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Abstract: In surgery, accidents or severe anemia, can
be interrupted the flow of oxygen to brain tissue,
causing ischemia or cellular hypoxia. Human blood
substitutes have been studied for decades without
success. One of the goals is to make blood banks not
the only option for surgeries e for those who need
transfusion. The artificial blood is known as oxygen
therapeutics and hemoglobin-based oxygen carriers.
The last one is because oxygen is transported in the
blood by association with hemoglobin molecules
(Hb4). That makes the chemical reaction between
Hb4 and oxygen very important. The determination
of kinetic coefficients of this reaction is difficult
because it is very fast. For this reason there are few
experiments available in literature, leading
researchers to adopt simplifications that work only
in specific situations. Therefore, in this paper, is
proposed a dynamic mathematical model for the
four steps reaction involving Hb,-O2. The resulting
set of ordinary differential equations (ODE) is solved
by Euler's method. The Kinetic parameters are
obtained by the technique of genetic algorithm from
experimental data in literature. The concentration
profiles of each compound are presented and the
results are compared with the curve of hemoglobin
saturation in normal conditions.

Palavras-chave: Cinética, otimizacdo, hemoglobina e
oxigénio.

Introducéo

Uma das dificuldades no desenvolvimento de um
fluido que possa servir de alternativa ao sangue humano
é o fato que este realiza diferentes funcdes, tais como, o
transporte de gases respiratérios pela molécula de
hemoglobina (Hb,) presente nas hemacias, a defesa do
organismo realizada pelos globulos brancos e a
coagulacdo sanguinea é responsabilidade das plaquetas.
Os primeiros substitutos surgiram durante a segunda
guerra mundial, mas ndo eram capazes de transportar
oxigénio, somente manter o volume sanguineo. J4 na
guerra do Vietnd, utilizaram-se solugdes aquosas de
hemoglobina, entretanto esta solu¢cdo comprometia o
funcionamento renal. Verificou-se que a hemoglobina
quando retirada das hemécias perde sua capacidade de
transporte e ainda se torna toxica as células renais.
Sabe-se que 98% do oxigénio transportado pelo sangue
esta associado as moléculas de hemoglobinas. Além

disso, outra caracteristica importante da Hb4, é sua
capacidade de se ligar reversivelmente ao oxigénio no
pulméo e libera-lo nos capilares sanguineos dos tecidos.
Mudanc¢as no metabolismo celular, pH e temperatura,
afetam diretamente a ligacdo da hemoglobina com
oxigénio [1]. O desafio dos cientistas é produzir uma
molécula com as mesmas caracteristicas da
hemoglobina humana e que ndo seja tdxica [2]. Para isto
¢ fundamental entender como ocorre 0 processo de
ligagdo entre Hb,-O, para que o fornecimento de
oxigénio seja suficiente para a manutencdo da
homeostase.

Testes experimentais foram realizados para
compreensdo da reagdo Hbs-O,. Um dos itens
analisados nestes experimentos é a determinacdo da
velocidade com que o oxigénio de associa e dissocia da
molécula de Hb,. O primeiro trabalho foi realizado em
1910 por Hill [3] que descreveu a reacdo Hb,-O,
desconsiderando os sitios reativos disponiveis para o
oxigénio se ligar a hemoglobina. Anos mais tarde, Adair
[4] considerou que quatro moléculas de oxigénio se
ligam cooperativamente com uma molécula de Hb4 em
quatro sitios de ligacdo diferentes, formando uma série
de compostos intermediarios [5]. Gibson [6] determinou
experimentalmente, utilizando hemoglobinas humanas,
as quatro constantes de associacdo e as quatro
constantes de dissocia¢do envolvidas nas quatro etapas
das reagdes consecutivas e reversiveis da hemoglobina
com O, o que é fundamental para o estudo dos
fendmenos associados ao fornecimento de O, para as
células teciduais a partir dos capilares sanguineos.

No entanto, os valores de Gibson ndo atendem as
condi¢Bes de saturacdo de Hb4 no sangue, deixando
novamente uma lacuna neste assunto. Com o objetivo
de fechar esta lacuna, neste trabalho é proposto um
modelo matematico da reagdo entre a hemoglobina e o
oxigénio. Os parametros cinéticos sdo determinados por
uma técnica de otimizacdo baseada em algoritmo
genético, a partir de dados experimentais obtidos por
Gibson [6]. Agora com os valores corretos destas
constantes cinéticas, pode-se obter os perfis das
concentragdes de todos os intermediérios da reacdo
Hb4-02 e verificar se a necessidade de O, nos capilares
sanguineos é atendida, para que ndo acha nenhum foco
de anoxia ou isquemia no tecido celular.
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Materiais e Métodos

A molécula de hemoglobina possui um arranjo
simétrico com quatro unidades ndo peptidicas, 0 grupo
heme, contendo um anel de protoporfirina e um ion
ferroso (Fe*?), Figura 1. Em 1935 foi descoberto que o
oxigénio se liga a Hb, no grupo heme [7]. Esta ligacdo
apresenta um comportamento cooperativo, o qual é
explicado pelo fato que a ligagdo de um
grupo heme aumenta a afinidade dos outros grupos.
Cada molécula de Hb, pode transportar quatro
moléculas de oxigénio. Outra caracteristica desta reacdo
é que ela é facilmente reversivel. A molécula de Hb4
associada ao O, é chamada de oxihemoglobina.
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Figura 1- Estrutura simplificada da hemoglobina e
férmula estrutural do grupo heme [8].

Modelo Matematico — A equacdo (1) descreve a
estequiometria global da reagdo Hb,-O,,
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As quatro moléculas de heme reagem
sequencialmente e reversivelmente com quatro
moléculas de O, de acordo com as equacdes
estequiométricas (2) — (5).
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Considerando as quatro etapas, ficaremos com um
conjunto de equacbes diferenciais ordinarias descritas
nas equacbes (6) — (11), estas fornecem o perfil
dindmico das concentra¢fes de hemoglobina e oxigénio
livres, e de oxihemoglobina com uma, duas, trés e
quatro moléculas de oxigénio, e de oxigénio.

Os termos diferenciais representam as taxas das
reacOes entre a hemoglobina e o oxigénio e do consumo
do oxigénio, que ocorrem no interior dos eritrdcitos.
Nas equagdes ‘C’ sdo as concentragdes (mol do

composto/cm®) e “t” tempo (s). Os subscritos Hb,(O,); e
0,, referem-se, respectivamente, a hemoglobina livre,
hemoglobina ligada a uma, duas, trés ou quatro
moléculas de oxigénio e o oxigénio livre.
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Conforme descrito nas equagfes acima, as
constantes de associagéo séo dadas como Kz, Kz,
K € K 45 € as dissociagdo como Kp 1y, Kaz), Kag) €
K. O conjunto de equagBes diferenciais ordinarias
obtidas na modelagem matemética é solucionado pelo
método numérico de Euler de primeira ordem.

As condigdes iniciais sdo: Cp, = C(i)’zi, Cyps =
ini ~
Cib Crbo,: Cub(0,); © CHb(o,), S0 nulas .

Algoritmo Genético — Uma técnica de otimizagéo
muito utilizada nas engenharias é a de algoritmo
genético. Esta tem como inspiragdo o principio
Darwiniano de selecdo natural e de reproducdo genética
e estd baseada em uma populacdo inicial que utiliza
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operadores de selecdo e re-combinag8o para gerar novos
pontos amostrais em um espaco de busca. Quando néo
ha cruzamento nem mutagdo, os “filhos” sdo idénticos
aos “pais”. A cada nova geracdo tém-se uma nova
populacdo de solugdo potencial, a qual sera avaliada. Os
membros da populagdo se reproduzem e os “filhos” sdo
analisados. Em um extremo tem-se a sobrevivéncia
apenas do mais forte, onde apenas o mais apto sera
reproduzido na préxima geragdo, no qual tem-se uma
valorizagdo extrema de uma regido local, as custas de
uma rapida perda de diversidade genética da populagao.
O algoritmo genético necessita de alguns parametros
para obtengdo da melhor solucdo, sendo estes a
probabilidade de cruzamento, a probabilidade de
mutacado e o tamanho da populacgéo.

A para obter-se os coeficientes cinéticos de
associacdo e dissociacdo das reacdes cinéticas
envolvendo Hb,e O,, a técnica de otimizacdo seguiu 0s
7 passos a seguir:

1) Informado os valores da saturagdo da hemoglobina
com o tempo obtida experimentalmente;

2) E criada a populagfo inicial das constantes cinéticas
composta por Nk = 50 conjuntos. Cada conjunto é
representado por um vetor contendo as 8 constantes
cinéticas desejadas, as 4 primeiras posi¢des representam
as constante de associacao e as proximas de dissociagao.
Os valores destas constantes cinéticas sdo escolhidas
aleatoriamente dentro espaco de busca de 0,01 & 2.000;
3) No loop do nimero de iteragbes computacionais, n,
verifica-se n = critério de parada, neste trabalho n =
20.000, se sim, tem-se os valores das constantes e
termina o programa, se ndo, continua;

4) Resolve-se as equages cineticas, (6)—(11), para todas
as etapas da reacdo para cada um dos conjuntos gerados;
5) Com as concentracBes obtidas no passo 4, calcula-se
a saturacdo estimada, satest, com a equagédo (12). Com

este valor e a saturagdo experimental, satexp, € calculado
o erro utilizando minimos quadrados, equagao (13).

100 /C C
Satye: (%) = ( Hby 0, n Hb,(0,)2

ini * 4 3

3
+ 2 CHpy0s + CHb4(02)4)

erro(p) = erro(p) + (Sates — Sateyp)” (13)

Onde erro(p) é o erro acumulado das “p” populagdes.

6) Selecionado os melhores 10 conjuntos, ou seja, 0s
conjuntos de constantes que geram 0S mMenores erros.
Estes sdo preservados para a proxima iteracdo
computacional;

7) Inicia a etapa de geracdo dos filhos a partir dos
selecionados no passo 6, ou seja, serdo criados 40 filhos,
sendo 10 por acasalamento, 10 por mutacdo 1, 10 por
mutacdo 2 e 10 novos obtidos randomicamente dentro
do mesmo espago de busca de 0,01 e 2.000;

7.1) O acasalamento consiste na geracdo de filhos
através do cruzamento entre os “genes” dos pais. Os

pais serdo os 10 melhores conjuntos. Aqui denominar-
se-4 maes do primeiro ao quinto melhor conjunto e os
pais do sexto ao décimo. Sdo chamados de genes de
associacdo e genes de dissociacdo, respectivamente, 0s
valores das constantes de associacdo e dissociacdo.
Estes pais formam 10 filhos, ou seja, os proximos 10
conjuntos. Do primeiro ao quinto filho serdo formados
com os genes de associacdo da mde e os genes de
dissociagdo do pai. J& do sexto ao décimo filho, inverte,
a mde doa os genes de dissociacdo e o pai 0s de
associacao;
7.2) A formagéo dos filhos por meio da mutacéo 1 e da
2 seguem 0 mesmo principio de reproducéo, a diferenca
fica por conta dos pais. Na mutacdo 1, os pais sdo os 10
melhores conjuntos (passo 6), na mutagdo 2, 0s pais sao
os filhos gerados do acasalamento (passo 7.1). As duas
mutacdes ocorrem com a mesma probabilidade de 0,25.
O gene que sera mutado é escolhido utilizando uma
rotina randdmica. Se o gene for selecionado, é escolhido
um novo valor para este gene seguindo a mesma faixa
de valores do passo 2;
7.3) Os novos filhos sdo criados seguindo as
consideracbes do passo 2.

O programa computacional foi implementado no
compilador visual Fortran 6.6.

Resultados

Para solucionar as equacges do modelo matematico
proposto é necessario saber os valores de todos o0s
parametros cinéticos, assim como os dados das
concentragBes iniciais de todos 0s compostos
envolvidos. Os valores destas constantes foram obtidas
através do método de otimizacdo, descrito na se¢do de
materiais e métodos, tendo como base os valores
obtidos  experimentalmente  de  saturacdo  de
hemoglobina por tempo com concentragGes iniciais de
oxigénio e Hb, conhecidas [6]. Foram utilizados quatro
diferentes valores de concentragdo inicial de oxigénio
para a mesma concentracdo de Hb4, nas figuras 2 — 5
sdo apresentados os perfis dindmicos da saturacdo de
Hbs, onde é feita a comparagdo entre os dados
experimentais e as curvas simuladas resultante obtidas
por Gibson [5], e pela técnica de otimizagdo apresentada
neste trabalho. Na Figura 2, a concentracdo inicial de
Hb, e O, séo respectivamente, 41,5 uM em heme e 224
UM,
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Figura 2: Saturagdo Hb, x tempo, Cionzi = 224uM.
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O conjunto das constantes cinéticas obtidos por
Gibson, ndo sdo os mais adequados para descrever o
perfil de saturacdo. Enquanto que os resultados obtidos
neste trabalho sdo mais coerentes com os dados
experimentais, isto pode ser novamente observado na
Figura 3. Nesta simulacdo a concentracao inicial de Hb,
e O, sdo respectivamente, 41,5 uM em heme e 172 uM
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Figura 3: Saturacdo Hb, x tempo, Cf}lzi =172 uM.

Na Figura 4, a concentracéo inicial de Hb, e O, sdo
respectivamente, 41,5 uM em heme e 90,2 uM.
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Figura 4: Saturacdo Hb, X tempo, cg‘;' =90,2 uM.

Na Figura 5, a concentracéo inicial de Hb, e O, sdo
respectivamente, 41,5 UM em heme e 32,46 uM.
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Figura 5: Saturacdo Hb, x tempo, Cionzi = 32,46 uM.

Para cada valor de concentragdo inicial de oxigénio,
foram obtidos oito parametros cinéticos da reagdo Hb,—
0,. Nas tabelas 1 e 2, sdo apresentados respectivamente,
os valores obtidos neste trabalho para as constantes de
associacdo e para de dissociacdo.

Tabela 1: Valores das constantes cinéticas de associacao
otimizadas neste trabalho.

Co, Kz Kea) K4 Kas)
[uM] [umol/I] [umol/I] [umol/l] [umol/l]
224,0 11,25 4,086 8,99 18,93
172,0 3,1661 9,9602 787,0 427,00
90,20 0,7296 341,22 112,03 60,486
32,46 6,174 29,21 6,76 12,14

Tabela 2: Valores das constantes cinéticas de
dissociacdo otimizadas neste trabalho.

ini
COZ k(Z,l) k(3,2) k(4,3) k(5,4)
[uM] [s] [s] [s] [s]
2240 0,427 0,112 350,9 32,86
172,0 1811,1 0,837 499,62 890,13
90,20 1559,9 1775,0 492,16 1800,6
32,46 1942,3 335,27 3,229 17,080

Gibson utilizou os mesmos valores das constantes
cinéticas para todas as concentracfes iniciais de
oxigénio. Nas tabelas 3 e 4 sdo apresentados os valores
determinados por Gibson [6].

Tabela 3: Valores das constantes cinéticas de associagao
otimizadas por Gibson.

Associacao k(lyz) k(gyg) k(3'4) k(4’5)

[rmol/I] 17,70 33,20 4,89 33

Tabela 4: Valores das constantes cinéticas de
dissociagdo otimizadas por Gibson.

Dissociacdo I((2,1) k(3,2) k(4,3) k(5,4)

[s1 1900 158,0 539 70

A literatura diz que a maior parte do oxigénio esta
associada a molécula de hemoglobina na forma de
Hb,Os. Na Figuras 7 o perfil de concentracdo dinamico
de formacdo dos intermedidrios da reagdo, Hb,O,,
Hb,0., Hb,Os e Hb,Og, € 0 consumo de Hb, e O,. A
concentragdo inicial de Hb, livre é de 2,2 mol/ml e de
oxigénio de 1,45 x 107 mol/ml, as quais sio as
concentragcdes encontradas normalmente nas artérias.
Logo que a reagdo ¢ iniciada, t < 0,01 ps, nota-se com
clareza a variacdo das concentracfes tanto dos reagentes
quanto dos produtos intermediarios da reacéo, Figura 6.
A concentracdo de Hb,O,, Hb,O, e HbsO5 sdo baixas
para todas as concentracbes de oxigénio. Isto é
consistente com o conhecimento de que as moléculas
com dois O, ligam-se mais lentamente do que com trés,
e quando o Ultimo O, se liga, ela é quase instantanea. A
cinética da decomposi¢do dos intermediarios é muito
rapida, como sugere a pequena inclinacdo das curvas. O
estado estacionario para os intermediérios é atingido em
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poucos micro segundos, ressaltando a dindmica da
reacdo entre o oxigénio e a hemoglobina. O sistema
pode ser considerado em equilibrio apés 8x107s, neste
ponto, a concentracdo de Hb,Og equivale a 77% das
concentracdes de todos os intermediario, o que confirma
os dados da literatura.
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Figura 6 — Perfil dindmico da formacdo dos

intermediarios da reacdo Hb-O,, tempo 8x1075s.

A cinética da reacdo é satisfeita, visto que sdo
reacOes reversiveis e que as associacdes sdo muito mais
rapidas que as dissociagdes. Isso condiz com a
oxigenacdo tecidual, cujo objetivo final € manter
concentracdes adequadas de oxigénio nos tecidos.

Discussao

A reagdo entre a hemoglobina e o oxigénio possui
uma cinética muito rapida, o que dificulta o
detalhamento do seu mecanismo. Outra dificuldade ¢
que apesar de parecer homogénea, esta reacdo, mostra
uma aceleracdo e desaceleracdo & medida que a mesma
acontece, fato este constatado experimentalmente [9],
onde observaram que 0 seu inicio € extremamente
rapido. Estes autores concluiram que cada etapa
favorece a etapa seguinte, de modo que as constantes de
velocidade das reacBes seguem valores crescentes.
Como cada uma destas etapas ocorre por uma reagdo
reversivel, 0 conjunto exige a determinagdo de oito
parametros  cinéticos, os dados experimentais
necessarios para a obtencdo destes sdo de dificil
obtencdo uma vez que estes tem forte interdependéncia.
Além disso, a obtencdo dos parametros a partir dos
dados experimentais exige um procedimento de
otimizacdo cuidadoso, em razdo dos inimeros minimos
locais existentes na superficie solu¢do. Por estes
motivos a literatura é escassa nesta informagéo.

Na maioria dos estudos, devido a complexidade de
determinagdo de todas as constantes cinéticas de
associacdo e dissociacdo, a reacdo é simplificada para
uma Unica etapa, sem a formacdo dos intermedidrios,
com isto € utilizado um valor global as constante de
associacao e dissociacao.

Na simulacdo do modelo matematico deste trabalho,
verifica-se que os parametros obtidos pela técnica de
otimizacdo mostraram-se adequados para descrever o

comportamento das reaces. Os resultados obtidos dos
perfis de concentragdes dos intermediarios demonstram
que a velocidade da reacdo de associacdo €
extremamente rapida na presenca de alta concentracéo
de oxigénio livre, confirmando o que é observado nos
capilares pulmonares. Outra caracteristica desta reacao é
a cooperatividade, isto pode ser confirmado, visto que a
porcentagem do intermediario completamente saturado,
Hb,Og, para uma concentracdo inicial de hemoglobina
livre de 2,2 mol/ml no estado estacionério é de 77%.

Concluindo, neste trabalho se propds valores para
todas as constantes cinéticas, obtidas pela otimizagao
dos dados experimentais, utilizando o método de
algoritmo genético. Os resultados obtidos, mostram que
os valores obtidos para estas constantes sdo adequados,
uma vez que a porcentagem de saturacdo de
hemoglobina é compativel com os dados experimentais
e o perfil de concentracdo de todos os internediarios das
reagdes estd de acordo com o esperado.
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