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RESUMO - A reacdo quimica da hemoglobina com oxigénio € essencial para manter a
homeostase do organismo e sobrevivéncia das células. Partindo desse conhecimento, o
presente trabalho tem como objetivo desenvolver um protocolo experimental, elaborado
para o estudo da reacdo de desoxigenacdo da oxi-hemoglobina pelo método de mistura
répida com fluxo interrompido, a fim de obter dados para uma futura otimizagcdo dos
parametros de um modelo matematico que descreve esse fendmeno bioldgico. Devido a
rapidez com que ocorre a ligacdo da hemoglobina ao oxigénio (milissegundos), faz-se
necessario a utilizacdo de um equipamento como o Stopped Flow Mixer 4000/S (SFM —
4000/S) para que se obtenha uma andlise fidedigna. Vale a pena salientar que a reagéo
nao ocorre em apenas uma etapa, ou seja, uma reacdo de pseudo-primeira ordem nao é
suficiente para descrever toda a reacdo de desoxigenacdo. Por esse motivo, foi
considerado esse tipo de modelo somente para poder validar o protocolo experimental
proposto e obter os valores de kot 10 = 59,9 s, Koff 20 =65,0 s, Kot 30 = 64,0 s2, Koff 40 =
63,1 s, kot so = 64,0 s, resultando em um kort médio de 63,1 s*. O presente trabalho
mostrou-se eficiente para o estudo cinético da reacdo de desoxigenacdo da oxi-
hemoglobina, sendo possivel analisar a dinamica dessa reacdo complexa.

1. INTRODUCAO

A hemoglobina humana (Hb), consiste em um sistema carregador natural de oxigénio,
transportando aproximadamente 97% desse gas para o organismo, facilitando sua captacdo nos
capilares pulmonares e sua liberagdo nos capilares teciduais (ARNONE, 1974; THOMAS; LUMB,
2012; WALTEMATH et al., 1970). Esse tetramero € constituido por uma parte proteica que sao
grupamentos de aminoacidos divididos em al, a2, B1 e B2 chamados de globinas, e cada uma dessas
globinas apresenta uma por¢do ndo proteica constituida por um grupo prostético heme ligado
centralmente ao atomo ferroso (PERUTZ et al., 1964; PERUTZ, 1979; THOMAS; LUMB, 2012).
Cada ion ferroso (Fe?*) pode combinar-se reversivelmente ao oxigénio (O2) e possui seis sitios de
coordenacdes: estabelece quatro ligagdes planares com cada um dos 4tomos de nitrogénio do anel
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protoporfirinico; a quinta unido ocorre com o radical imidazolico da histidina proximal (His F8) e a
sexta ligacdo pode ocorrer de duas formas, oxigenando a Hb quando o oxigénio acoplado a histidina
distal (His E7) se liga ou desoxigenando quando a Hb esté livre (PENUELA, 2005; PERUTZ et al.,
1964). A reacdo quimica entre a hemoglobina e o oxigénio € essencial para manter a homeostase
organica e consequentemente, minimizar o desencadeamento de patologias tais como cardiopatias,
hemoglobinopatias, acidentes vasculares cerebrais dentre outras (BLAU;
STAMATOYANNOPOULOS, 1994). Embora ja se encontre na literatura uma proposta amplamente
aceita na comunidade cientifica do mecanismo da reacdo entre a Hb e o oxigénio, ilustrado na Figura
1, os valores das constantes cinéticas ainda sdo discrepantes. Essa discrepancia ocorre em funcdo da
utilizacdo de equipamentos inadequados para as analises cinéticas, visto que a alta velocidade com
que ocorre a rea¢do, em torno de 1 s, exige significativa precisdo e alta velocidade de deteccéo.

Hb + O, ’# HbO,
HBO, + 0, = HbO,
HDO, + O, # HbO,
HbO, + O, T= HbO,
Hb + 40, ;‘ HbO,

Figura 1 — Esquema das quatro etapas do mecanismo da reacao entre Hb e Oz e sua equacao global.

Devido a rapidez com que ocorre a ligacdo da hemoglobina ao oxigénio, faz-se necessario a
utilizacdo de um método adequado em um equipamento apropriado para que se obtenha uma analise
confidvel dessa dinamica. A fim de atingir esse objetivo, optou-se por utilizar o equipamento Stopped
Flow Mixer 4000/S (SFM — 4000/S), que utiliza 0 método de mistura rapida com fluxo interrompido e
possui um tempo de analise na ordem de grandeza de milissegundos (BERGER et al., 1967;
BATISTELA et al., 2006; FRESKGARD et al., 1992).

Segundo a literatura, existe uma variedade de processos fisiologicos que ocorrem na faixa de
tempo de milissegundos e como a hemoglobina participa de reagfes dessa ordem, 0 equipamento
SFM-4000/S é uma alternativa promissora, que alem de fornecer uma automacdo apropriada
garantindo eficiéncia na mistura dos reagentes, possibilita analisar micro volumes de solucGes
homogéneas e sem formacdo de bolhas, minimizando interferéncias. Nessa perspectiva, 0 presente
trabalho relata o desenvolvimento do protocolo experimental, elaborado para o estudo da reacéo de
desoxigenacdo da oxi-hemoglobina no SFM-4000/S, cujos resultados obtidos serdo utilizados
futuramente para otimizacdo dos pardmetros de um modelo matemaético que descreve esse fenémeno
bioldgico (BERGER et al., 1967; BATISTELA et al., 2006; PENUELA, 2005).
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2. METODOLOGIA

Preparacdo e purificacdo da oxi-hemoglobina: inicialmente, foi dissolvido 200 mg de meta-
hemoglobina liofilizada (H7379 - Sigma Aldrich) em 10 mL de tampéo hepes 50 mM pH 7,4 gsp, a
fim de ser purificada em oxi-hemoglobina pelo método de Cromatografia Liquida por Gel de
Exclusédo Molecular (SEPHADEX G-25), de acordo com Dixon (1985). Em todo o processo foi
utilizado o tampé&o hepes para equilibrar o pH 7,4 da resina sephadex G-25 (dentro da coluna). Antes
de acrescentar 10 mL da meta-hemoglobina foi adicionado 2 mL de ditionito de sodio (agente
redutor) e posteriormente o tampdo. Apds a reducdo da meta-hemoglobina em oxi-hemoglobina, a
mesma € colocada em uma membrana semipermeavel de dialise, a qual contém poros com peso
molecular de corte de 30 kDa (inferior a 64 kDa). Com o proposito de remover 0 excesso de ditionito
de sodio (Na2S204) para concluir o processo de purificagdo da oxi-hemoglobina, a amostra foi
deixada em dialise prolongada por 24h contra um tampdo hepes pH 7,4 (trocado trés vezes), sob
agitacdo e temperatura constante de 8°C (TSURUGA et al., 1998; WEBER et al., 2013). Depois de
dialisada a oxi-hemoglobina foi quantificada segundo o método de Drabkin e Austin (1935). A
verificacdo do espectro de absorcdo foi realizada para confirmar as diferentes formas heme-estruturais
por meio de varredura, utilizando um comprimento de onda entre 390 nm a 650 nm mensuradas no
espectrofotdmetro SpectraMax Plus 384 (NAOUM et al., 2004).

Anélise experimental da desoxigenacdo da oxi-hemoglobina: Segundo Dalziel e O Brien
(1957), o ditionito de sédio (Na2S204) € 0 reagente mais comum utilizado para a desoxigenacéo da
oxi-hemoglobina e reducéo dos pigmentos heme. Hartridge e Roghton (1923) foram os pioneiros no
estudo da desoxigenacdo da oxi-hemoglobina com excesso de ditionito de sodio através do método de
mistura rapida. O SFM - 4000/S, que utiliza esse método, € composto por quatro seringas
independentes (S1, S2, S3 e S4) onde sdo armazenadas as substancias que participardo da reacdo
quimica, conforme mostrado na Figura 2a. Na Figura 2a também podem ser visualizados os trés
misturadores (M1, M2 e M3) de elevada eficacia, onde o M1 € responsavel por misturar as solucdes
das seringas S1 e S2 para a realizacdo do branco no equipamento (com o tampéo hepes e ditionito de
s0dio). O M2 esta ligado diretamente a seringa S3 (ditionito de so6dio) e 0 M3 a seringa S4 (oxi-
hemoglobina) que fica localizado abaixo da microcubeta, o qual é responsavel pela mistura completa
dos reagentes finalizando a homogeneizacdo. Uma das microcubetas disponiveis é a uFC 08, com um
caminho 6ptico de 0,8 mm, e um tempo morto (tmorto) de 1,6 ms, que significa o tempo entre a mistura
e a aquisicdo dos dados. Todos os ajustes sdo feitos por um software, Bio-Kine 32 versdo 4.74,
interligado ao proprio equipamento (BERGER et al., 1967; BATISTELA et al., 2006; FRESKGARD
et al., 1992). No SFM 4000/S foram mensurados todos os experimentos, desde a curva de calibracdo
da oxi-hemoglobina até sua desoxigenacdo com o agente redutor ditionito de sodio (8,6 mM) pelo
método de mistura rapida com fluxo interrompido, utilizando um tempo morto (tmorto) de 1,6 ms. O
fluxograma do protocolo experimental pode ser evidenciado na Figura 2b, onde s&o elucidados os
passos para a concluséo da desoxigenagéo da oxi-hemoglobina.
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Figura 2 — a) Representagdo do equipamento Stopped Flow Mixer 4000/S com seus trés
misturadores do tipo Berger Ball (M1, M2 e M3), com as quatro seringas e seus respectivos reagentes
para a reacao de desoxigenacado. b) Fluxograma das etapas do desenvolvimento experimental, desde a
purificacdo da oxi-hemoglobina até sua desoxigenacdo pelo método de mistura rapida com fluxo
interrompido no equipamento SFM 4000/S.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme demostrado na Figura 3, o espectro de absor¢do da meta e oxi-hemoglobina
apresentam os picos da banda de Soret e da banda Q, assim como o trabalho de Naoum et al. (2004).
O gréafico de absorbancia em funcdo do comprimento de onda visualizado na Figura 3 identifica cada
estrutura separadamente por meio de varredura (390 nm a 650 nm), comprovando que a meta-
hemoglobina inicialmente preparada foi reduzida a oxi-hemoglobina (oxiHb) apds sua purificagdo.
Por conseguinte, pode ser perfeitamente utilizada no experimento de mistura rapida com fluxo
interrompido para a desoxigenacdo da oxi-hemoglobina (JIA et al., 2004). Com o objetivo de
conseguir o melhor sinal e diminuir interferentes foi usado o valor da banda de Soret em todas as
andlises realizadas no SFM 4000/S.

PROMOGAO REALIZAGAO ORGANIZAGAO

Departamento do Engenharia Quimica

e A o =

q( ABEQZesizs @8 UNIVERSIDADE W OoNce

ANOS e €2 FEDERAL po CEARA CUEnTos
"ee



XXI Congresso Brasileiro <% i E I\ | BEQ
a8 de Engenharia Q imica “&

Fortaleza/CE Encontro Brasileiro sobre o
C OBE Q 25 a 29 de setembro Ensino de Engenharia Quimica

2016 '35 ae setem

397 picos da bends de Soret

405

281 [ —— Meta-hemoglobina
| = Oxi-hemoglobima |
2,0

Absorbancia (A.U.)

Picos da banda de Q

0.5 540 517

0,04
¥ T T ¥ L] ¥ ¥ L] L}
390 420 450 480 510 540 570 60D 630 660

Comprimento de onda (nm)
Figura 3 - Determinacdo do espectro de absor¢do da meta-hemoglobina e oxi-hemoglobina.
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Figura 4 — Concentracao de oxi-hemoglobina ao longo do tempo na reagdo de desoxigenacao.

Embora a desoxigenacao seja uma reacdo com quatro etapas reversiveis, autores como Jia et al.
(2013) sugerem que, quando se utiliza um excesso de ditionito de sodio, a mesma possa ser
aproximada em apenas uma etapa irreversivel cuja cinética seja de pseudo-primeira ordem, conforme

. . o o , inicial Kot -t
Equacdo 1, cuja solucdo analitica € C, 0, =Ciyo,,-€ ~ . Deste modo, cada uma das curvas
representadas no grafico da Figura 4 foram ajustadas com uma exponencial decrescente para poder se

estimar as constantes de dissociagéo (korf) separadamente, conforme pode ser observado na Figura 5.
Os resultados obtidos foram: Kot 10 = 59,9 s, Kotf 20 =65,0 s, Koff 30 = 64,0 s, Kofr a0 = 63,1 s,
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Koffs0 = 64,0 s, resultando em uma média do Koff de 63,1 s
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Figura 5 — Pontos experimentais e curvas ajustadas considerando reacdo pseudo primeira-ordem para
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a) 10 uM, b) 20 uM, c) 30 uM, d) 40 uM, e) 50 uM. f) Comparacdo do modelo com experimento.
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Apbs a determinacio do ko médio de 63,1 s, fez-se a comparagdo entre 0os pontos
experimentais e 0 modelo matematico, conforme pode ser observado na Figura 5f. E importante
destacar que a reacdo ndo ocorre em apenas uma etapa, ou seja, uma reacdo de pseudo-primeira
ordem ndo € suficiente para descrever a reacdo de desoxigenacdo da oxi-hemoglobina
satisfatoriamente. Justamente por esse motivo, torna-se necessaria a otimizagdo das quatro
constantes cinéticas para um modelo mais fidedigno, que sera realizada posteriormente pelos
autores.

O presente trabalho mostrou-se eficiente para o estudo cinético da reacdo de
desoxigenacdo da oxi-hemoglobina, pois, através dele, foi possivel analisar a dindmica da reacéo,
que de fato ocorre em menos de 1 s. A consideracdo de que a reacdo seja de pseudo-primeira
ordem ndo ¢ satisfatoria, tornando-se imprescindivel a utilizagdo de um modelo mais completo
cujas constantes devem ser otimizadas futuramente.
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