo do produto. O aumento da concentracdo de detergente
altera progressivamente as propriedades do solvente até um ponto em que ha
uma fuga macica de lipidios a partir do espaco interno da membrana para a
solucdo de caotrépicos. A perda da natureza cooperativa do processo devido ao
aumento na concentracdo de albumina € uma consequéncia da ligacdo do
detergente por esta proteina.

Uma vez que o limite de solubilidade da atrazina é pequeno, o sequiestro do
detergente pela albumina estaria associado a precipitacado do herbicida. De fato, a
presenca de um precipitado cristalino foi observada com aumento nas
concentracfes de atrazina e albumina (Figura 2.4). A Figura 2.4 apresenta um
painel com imagens de microscopia Optica de eritrocitos humanos em solugdes
salinas com atrazina e/ou BSA. As séries A e B referem-se a concentracdo de
BSA de 0 e 75 g/L, respectivamente. Os indices 1 e 2 referem-se a atrazina em
concentracfes de 0 e 1,5 g/L, respectivamente. Na auséncia do herbicida (série
A), os eritrocitos apareceram como células integras. Na auséncia de BSA, as
hemécias foram rompidas pela preparacdo de atrazina na concentracdo de 1,5
g/L (Figura 2.4A2), o que esta de acordo com os resultados revelados por
espectrofotometria, pois a concentracdo que causou 50% de hemolise foi em
torno de 0,81 g/L de atrazina na auséncia de BSA (Figura 2.2). A incorporacéo de
BSA na solugéo (Figura 2.4B1) mostrou um efeito protetor, com células integras
aparecendo mesmo em 1,5 g/L de atrazina em solugbes com 75 g/L de BSA
(Figura 2.4B2). A presenca de BSA também estd associada a formacédo de

cristais que sao, provavelmente, de atrazina (Figura 2.4B2).

No entanto, a atrazina por si s6 tem uma ac¢do litica sobre eritrocitos de
ratos [SINGH et al., 2008]. A manifestacdo desta acao "in vivo" foi atribuida ao
aumento do estresse oxidativo, com a promocéao da lipoperoxidacdo (LPO) dos

componentes da membrana e diminuicdo do teor de fosfolipidios de membrana e
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colesterol [SINGH et al.,, 2008]. Realmente, a interacdo da hemoglobina com
xenobidticos redox é uma fonte de radicais livres que poderiam causar
lipoperoxidacao e lise de eritrécitos [CLEMENS et al., 1984; FRENCH et al., 1978;
JOHN et al., 2001]. E possivel que tal mecanismo oxidativo esteja também
operando in vitro, porém a atrazina também pode estar agindo por outros

mecanismos.
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Figura 2.1: Curva modelo apresentada para a dependéncia da hemolise com a
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Bl B2

Figura 2.4: Fotomicrografias dos efeitos da atrazina e de BSA em eritrécitos
humanos revelada por microscopia Optica utilizando a objetiva de 40x. Na
auséncia de atrazina e BSA ndo ha hemdlise (Al). A incorporacéao de 1,5 g/L de
atrazina produziu lise completa dos eritrocitos na auséncia de BSA (A2). Na
presenca de 75 g/L de albumina e auséncia do herbicida, os eritrocitos
apareceram como células discoides (B1). Na presenca de 75 g/L de BSA e 1,5
g/L de atrazina (B2) houve protecdo contra lise e formagcdo de um precipitado

cristalino que é, provavelmente, atrazina.
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CONCLUSOES

Concentra¢cBes de albumina dentro dos niveis fisiologicos dessa proteina
Nno soro sdo capazes de atenuar 0 aumento cooperativo na hemolise promovida
pela preparacdo comercial de atrazina in vitro, o que provavelmente ocorre pela
remocado do detergente utilizado neste produto pela BSA. No entanto, um
aumento linear de hemdlise ainda ocorre com o aumento da concentracdo de

atrazina.
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CAPITULO 3

INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE ALBUMINA E DA TEMPERATURA NA
LISE DE ERITROCITOS HUMANOS PELO DETERGENTE DUODECIL
SULFATO DE SODIO
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RESUMO

INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE ALBUMINA E DA TEMPERATURA NA
LISE DE ERITROCITOS HUMANOS PELO DETERGENTE DUODECIL
SULFATO DE SODIO

A estabilidade de eritrécitos humanos contra duodecil sulfato de sodio
(SDS) foi avaliada por espectrofotometria na presenca de diferentes
concentracbes de albumina bovina sérica (BSA) e em diferentes temperaturas
(27-45 °C). A absorvancia em 540 nm (Assq) foi correlacionada com a
concentracdo de SDS por regressdo sigmoidal, com base na equacao de
Boltzmann. A estabilidade de eritrocitos foi caracterizada pela concentracdo de
SDS que promoveu 50% de hemolise (Dsg). O aumento progressivo da
concentracdo de albumina promoveu um aumento em Dsg. As concentragcdes de
BSA que protegeram contra a lise de eritrocitos nao tiveram suas caracteristicas
espectrais alteradas. O efeito protetor da BSA contra a hemolise por SDS foi
atribuido a ligacdo do surfactante aos sitios de ligagdo hidrofébicos desta
proteina. Os valores de Dso diminuiram sigmoidalmente com o aumento da
temperatura. Esta tendéncia, que nao foi explicada por mudancas nas
propriedades espectrais da hemoglobina, pode ser o resultado de

heterogeneidade na populacdo de eritrocitos.

Palavras-chave: Albumina, Eritrocitos, Estabilidade de membrana, Duodecil

sulfato de sodio, Surfactantes, Temperatura
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ABSTRACT

INFLUENCE OF ALBUMIN CONCENTRATION AND TEMPERATURE ON THE
LYSIS OF HUMAN ERYTHROCYTES BY SODIUM DODECYL SULPHATE

The stability of human erythrocytes against sodium dodecyl sulphate (SDS)
was assessed spectrophotometrically in the presence of different concentrations of
bovine serum albumin (BSA) and at different temperatures (27-45 °C). The
absorbance at 540 nm (Ass0) was correlated with the concentration of SDS by
sigmoidal regression, based on the Boltzmann equation. The erythrocyte stability
was characterized by the concentration of SDS that promoted 50% of hemolysis
(Dsp). Progressive increases in the concentration of aloumin promoted increases in
Dso. The BSA concentrations that protected erythrocytes against lysis didn’t
altered its spectral characteristics. The protective effect of BSA against hemolysis
by SDS was attributed to binding of surfactant to the hydrophobic binding sites of
this protein. The values of D5y decreased sigmoidally with the temperature
increase. This trend, which was not explained by changes in the spectral
properties of hemoglobin, may be the result of heterogeneity in the population of
erythrocytes.

Keywords: Albumin, Erythrocytes, Membrane stability, Sodium dodecyl sulphate,
Surfactants, Temperature



INTRODUCAO

Surfactantes ou detergentes sdo compostos anfifilicos que sé&o
classificados como néo-idnicos, catidnicos, anidnicos e anféteros, de acordo com
a natureza do seu grupo polar [BHAIRI, 2001; NEUGEBAUER, 1994].

Dentre os detergentes anidnicos destaca-se o duodecil sulfato de soédio
(SDS), que é um surfactante largamente utilizado na inddstria farmacéutica, para
a producdo de cosmeéticos, e também na industria quimica, para aumentar a
dessorcdo de herbicidas como a atrazina [ABU-ZREIG et al., 1999; SANCHEZ-
CAMAZANO et al., 2000].

O SDS é capaz de promover a desnaturacdo de proteinas [HELENIUS e
SIMONS, 1975; LIU et al., 2007; MOOSAVI-MOVAHEDI, 2005; TANFORD, 1968]
e causar a lise de eritrocitos [BIELAWISKI, 1990; PARSI et al., 2008; SHALEL et
al., 2002a; SHALEL et al., 2002b].

Em solucbes salinas, a acdo do SDS em eritrécitos tem sido atribuida
principalmente a solubilizacdo da membrana e ndo a lise osmotica. A ocorréncia
de hemdlise foi relatada em concentracbes de SDS em torno de 104 uM
[BIELAWISKI, 1990].

O plasma tem altas concentracdes de albumina, uma proteina importante
na ligacdo e transporte de compostos hidrofébicos, tais como acidos graxos,
bilirrubina ndo-conjugada [MURRAY e GRANNER, 2003; ZUNSZAIN et al., 2003],
drogas [KANDAGAL et al., 2006] e agentes quimicos téxicos [LI et al., 2009].

A albumina também pode se ligar a SDS e a outras substancias anfifilicas.
Isto certamente deve afetar a quantidade disponivel do caotropico para promover
hemodlise.

Este estudo investiga a influéncia da concentracéo de albumina na lise de
eritrécitos humanos pelo SDS, através de protocolos previamente descritos na
literatura [CUNHA et al.,2007; PENHA-SILVA et al., 2008]. Uma caracterizacao
mais completa deste sistema deve ser muito importante, pois a estabilidade da
membrana do eritrécito tem sido amplamente utilizada em estudos sobre
envelhecimento e longevidade [GILCA et al., 2008; PENHA-SILVA et al., 2007],
doencgas [DE FREITAS et al., 2010], acédo de produtos naturais [de FREITAS et
al., 2008], drogas [de JONG et al., 2006; RABINI et al., 1993] e agentes toxicos
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[DUCHNOWICZ e KOTER, 2003; KARABULUT et al., 2009; KLESZCZYNKA et
al., 2003; NARENDRA et al., 2007].

O calor também é um caotrépico para proteinas [FONSECA et al., 2006] e
células [CUNHA et al., 2007; PENHA-SILVA et al., 2008; TSONG e KINGSLEY,
1975]. Esse agente pode afetar a acdo caotropica do SDS em proteinas [LEE et
al., 1989]. A influéncia da temperatura na lise de eritrocitos por SDS também foi

investigada neste estudo.
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MATERIAL E METODOS

A execucédo do presente trabalho foi previamente aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Uberlandia. Os experimentos

foram realizados mediante o esclarecimento e o consentimento dos voluntarios.

2.1. Coletas de amostra de sangue

As amostras de sangue (3 mL) foram coletadas em 8 voluntarias do sexo
feminino (idade entre 20 e 25 anos, saudaveis, ndo fumantes, néo viciadas em
drogas de abuso e, especialmente, ndo consumidoras regulares de bebidas
alcoolicas), por puncdo venosa apos jejum noturno de 8 a 12 horas. As amostras
de sangue foram coletadas em tubos contendo 50 pyL de heparina em ambiente a

vacuo (Vacutainer, Becton Dickinson, Juiz de Fora, MG, Brasil).

2.2. Reagentes e equipamentos

O NacCl utilizado (Synth, Sdo Paulo, SP, Brasil), tinha um grau de pureza de
99,5%, o que foi devidamente corrigido na preparagédo das solugdes. A albumina
bovina sérica (BSA) tinha 98% de pureza (Sigma, Saint Louis, MO, EUA). A
hemoglobina humana foi obtida de um concentrado de hemacias por lise em agua
destilada. As medicbes de volume foram realizadas com buretas de vidro
refratario ou pipetas automaticas (Labsystems, Helsinki, Finlandia). As medidas
de massa foram feitas em uma balanca digital (AND, Japéo). As incubacdes
foram feitas em banho de agua refrigerada (Marconi, Piracicaba, SP, Brasil). As
leituras de absorvancia espectral e as varreduras foram feitas em um
espectrofotometro digital (modelo UV-1650, Shimadzu, Kyoto, Japdo). As
centrifugacdes foram realizadas em uma centrifuga modelo Hitachi Koki CF15RX
Il (Hitachinaka, Japéo).

2.3. Determinacéo da estabilidade de eritrécitos contra SDS

Solugbes de SDS em concentracdes entre 93,6 e 191 uM em 0,9 g/dL de
NaCl (salina) foram preparadas para analisar a estabilidade dos eritrocitos sem
adicao de albumina. A influéncia da concentracdo de albumina (0,02; 0,04; 0,06;
0,08 e 0,1 g/dL) foi analisada usando solucdes salinas (0,9 g/dL de NaCl) de SDS

47



em concentragdes entre 93,6 e 274 uyM. Concentragdes maiores de SDS foram
utilizadas para a obtencéo de curvas completas de hemdlise.

Baterias de tubos de ensaio (Eppendorf, Brasil) foram preparadas em
duplicata, com 1 mL da solucéo teste e pré-incubadas por 10 minutos. Depois do
acréscimo de 10 pL de sangue e homogeneizacgéo, a solugéo foi incubada a 37 °C
durante 30 minutos. Apds a centrifugacdo por 10 minutos a 2000 x g, O

sobrenadante foi separado e analisado por espectrofotometria visivel em 540 nm.

2.4. Determinacdo do espectro UV-VIS de hemoglobina e sangue total em
diferentes concentragdes de SDS

Foram realizadas varreduras espectrais entre 250 e 700 nm de hemoglobina
humana e sangue total em solucdes salinas (0,9 g/dL de NaCl) contendo SDS em
duas concentracdo antes (101 e 107 puM) e duas concentracdes apos (177 e 184
pUM) a transicao sigmoidal de hemdlise.

2.5. Determinacédo do espectro UV da BSA em diferentes concentracdes de
SDS

Foram realizadas varreduras espectrais entre 270 e 310 nm de albumina
bovina sérica em solugdes salinas (0,9 g/dL de NaCl) contendo SDS em
diferentes concentracdes ( 0; 100,5; 107,5; 211,5; 218,4; 246,1 e 253,1 uM)

2.6. Determinacgéo da estabilidade da hemoglobina contra SDS

A cada um de um conjunto de tubos de ensaio (Eppendorf, Brasil), todos em
duplicata, foi adicionado 1 mL de solucdo salina (0,9 g/dL de NaCl) de SDS em
concentracfes entre 50 e 274 puM. Apdés pré-incubacédo por 10 minutos, foram
adicionados 10 pL de solucdo de hemoglobina aquelas solug¢des. Os tubos foram
homogeneizados, incubados a 37 °C por 30 minutos e centrifugados por 10
minutos a 2000 x g. Os sobrenadantes foram analisados por espectrofotometria

visivel em 540 nm.

2.7. Determinacdo das curvas de hemolise
A dependéncia dos valores de A540 em funcdo da concentracdo de SDS foi

ajustada por uma linha de regressao sigmoidal, dada pela equacédo de Boltzmann,
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Al_AZ

D-Dg )/dD

A540

em que A; e A, representam os valores minimo e maximo de hemolise, D é a
concentracédo de SDS, Dsg representa a concentracdo de SDS que causa 50% de
hemdlise e dD € a variacdo da concentracdo de SDS na transi¢cdo sigmoidal entre
A e A,

2.8. Analises estatisticas
Os calculos e as analises estatisticas foram feitas com o programa
OriginPro 8.0 (Microcal, Northampton, MA, EUA). As linhas de regressao foram

consideradas significantes quando P foi menor que 0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 3.1 mostra uma curva modelo de estabilidade de eritrécitos em
funcdo da concentracdo de SDS na presenca de 0,9 g/dL de NaCl a 37 °C. O
experimento foi realizado por incubacdo de eritrocitos humanos em solucdes de
SDS nas concentracdes que permitiram a caracterizacdo da curva de hemolise
como uma sigmoide (0 e 190,7 uM). Essa curva de hemdlise é caracterizada por
uma transicdo em dois estados (Figura 3.1). A transi¢cao de lise comeca em cerca
de 130 e em torno de 160 uM de SDS ja ha lise completa.

Espectros UV-VIS das solucdes foram obtidos em duas concentracdes de
SDS antes (A1) e depois (A,) da transicdo de hemdlise (Figura 3.2). De fato, em
concentragcbes de SDS que definem o primeiro e o segundo platés da sigmoide,
0s espectros das solugBes foram compativeis com a liberacdo minima e méaxima
da hemoglobina.

A andlise de regressao dos valores de Asyo interpolados nos espectros em
funcdo da concentracdo de SDS (Figura 3.2) produziu uma curva de transicao
sigmoidal (Figura 3.3) bastante semelhante aquela da Figura 3.1.

Desde que o SDS € um caotropico e também pode desnaturar proteinas
como a hemoglobina e a albumina, foi investigada a influéncia das concentracdes
hemoliticas do SDS nas propriedades espectrais UV-VIS destas proteinas. Para
excluir a possibilidade da curva de transicdo mostrada na Figura 3.1 ser atribuida
a acdo do surfactante na hemoglobina, espectros UV-VIS de hemoglobina
humana também foram obtidos em duas concentracdes de SDS antes e em duas
concentracfes apos a transicdo sigmoidal (Figura 3.4). O SDS produziu apenas
pequenas alteragdes na intensidade das bandas de hemoglobina humana (Figura
3.4).

Como corolario desta afirmacéo, foi construida uma curva de dependéncia
de Ass da hemoglobina humana em funcdo da concentragcdo do surfactante no
intervalo de concentragdo utilizado para a caracterizacdo completa de hemolise
(Figura 3.5). Na verdade, houve apenas uma ligeira diminuicdo dos valores de
As4o da hemoglobina humana com o aumento da concentragao do surfactante. O
efeito das concentracbes hemoliticas de SDS sobre os valores de Asy, da

hemoglobina foi significantemente associado a uma linha de regressao
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decrescente (Figura 3.5) com uma inclinagdo muito pequena (0,000474). Isto
significa que no intervalo de concentragdo de SDS necessario a realizagdo da
hemolise ndo houve mudancas nas caracteristicas espectrais da hemoglobina
que poderiam ser responsaveis pelo comportamento espectral atribuido a
hemdlise (Figura 3.1). De fato, mudangas conformacionais na hemoglobina, com
perturbacdes espectrais, foi reportada apenas em concentragdes muito superiores
de SDS (acima de 69 mM) [MITJANS et al., 2008].

A influéncia de BSA na lise de eritrocitos humanos como uma funcdo da
concentracéo de SDS em 0,9 g/dL de NaCl foi mostrada na Figura 3.6. A adicéo
de BSA em concentracdes de 0,02, 0,04 e 0,06 g/dL deslocou a curva de
transicéo de lise para a direita, com aumento do ponto de meia-transi¢cao (Dso).
Esses valores (média £ SD) de Dso foram mostrados na Tabela 3.1. Com a adi¢éo
de 0,08 e 0,10 g/dL de BSA, o surfactante ndo produziu hemdlise no intervalo de
concentracéo estudado (Figura 3.6).

Essa influéncia de BSA na hemdlise induzida por SDS nao representa
qualquer artefato associado a influéncia do SDS sobre as propriedades espectrais
de BSA, porque o espectro UV-VIS da BSA néo foi significantemente perturbado
com as concentracdes de SDS usadas para produzir a transicdo completa de
hemdlise (Figura 3.7).

Em baixas concentracdes, o SDS causa apenas hemoélise [BIELAWISKI,
1990]. Na verdade, houve 50% de hemdlise em 148 uM de SDS a 37 °C (Figura
3.6A e Tabela 3.1). A condicdo em que esse experimento (Figura 3.6A) foi feito
nao reflete a concentracdo de albumina presente no sangue, uma vez que a
amostra de sangue (10 uL) foi diluida em uma solucéo salina (0,9 g/dL) de SDS (1
mL).

A albumina est4 presente no sangue em concentraces entre 3,5 e 5,5
g/dL [MURRAY e GRANNER, 2003]. A incorporagao de 0,02 a 0,06 g/dL de BSA
ao meio de reacdo causou um deslocamento da curva de hemalise de SDS para a
direita (Figura 3.6B a Figura 3.6D), com aumento dos valores de Dsy (Tabela
3.1). Este comportamento significa que BSA protegeu os eritrocitos da lise por
SDS. A albumina pode se ligar a diversos compostos anfifilicos de origem
endogena [ZUNSZAIN et al., 2003] e exdégena [KANDAGAL et al., 2006; LI et al.,
2009], que compreende o agente anfifilico SDS [KRAGH-HANSEN et al., 2001].
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A causa do efeito estabilizador da albumina deve ser a ligacdo do SDS a
esta proteina, diminuindo a disponibilidade do detergente para formar micelas. O
aumento da concentracdo de BSA de 0 a 0,06 g/dL diminui o efeito cooperativo
das moléculas de detergente na lise de eritrocitos. Em concentracbes de BSA
superiores a 0,06 g/dL (Figura 3.6E a Figura 3.6F), a disponibilidade de SDS
para romper eritrocitos diminuiu de modo que ndo houve hemdlise na faixa de
concentracdo de detergente estudada. Certamente, o aumento da disponibilidade
de sitios de ligacdo para o detergente, com o aumento da concentracdo de
albumina diminuiu a biodisponibilidade do SDS para promover hemdlise. Assim, a
concentragédo de albumina deve ser um fator importante no sistema e isso deve
ser considerado dentre outros fatores que determinam a resisténcia da membrana
de eritrocitos ao detergente [RODI et al., 2008].

A temperatura é outra variavel que precisa de controle neste tipo de
experimento. Como caotrépico, o calor deveria potencializar a hemélise por SDS.
O aumento da temperatura deveria promover uma diminui¢do de Dsp para SDS, o
que de fato ocorreu. A influéncia da temperatura sobre a hemdlise por SDS foi
mostrada na Figura 3.8. Na verdade, o0 aumento da temperatura de 27 para 45 °C
foi associado a uma migracdo para a esquerda das curvas de hemolise por SDS,
com a diminuicao dos valores de Dsg (Tabela 3.2).

A influéncia da temperatura nos valores de Dsp associados a hemolise por
SDS foi mostrada na Figura 3.9. A dependéncia de Dsy com a temperatura foi
melhor ajustada a uma curva sigmoidal decrescente. A natureza sigmoidal deste
ajuste poderia ser consequéncia de mudangas no comportamento espectral da
hemoglobina com o aumento da temperatura, pois o calor € um caotropico
também para as proteinas. Para verificar essa hipotese, a dependéncia do
espectro UV-VIS da hemoglobina humana em temperaturas variando de 27 a 45
°C foi estudada (Figura 3.10). No entanto, a influéncia do aumento da
temperatura sobre os valores de Ass da hemoglobina foi muito pequena, nas
condicbes experimentais utilizadas. Houve uma diminuicdo significante, mas
muito pequena nos valores de Asso cOm 0 aumento da temperatura (Figura 3.11).
Apesar da natureza fraca desta dependéncia, a equacgao dessa reta foi utilizada
para subtrair o efeito da temperatura sobre a hemoglobina do efeito total

associado as curvas de hemdlise por SDS em diferentes temperaturas (Figura
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3.8). Os valores recalculados de Dsg diferiram dos valores originais apenas além
da casa centesimal (resultados ndo mostrados). Como ndo houve diferenca
significante entre os novos valores calculados e os valores originais de Dsg, a
natureza sigmoidal da curva de dependéncia de Dso com a temperatura deve ter
um significado fisico especifico, ndo fundamentado em alteragBes espectrais da
hemoglobina.

A ocorréncia da diminuicdo sigmoidal dos valores de Dsp com a
temperatura (Figura 3.9) deve significar que nos menores valores de temperatura
do intervalo, o sinergismo de acbes entre calor e SDS tem um menor impacto
sobre a hemdlise (primeiro platd). Com um aumento da temperatura, aquele
sinergismo € potencializado (regido intermediaria descendente da sigmoide). Para
além dessa regido, o sinergismo torna-se mais fraco (segundo platd). Este
enfraquecimento do sinergismo entre a acao do calor e do SDS deve ser devido a
existéncia a heterogeneidade na populacdo de eritrocitos reportada na literatura
[BIELAWISKI, 1990; JAY e ROWLANDS, 1975]. A existéncia de células
vermelhas do sangue mais resistentes a lise seria a causa do enfraguecimento do
sinergismo caotrépico da acdo entre calor e SDS no segundo platd da sigmaide.
Essa heterogeneidade seria decorrente da composi¢ao natural do sangue ou de
um efeito estabilizador gerado pela combinacdo de calor e SDS. A existéncia de
tal efeito estabilizador implica na ocorréncia de um dualismo de acdo no sistema
SDS e calor. Estes agentes sdo ambos caotropicos, mas eles podem também
afetar a pressdo osmotica do meio. Na verdade, mudancas de forma [VIVIES et
al., 1999] e acéo anti-hemolitica [SANCHEZ et al., 2007] tém sido descritas para

as interacdes de alguns surfactantes e eritrocitos.
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Figura 3.1: Curva tipica de hemdlise induzida por concentracdes crescentes de
SDS. Condicdes: 0,9 g/dL de NaCl e 37 °C.
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Condicdes: 0,9 g/dL de NaCl e 37 °C
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Tabela 3.1: Valores de Dsp e dD (média + sd) obtidos para a lise de eritrocitos

humanos por SDS em 0.9 g/dL de NaCl e diferentes concentracdes de BSA a 37

°C.
BSA Dso dD

(g/dL) (UM SDS) (uM SDS)

0 148 + 5,31 6,83 £ 1,28

0.02 163 + 9,16 5,20 + 1,57

0.04 192 + 1,84 1,79 + 8,76

0.06 220 + 4,32 8,91+ 1,11
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humanos por SDS em 0.9 g/dL de NaCl sob diferentes temperaturas.

Table 3.2: Valores de Dsp e dD (média + sd) obtidos para a lise de eritrcitos

Temperatura Dso dD

(°C) (LM SDS) (LM SDS)

27 164,9 + 4,50 16,87 + 1,60
29 167,7 £ 3,51 9,99 +142
32 155,77+ 2,71 8,28 + 2,20
35 150,6 + 3,64 6,08 £1,27

37 148,2 + 5,31 6,83+ 1,28
39 125,3 +6,48 5,57+ 1,17
42 110,4 + 4,69 5,55+ 1,47
45 99,7+ 2,64 6,64 + 1,58
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CONCLUSOES

As concentracoes de SDS necessarias para promover hemolise
perturbaram apenas discretamente os espectros da hemoglobina e de BSA. A
incorporacdo de BSA protegeu os eritrocitos humanos contra a lise induzida por
SDS. A origem deste efeito foi atribuida a ligacdo de SDS pela BSA. O ponto de
meia transicdo da curva de hemdlise por SDS apresentou uma dependéncia
sigmoidal decrescente com o0 aumento da temperatura entre 27 e 45 °C. Este
efeito foi atribuido a existéncia de heterogeneidade na populacdo de eritrécitos

humanos.
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