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RESUMO

A hemoglobina tem grande importancia no processo de respiracao celular
e por esse motivo foi a proteina mais estudada durante o Gltimo século.
Foi também a primeira molécula a ter sua estrutura desvendada
utilizando-se de Raio-X. A cinética da reacdo de hemoglobina com
oxigénio acontece de forma muito rapida, em milissegundos e deu inicio
aos primeiros experimentos usando a técnica de mistura rapida. O fluxo
interrompido consiste na mistura e injecao rapida de reagentes no interior
de uma camera de mistura, onde ocorre 0 inicio da reacdo apds
fechamento de uma eletrovalvula que interrompe o fluxo. A partir desse
momento sdo realizadas as leituras de absorbéncia ou fluorescéncia em
funcdo do tempo. Muitos trabalhos ja foram realizados usando
hemoglobina e um agente redutor, o ditionito de sédio. Porém a proposta
do presente trabalho é avaliar o uso da meta-hemoglobina, a correta
calibracdo do equipamento e a elaboragéo de um protocolo experimental
no equipamento Stopped Flow Mixer (SFM-4000) que garanta uma
mistura de forma homogénea sem cavitagBes resultando na
desoxigenacdo da hemoglobina possibilitando a realizacdo de analises
futuras e calculos de todas as etapas da reagéo. Os resultados obtidos nos
experimentos em relacdo a constante de dissociacdo (Kof) Se mostraram
de acordo com a literatura obtendo um valor de 40,24 s. O trabalho
também comprovou que a meta-hemoglobina pode ser reduzida e
utilizada para o estudo cinético com o oxigénio. No entanto, aproximar a
reacdo de liberacdo de oxigénio como sendo de uma Unica etapa através
de um célculo de uma Unica constante de dissocia¢do (Koff) proposto por
um modelo de pseudo-primeira ordem, mostrou-se valido até certo
periodo de tempo, mas quando o tempo foi diminuido para 0,1 segundo
foi possivel observar que 0 mesmo nao se ajusta aos instantes iniciais da
reacdo.

Palavras-chave: cinética, desoxigenacdo da hemoglobina, método de
fluxo interrompido.






ABSTRACT

Hemoglobin has a great importance in the process of respiration of living
beings and for this reason has been the most studied protein over the last
century. It was the first molecule to have its structure unraveled by X-ray.
The kinetic reaction of hemoglobin with oxygen occurs very quickly, in
milliseconds, and for this reason in the first experiments the rapid mixing
technique was used. In this technique, the reagents are injected into a
mixing chamber where the reaction occurs early after closure of a
stopping valve that interrupts the flow. From that moment the absorbance
readings versus time is registered. Many studies have used hemoglobin in
combination with the reducing agent sodium dithionite. Nevertheless, the
purpose of this study is to evaluate the use of the methemoglobin, the
correct calibration of the equipment and the development of an
experimental protocol in Stopped Flow Mixer equipment (SFM-4000) to
ensure a mix homogeneously without cavitation resulting in
deoxygenation hemoglobin enabling the realization of further analysis
and calculations of all stages of the reaction. The result obtained in the
experiments in relation to the dissociation constant is in accordance with
the literature obtaining a Ko of 40.24 s?. The work also proved that
methemoglobin can be reduced and used to study the Kinetics with
oxygen. However, the approximation of reaction described by a single
step for calculating the dissociation constant (koff) proposed by a pseudo-
first order kinetic model, proved to be valid until a certain period of time,
but when the time was reduced to 0.1 second, it was possible to observe
that it does not fit the initial stages of the reaction.

Keywords: kinetic, hemoglobin deoxygenation, stopped flow method.
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1 INTRODUCAO

A hemoglobina é uma proteina de estrutura quaternaria com
tamanho de 64.500 Da (daltons) que estd presente no interior dos
eritrdcitos. Possui extrema importancia na manutencéo das trocas gasosas
gue ocorrem nos capilares sanguineos dos alvéolos pulmonares devido a
sua capacidade de transporte de oxigénio e gas carbbnico. O
conhecimento da cinética da reacdo da hemoglobina com o oxigénio vem
despertando interesse pela comunidade cientifica para o desenvolvimento
de pesquisas a nivel de oxigenacao cerebral, pois 0 oxigénio ¢é de extrema
necessidade para a sobrevivéncia celular. Portanto, sua privacdo ao
organismo pode originar diversas patologias (hemoglobinopatias,
cardiopatias, acidentes vasculares cerebrais, dentre outras) (BLAU,;
STAMATOYANNOPOULOS, 1994; BUNN; FORGET, 1986; HIGGS;
ENEGEL; STAMATOYANNOPOULOS, 2012).

A hemoglobina é capaz de fornecer aproximadamente 97% de
oxigénio para todo o organismo, sendo considerada uma transportadora
celular de gases extremamente desenvolvida, favorecendo a captacdo do
oxigénio nos capilares pulmonares até a sua liberagdo nos capilares
teciduais, pois essa molécula realiza um importante tamponamento
sanguineo, removendo os ions (H*) e contribuindo, desse modo, para a
manutencao do pH sanguineo (ARNONE, 1974; WALTEMATH, 1970).

Essa molécula apresenta trés principais estados conformacionais:
oxi-hemoglobina (oxi-Hb), desoxi-hemoglobina (desoxi-Hb) e meta-
hemoglobina (meta-Hb). O oxigénio liga-se de forma reversivel ao grupo
heme de forma que cada molécula de hemoglobina pode transportar
guatro moléculas de oxigénio (O2). A reacdo da hemoglobina com o
oxigénio ocorre de forma cooperativa, pois a ligacdo da primeira molécula
de oxigénio ao grupo heme aumenta a afinidade pelo O; aos demais
grupos heme. Essa reacdo ocorre de forma muito rapida (milissegundos)
através de quatro etapas reversiveis, sendo sua dindmica pouco conhecida
e por esse motivo necessita de equipamentos capazes de obter os dados
de absorbancia logo apds o inicio da reagdo.

Com o intuito de atingir esse objetivo, faz-se necessario a
utilizacdo de um equipamento apropriado para esse tipo de abordagem. O
equipamento Stopped Flow Mixer 4000/S (SFM — 4000/S), localizado no
departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Santa
Catarina, € um dos mais rapidos do mercado. A eficiéncia do método de
mistura rapida esta no tempo de mistura e no inicio da aquisi¢ao de dados.
Esse tempo, chamado tempo morto (TM), é fator determinante na
utilizacdo dessa técnica e o SFM 4000/S apresenta um TM que pode
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chegar até 0,2 ms, que é bem superior a média de outros fabricantes (2
ms) (BATISTELA et al., 2006; BIOLOGIC SCIENCE INSTRUMENTS,
2014).

Trabalhos presentes na literatura tentaram aproximar essa reacao
através de um modelo de pseudo-primeira ordem e os dados presentes nos
mesmos sdo insuficientes para o desenvolvimento de um modelo que
possa calcular as constantes cinéticas individualmente. Por esse motivo,
faz-se necessario o desenvolvimento de um protocolo experimental bem
detalhado, que seja de facil reproducdo para ser usado em trabalhos
futuros, com o objetivo de calcular as constantes cinéticas através da
proposta de um novo modelo matematico.

1.1 OBJETIVOS

O presente trabalho é composto dos seguintes objetivos
propostos abaixo:

1.1.1  Objetivo Geral

Desenvolver um protocolo experimental para a reagdo de
desoxigenacdo da oxi-hemoglobina pelo método de fluxo interrompido
no equipamento Stopped Flow Mixer 4000/S*.
1.1.2 Objetivos Especificos

e reduzir a meta-hemoglobina a oxi-hemoglobina;

o realizar a desoxigenag&o da oxi-hemoglobina utilizando a técnica
de fluxo interrompido.

e analisar a possibilidade da utilizacdo do modelo de pseudo-
primeira ordem para descricdo da dindmica da reacdo de
desoxigenacao da oxi-hemoglobina.

* O procedimento experimental da reacdo de desoxigenagdo da oxi-hemoglobina
foi desenvolvido em conjunto com a doutoranda Adriana Teixeira do Laboratério
de Neuroengenharia Computacional da Universidade Federal de Santa Catarina.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 AHEMOGLOBINA

A hemoglobina ¢ um dos exemplos de maior relevancia do
processo evolutivo e da eficiéncia dos sistemas bioldgicos, pois além de
ser responsavel pelas trocas gasosas, atua também como um importante
sistema de tamponamento do organismo, removendo os fons (H*) e
mantendo, desse modo, o pH constante. Sua principal funcdo é a
hematose, ou seja, as trocas gasosas. O ion metalico Fe?* presente no
grupo prostético heme pode ligar-se reversivelmente ao &tomo oxigénio e
transporta-lo dos pulmdes para os tecidos periféricos ou ligar-se ao
dioxido de carbono e conduzi-lo dos tecidos para os pulmdes (ARNONE,
1974; PERUTZ, 1979, 1980).

A hemoglobina (Hb) esta presente no interior dos eritrdcitos
(hemécias ou globulos vermelhos), conforme pode ser observado na
Figura 1, que sdo as células sanguineas mais abundantes. Em adultos, a
concentracao desse tipo celular fica em torno de 5 milhdes por cma.

Figura 1 - Localizagdo da hemoglobina no sistema sanguineo.

Fonte: Guyton e Hall (2006).
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Nos mamiferos, os eritrocitos possuem forma concava e tornam-
se anucleados durante o processo de maturacdo celular. Os eritrécitos séo
produzidos na medula dssea e cada célula vive um periodo de cerca de
120 dias na corrente sanguinea para depois ser removida e destruida. Os
eritrocitos senescentes se degradam logo apds quatro meses na medula
Ossea, figado e baco. Em algumas ocasifes sofrem lise intravascular,
liberando hemoglobina, que pode ser toxica aos tecidos e, portanto, deve
ser removida instantaneamente. Quando esse fendmeno ocorre, a
hemoglobina, agora denominada hemoglobina livre, se une a proteina
plasmatica haptoglobina (Hp), formando o complexo Hp-Hb. Outra
proteina denominada CD163, presente na superficie dos mondcitos e
macréfagos, reconhece esse complexo dando inicio a destruicdo do
mesmo, liberando, assim, ferro e bilirrubina (JIA et al., 2013).

Em condicdes fisioldgicas, cerca de 97% do oxigénio no sangue
que é transportado dos pulmdes para os tecidos estdo quimicamente
combinados com a hemoglobina presente nos eritrocitos na forma
oxigenada (HbOy). Os 3% restantes estdo livremente fora da hemacia,
dissolvidos na agua do plasma e das células. Uma pessoa adulta possui
aproximadamente 15 g de hemoglobina para cada 100 ml de sangue,
podendo combinar-se a um total de quase 20 ml de oxigénio quando a
saturacdo da hemoglobina é de 100% (BUCCI, 2009).

O transporte de oxigénio e gas carbdnico é realizado por
aproximadamente 270 milhdes de moléculas de hemoglobina presentes
em cada eritrécito. A concentracdo da hemoglobina presente no sangue é
de aproximadamente 13,5 a 18,0 g/dL nos homens e 11,5 a 16,0 g/dL nas
mulheres (THOMAS; LUMB, 2012; WALTEMATH, 1970).

A molécula de Hb tem um papel importante na histéria da
guimica, biologia e medicina por ser a primeira proteina a ser cristalizada
em 1849 e associada a uma funcéo fisioldgica especifica. Também foi a
primeira a ter sua estrutura descoberta através do estudo de sangue de
cavalo, no qual a oxi-Hb foi cristalizada e analisada com o uso de difracéo
de raios X por cristalografia de proteinas (PENUELA, 2005; PERUTZ et
al., 1960).
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2.1.1 Estrutura tridimensional da hemoglobina

A Hb é uma proteina de estrutura quaterndria com peso
molecular de aproximadamente 64.500 Da. Essa proteina situa-se no
interior dos eritrdcitos e é formada por quatro cadeias polipeptidicas. Mais
de 95% da hemoglobina adulta estd na forma de HbA, composta por
guatro globinas, sendo duas alfas (141 aminoacidos, sendo a valina o
N-terminal e a arginina o C-terminal) e duas betas (146 aminoé&cidos,
sendo a valina o N-terminal e a histidina o C-terminal). Aproximadamente
2,2% a 3,5% da hemoglobina humana é formada por HbA., que é também
constituida por quatro cadeias (duas o e duas 8), sendo que essa forma é
muito ineficiente no transporte do oxigénio. Cada uma dessas quatro
subunidades estd combinada com um grupo prostético denominado
“heme”, constituido por uma parte organica chamada de protoporfirina e
um atomo de ferro (Figura 2). O grupo heme possui um ion ferroso (Fe?*)
localizado centralmente que é capaz de ligar-se ao oxigénio de forma
reversivel (PERUTZ et al.,, 1960; ARNONE, 1974; PARSONS et
al.,1996).

Figura 2 - Representacdo da estrutura tridimensional da molécula de hemoglobina
com suas quatro cadeias (duas o e duas B).

Grups heme

Fonte: Adaptado de Eaton (2007).
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No desenvolvimento fetal, a captacdo de oxigénio a partir do
sangue materno € realizada por meio do desenvolvimento da hemoglobina
fetal (HbF) (Figura 3). Duas das quatro cadeias da hemoglobina fetal e do
adulto (cadeias alfa - a) sdo idénticas, mas a hemoglobina adulta tem duas
cadeias B (beta), enquanto que o feto tem duas cadeias gama (y). As
cadeias B ligam-se a0 2,3 - bifosfoglicerato, que participa na liberacdo do
oxigénio. As cadeias y ndo se ligam igualmente ao 2,3 - bifosfoglicerato
e por esse motivo possuem uma maior afinidade para com o oxigénio. Em
um ambiente restrito em oxigénio, como o da placenta, o oxigénio é
liberado da hemoglobina materna sendo captado pela hemoglobina fetal.
A hemoglobina fetal ndo é prejudicial na infancia, e nos humanos, a
substituicdo da hemoglobina fetal pela hemoglobina adulta se completa
geralmente ap6s 6 meses de vida (BAUER; KAMRAN; ORKIN, 2012).

Figura 3 - Sintese das globinas ap6s 0 nascimento do individuo.
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Fonte: Adaptado de Bauer; Kamran e Orkin, 2012.
2.1.2 O grupo heme

O grupo heme é formado por um ion de ferro presente no centro
de um anel organico, denominado de protoporfirina V. As
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protoporfirinas sdo compostos ciclicos formados pela ligacdo de quatro
anéis pirrélicos (A, B, C, D) unidos por pontes metenil (-CH=). Essa
estrutura é conhecida como participante da constituicdo da hemoglobina,
sendo também responsavel pela cor vermelha caracteristica das hemécias
do sistema sanguineo. Uma das caracteristicas das porfirinas é a formagéo
de complexos com ions metalicos que se unem ao hidrogénio dos anéis
pirrélicos, formando compostos de extrema importancia biolégica, como
a hemoglobina. Cada grupo heme se liga a uma molécula de O, de forma
ndo covalente. O atomo de ferro encontra-se geralmente no estado ferroso
(Fe?"), independentemente se 0 grupo heme se apresenta oxigenado ou
ndo. O Fe?* realiza seis ligacdes: quatro com atomos de nitrogénio no
centro do anel de protoporfirina, uma com a histidina proximal e a Gltima
ligacdo é feita com a molécula de oxigénio, formando uma estrutura
piramidal quadratica (Figura 4). Préximo ao sitio de ligacdo do oxigénio
encontra-se outro residuo de histidina, chamada de distal, que tem papel
importante na prevencdo de oxidacdo do dtomo de ferro para a forma
férrica (Fe*) e também evita que o didxido de carbono se ligue
irreversivelmente a hemoglobina. Tal aspecto é importante pois a
histidina distal, inviabiliza a disposi¢do linear do ligante CO ao plano
porfirinico. De qualquer forma, essa restricdo ndo altera a afinidade da
ligacdo com o oxigénio. Essa caracteristica aliada a ligacdo do hidrogénio
extremamente efetiva que acontece entre 0 oxigénio e a histidina distal,
favorece significamente esta ligacdo ao ion ferroso, tomando possivel o
transporte de oxigénio nos seres vivos (MOREIRA et al., 2011).

O grupo heme é sintetizado praticamente em todos os tecidos,
mas sua produgdo mais expressiva é na medula éssea e figado, devido a
necessidade de ser incorporado a molécula de hemoglobina, tendo
importancia fundamental na regulacéo da taxa de sintese de globina. Esse
complexo exerce um efeito na iniciagdo da traducéo, onde bloqueia um
inibidor da produgdo de globina. Também participa da transcricdo e
processamento do RNAm (RNA mensageiro), se estendendo para fora do
eritrGcito e participando da sintese proteica. A nivel espectrofotométrico,
apresenta um pico na regido de Soret (400-440 nm) e outros picos na
banda Q (500-650 nm) (ANDRADE et al., 2003; SCHECHTER, 2008).
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Figura 4 - Representagdo estrutural do grupo heme composto por uma porfirina
ligada a um atomo de ferro, com destaque para as histidinas proximal e distal. A
histidina distal € onde se coordena o oxigénio molecular.
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Fonte: Adaptado de PENUELA (2005).
2.1.3 Estados conformacionais da hemoglobina

A hemoglobina possui trés principais estados conformacionais:
oxi-Hb (oxi-hemoglobina), desoxi-hemoglobina (desoxi-Hb) e meta-
hemoglobina (meta-Hb). O O; liga-se reversivelmente ao grupo heme de
forma que cada molécula de hemoglobina transporta quatro moléculas de
oxigénio. Essa proteina é considerada alostérica devido a ligacdo da
primeira molécula de oxigénio ao grupo heme aumentar a afinidade pelo
0O, com os demais grupos heme. Esse fendmeno, denominado
cooperatividade, implica que a forma oxigenada (oxi-Hb) é distinta
estruturalmente da desoxi-Hb (forma desoxigenada). Assim que uma
molécula de oxigénio se liga ao grupo heme, ela aproxima ainda mais o
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ferro em direcdo ao anel de protoporfirina provocando uma mudanca na
sua conformagcdo. Esse pequeno movimento provoca uma interagao iénica
mantendo as quatro globinas juntas, alterando a estrutura quaternaria,
provocando um aumento na afinidade pelo oxigénio.

O grupo heme localiza-se numa cavidade ao lado de cada
globina. A abertura dessa passagem determina a capacidade do oxigénio
de se ligar ou ndo a hemoglobina. Na forma desoxigenada, a estrutura
quaternaria é descrita como estado tenso (T), pois 0 caminho por onde
passa 0 oxigénio é menor, dificultando o acesso da molécula ao grupo
heme. Quando ocorre a ligacdo da primeira molécula de oxigénio O, a
estrutura é alterada, provocando um relaxamento que facilita a ligacéo das
demais moléculas gasosas ao grupo heme fazendo com que a
hemoglobina se oxigene totalmente mudando sua forma quaternaria para
0 estado relaxado (R) (PARKHURST,1979; BROWN; SOON, 2013;
PERUTZ, 1990). Um esquema ilustrando a transi¢do entre as duas formas
pode ser observado na Figura 5:

Figura 5 — Representacdo das formas oxi e desoxi-Hb. a) a conformacao
desoxigenada (estado T) diminui a afinidade pelo oxigénio. b) o relaxamento
provocado pela ligagdo da primeira molécula de O, faz com que a afinidade pelo
oxigénio aumente pelo movimento das globinas permitindo a total oxigenacgéo da
hemoglobina.

a) Conformacao desoxigenada (T) b) Conformagdo oxigenada (R)
,—»cavidades
(14 0'2
C_3% \ 3 __)
By p, Heme 0,

Fonte: GEVORKIAN et al. (2015).

A forma meta-Hb corresponde a forma oxidada da hemoglobina,
na qual o atomo de ferro do grupo heme encontra-se no estado férrico,
sem a capacidade de se ligar ao oxigénio. O ferro oxidado age provocando
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uma alteracdo alostérica no grupo heme da Hb, dificultando a liberagdo
de oxigénio para os tecidos. Alteragdes congénitas e exposicao a agentes
quimicos provocam aumento da concentracdo de meta-Hb no sangue.
Porém, o organismo possui sistemas redutores naturais mantendo os
niveis de meta-Hb abaixo de 2%. A NADH metemoglobina redutase
(NADHMR), que é constituida de um conjunto de duas enzimas, o
citocromoB?5 e o citocromo B5-redutase (CB5R), corresponde a 99% da
reducdo da meta-Hb (Figura 6), transferindo um elétron do NADH para a
meta-Hb, convertendo-a em hemoglobina reduzida (BOUZIRI et al.,
2010; CHUI et al., 2005; GEBICKA; BANASIAK, 2009; RODRIGUES;
VIERA; RODRIGUES, 2011).

Figura 6 - Principal via de reducdo da meta-Hb no organismo.
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Fonte: Nascimento et al. (2008).
2.1.4 Espectro de absorcéo das diferentes formas de hemoglobina

As proteinas constituidas de um &omo de ferro
(metaloproteinas), como a Hb, possuem geralmente um valor de
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absorbancia maxima na regido denominada banda de Soret, na faixa de
400 a 440 nm, e outras de menor intensidade na regido denominada banda
Q, que fica entre 500 e 630 nm (Figura 7).

Figura 7 - Espectro tipico de absorbancia de uma metaloproteina representado
pelo pico de maxima intensidade (Soret) e pelas bandas Q correspondente aos
picos de menor intensidade.
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Fonte: Adaptado de Pye et al. (2013).

As formas de Hb sdo diferenciadas pelos picos de absorbancia
bem caracteristicos de cada estado conformacional. A meta-Hb apresenta
pico maximo em 405 nm e picos menores em 500 e 630 nm. A oxi-Hb
tem pico maximo em 415 nm e picos menores na banda Q em 541 e 577
nm. A forma desoxigenada possui pico maximo de absorbancia em 430
nm e pico menor em 555 nm (NAOUM; RADISPIEL; MORAES, 2004;
TOSQUI; COLOMBO, 2011). Os espectros de absorbancia das trés
formas da hemoglobina podem ser observados na Figura 8:
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Figura 8 - Espectro de absorcéo das diferentes formas de hemoglobina. A oxi-Hb
apresenta um pico maximo de absorbancia na regido de Soret em 415 nm, porém,
a desoxi-Hb possui também um valor significativo de absorbancia nesse mesmo
comprimento de onda.
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Fonte: Adaptado de Barata et al. (2015).
2.2 AREACAO DA HEMOGLOBINA COM OXIGENIO

A hemoglobina é a proteina mais estudada desde o Ultimo século,
possuindo um papel histérico importante nas mais diferentes areas. Tal
fato incentivou o pioneirismo de pesquisadores na época a tentar
desvendar a relacdo dessa proteina com o oxigénio.

Bohr et al. (1904) determinaram que a curva de dissociacao da
hemoglobina com o oxigénio tinha comportamento sigmoidal, sugerindo,
pela primeira vez, que a ligacdo era do tipo cooperativa, ou seja, assim
gue o nimero de moléculas de oxigénio ligadas a hemoglobina aumenta,
a afinidade pelo oxigénio também aumenta (Figura 9). As quatro
subunidades da proteina comunicam-se entre si, agindo de uma forma
dependente uma da outra. Quando um grupo heme liga-se a primeira
molécula de oxigénio, processo esse que ocorre mais lentamente, ocorre
um estimulo para as outras trés moléculas interagirem com o oxigénio
mais rapidamente até atingirem a completa saturacdo (CLERBAUX et al.,
2006; PAULING, 1935).

Hill (1910) foi o primeiro a descrever a rea¢do da hemoglobina
com o oxigénio, afirmando que a hemoglobina era composta por
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moléculas contendo cada uma um atomo de ferro, mas desconhecia a
guantidade exata desses sitios reativos. Ele entdo sugeriu a equacéo (1)
para tentar explicar a forma sigmoidal da curva, supondo que a
hemoglobina se ligaria a “n” mols de Oz e que estas ligagdes ocorreriam
simultaneamente e ndo de forma sequencial.

Hb + nO2 = xHb(O2)n 1)

Figura 9 - Relacdo da porcentagem de saturacdo de hemoglobina (Y) com a
pressao de oxigénio (Poy), representando uma curva de forma sigmoidal.
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Fonte: Adaptado de Klotz (2003).

Adair (1925), através de experimentos usando pressdo osmética,
descobriu a existéncia de mais de uma molécula de ferro presente na
hemoglobina. Ele constatou que quatro grupos heme reagem
sequencialmente com quatro moléculas de oxigénio produzindo uma série
de compostos intermediarios de oxigénio (Hb, HbO,, HbOs, HbOs,
HbOs), sendo essas reacdes da hemoglobina com o oxigénio reversiveis e
cada uma com sua constante de equilibrio, conforme representado pela
Equacdes (2) a (5):
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Hb4d + 0O, = HbO,
HbO, + 0O, = HbO4
HbOs + 0O, = HbOs

HbOs + O2 = HbOg

2.2.1 Fatores que interferem na reacao da hemoglobina com o

oxigénio.

()
®)
(4)
®)

A afinidade da Hb pelo oxigénio também é modulada por
interferéncias de alguns fatores, os quais podem deslocar a curva de
dissociacéo para a direita, diminuindo a afinidade pelo O, ou para a
esquerda, provocando um aumento na afinidade pelo O, (Figura 10).

Figura 10 — Gréfico de saturagdo da hemoglobina em funcéo da presséo parcial
de oxigénio demonstrando as mudangas na afinidade da hemoglobina pelo

oxigénio provocada pelos interferente.
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Fonte: Adaptado de THOMAS e LUMB (2012).
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2.2.1.1 O 2,3-bifosfoglicerato

0 2,3-BPG esta presente nas hemécias e é altamente sensivel a
varias condicdes fisioldgicas e patoldgicas. Esse fosfato organico é
sintetizado a partir de 1,3-bisfosfoglicerato, um intermediario da
glicdlise. Uma vez que o 2,3-BPG e outros anions se ligam
preferencialmente a hemoglobina e se fixam na sua cavidade central,
estabilizam o estado T, (desoxi-Hb, baixa afinidade) fazendo com que a
afinidade pelo oxigénio diminua (Figura 11). O decréscimo da afinidade
da hemoglobina pelo oxigénio facilita a liberacdo desse gas para 0s
tecidos. Além de outros fosfatos também influenciarem a afinidade pelo
oxigénio, nenhum deles tem um efeito tdo significativo quanto o 2,3 -
BPG. Os niveis de bifosfoglicerato aumentam de forma considerével
quando os tecidos sofrem privagédo crénica de oxigénio, como ocorre em
algumas condicGes patoldgicas: hipoxia, anemia, insuficiéncia cardiaca e
adaptacdo a elevadas altitudes. Portanto, a principal funcéo do 2,3-BPG ¢
reduzir a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio, combinando-se e
estabilizando a forma desoxigenada da hemoglobina, impedindo que o
oxigénio liberado para os tecidos seja recaptado pelo eritrocito. Quando a
primeira molécula de oxigénio se liga a hemoglobina, o bifosfoglicerato
¢ eliminado através do rompimento das pontes salinas que foram
formadas na forma tensa da hemoglobina (SAMAJA; WINSLOW, 1979).

As variagbes na concentracdo de 2,3-BPG desempenham um
papel importante na adaptacdo de situacfes de hipdxia, sendo que essa
condicdo de diminuicdo de oxigénio provoca um aumento na quantidade
desse fosfato a nivel eritrocitario, fazendo com que a afinidade pelo
oxigénio diminua, facilitando a liberagdo de O, para os tecidos. O
aumento da producéo de 2,3- BPG permite, em poucas horas, a adaptacao
em altitudes acima de 2.000 m do nivel do mar, onde o ar é mais rarefeito.
Nas anemias, 0 seu aumento é um dos mecanismos adaptativos mais
importantes (BENESCH; BENESCH; YU, 1968; GRAY, 1974;
KLOCKE, 1972; MILLER; BAEHNER, 1995; MULQUINEY;
KUCHEL, 1999; STORZ; MORIYAMA, 2008).
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Figura 11 - Ligacdo da molécula de 2,3 — DPG a hemoglobina: a) forma
oxigenada da hemoglobina sem a presenca do fosfato orgénico; b) ligacdo do
bifosfoglicerato ao centro da hemoglobina pressionando o grupo heme de cada
cadeia a liberar a molécula de oxigénio com objetivo de impedir a sua receptacao.

a) Estado (R) sem BPG b)Estado (T) com BPG

Grupo heme Grupo heme

Oxi-hemoglobina Desoxi-hemoglobina

Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).
2.2.1.2 AlteracGes do pH

O aumento da acidez do plasma provoca uma gqueda na afinidade
da Hb por oxigénio. A reacdo entre 0 CO; e a H20, representada na
Equacdo 6, é rapidamente catalisada pela enzima anidrase carbonica (CA)
dentro do eritrocito. O acido carbbnico (H2COs) resultante dessa reacéo
se dissocia em hidrogénio (H*) e bicarbonato (HCOj3’). A maior parte do
CO; nédo se apresenta dissolvida no sangue, mas combinada com agua
formando bicarbonato.

CO,+ H,O0 2 H,CO; =& H*+ HCOs (6)

A afinidade da hemoglobina pelo oxigénio também ¢é
influenciada pelo pH devido as ligacdes entre O, ions H" e CO,, fazendo
com que a curva de dissocia¢do do oxigénio-hemoglobina seja desviada
para esquerda ou para direita. Esse mecanismo, denominado efeito Bohr,
possui um efeito muito importante, pois promove o carregamento de
oxigénio nos pulmdes e liberacdo nos tecidos para manter o pH
plasmético. Tal fenbmeno é ocasionado pelas variagdes do dioxido de
carbono e dos ions hidrogénio sanguineos, que aumentam a oxigenagao
sanguinea nos pulmdes, bem como a liberacdo de O, das hemécias aos
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tecidos. Esse fendmeno pode ser explicado segundo o principio de Le
Chatelier aplicado a reacdo apresentada na Equacéo 7:

Hb(O2)s = Hb + 40, (7

Quando o equilibrio se desloca para a esquerda (nos pulmdes), o
CO; difunde-se do sangue para os alvéolos pulmonares reduzindo o
H.COs no sangue e a oxigenacao dos tecidos leva a liberagdo de ions
hidrogénio, diminuindo sua concentracdo. Essa curva de dissociacdo do
O, com a Hb pode ser explicada pela reducdo da Pco2 € 0 aumento de Poy
(oxi-Hb - carater acido da Hb alta afinidade O;). No efeito oposto (curva
desviada para a direita), a reagdo esta ocorrendo nos capilares e os ions
H+ estdo promovendo a liberagio do O para os tecidos. A medida que a
Po. abaixa (desoxi-Hb - carater basico da Hb, baixa afinidade O,), a
concentracdo de CO, e H* aumenta (CAMPBELL et al., 1920;
CLERBAUX et al., 1986; GEERS; GROS, 2000; NIKINMAA, 1997).

2.2.2.3 Temperatura

A ligacdo da hemoglobina com o oxigénio € exotérmica. O
aumento da temperatura corporal, como no caso de uma febre, altera o
equilibrio da reacdo, movimentando a curva para a direita e fazendo com
gue ocorra uma diminuicdo na afinidade pelo oxigénio. J& em casos de
hipotermia, onde ha diminuicdo acentuada da temperatura corporal, a
curva é movida para a esquerda, promovendo uma maior afinidade pelo
oxigénio (REEVES, 1980; ANDERSEN et al., 1984).

2.2.2 Experimentos para estudo da reacdo do oxigénio com a
hemoglobina

Apesar dos primeiros trabalhos datarem do século passado,
poucos estudos tém sido realizados com relagdo a andlise da cinética da
reacdo da hemoglobina com o oxigénio. Um dos principais motivos para
essa defasagem é a alta velocidade com que essa reacdo ocorre
(KHORASSANI et al.,2011).

A hemoglobina foi a proteina chave nos estudos de cinéticas
rapidas, exigindo o desenvolvimento de novas técnicas para seu estudo
cinético. No entanto, poucos trabalhos foram realizados com a ligacéo da
hemoglobina ao oxigénio. Inicialmente, os experimentos foram
realizados utilizando o mondxido de carbono (CO), que se liga a
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hemoglobina em uma velocidade muito inferior & do oxigénio, sendo
muito mais facil de ser monitorada.

Segundo Gibson (1959), as dificuldades encontradas no estudo
cinético da hemoglobina com o oxigénio eram devido ao fato de as
constantes de velocidade de dissociacdo (Kofr) € ligagdo (Kon) do oxigénio
serem muito altas, necessitando de equipamentos de mistura rapida com
um tempo morto inferior a 1 ms. Outros problemas referentes a técnica de
mistura rdpida foram relatados, tais como o aumento brusco de
velocidade, ocorréncia de cavitacdo e viscosidade da mistura.

O desenvolvimento de equipamentos de mistura rapida mais
eficazes, aliado ao estudo hidrodindmico dos fluidos e a evolucdo dos
métodos espectrofotométricos promete solucionar as limitacdes
encontradas na época e traz de volta o método de mistura rapida de fluxo
interrompido como importante aliado no estudo de reacGes de grande
complexidade. Além disso, essa técnica é a mais utilizada devido a
facilidade de se trabalhar praticamente com qualquer tipo de reacéo e
também pelo fato de se utilizar uma quantidade muito pequena de
amostra, na ordem de microlitros (FRESKGARD; BERGENHEM;
CARLSSON, 1992).

2.2.2.1 A desoxigenacdo da hemoglobina com o uso de ditionito de
sodio

A desoxigenacdo da oxi-Hb pelo uso de ditionito de sddio (DTS)
em excesso vem sendo usado desde os primeiros trabalhos realizados pelo
método de mistura rapida por Hartridge e Roughton (1923). O DTS é o
reagente mais comum empregado na desoxigenacao dos pigmentos heme
e vem sendo amplamente utilizado nos mais variados processos
bioquimicos.

O motivo pelo uso frequente desse sal € devido a capacidade dele
remover completamente o oxigénio de heme proteinas e também ao fato
de poder ser admitido que os produtos gerados ndo produzem artefatos
durante a reagdo. Outro fator importante é que ele aparentemente ndo
afeta a estrutura da hemoglobina nativa (WIREKO; ABRAHAM, 1992).

O uso desse agente redutor é encontrado em trabalhos de reducéo
de enzimas, estudos de transferéncia de elétrons de proteinas e na reacéo
cinética de dissociacdo da oxi-Hb (MCKENNA; GUTHEIL; SONG,
1991).

Apesar de ser bastante empregado nos mais variados tipos de
experimentos, 0 mecanismo de reducdo do DTS é pouco conhecido e deve
ser utilizado com cautela pelos pesquisadores. Embora esse composto ndo
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interfira nos experimentos onde é usado para desoxigenar a oxi-Hb, é
importante salientar que o mesmo em, grande excesso, pode afetar os
resultados obtidos devido a variacdo de pH provocada pelo carater acido
do mesmo (ABRAHAM et al.,, 1984; COX; HOLLAWAY, 1977,
LAMBETH; PALMER, 1973).

2.3 0 METODO DE MISTURA RAPIDA
2.3.1 Método de mistura rapida com fluxo continuo

O desenvolvimento de um método de mistura rapida de fluxo
continuo, capaz de mensurar a reacdo entre enzima e substrato, foi
introduzido por Hartridge e Roughton (1923) para estudo da reacdo entre
a hemoglobina e o oxigénio. O método, denominado de fluxo continuo,
também serviu como hase para 0s experimentos de Adair (1925), que foi
um dos pioneiros a desvendar os sitios de ligagdo da hemoglobina. Nessa
técnica, os reagentes sdo armazenados em dois tubos e injetados de forma
tangencial sob determinada pressdo para um misturador dentro de uma
camara de mistura. Em seguida, a solugdo passa sob fluxo continuo por
um tubo de observacdo, onde se analisa 0 espectro de absor¢do em
diferentes pontos ao longo do comprimento tubo. Como a velocidade do
fluxo é constante, cada medida de distancia corresponde a um intervalo
de tempo apo6s a mistura (Figura 12). Embora esse método funcionasse
razoavelmente bem, ele possuia um tempo morto (periodo de tempo que
a solucdo levava para ir do misturador até o ponto de observacao)
relativamente grande. Portanto, a observacéo dessas mudancas ocorridas
no espectro da mistura durante os experimentos de fluxo continuo
necessitava de um periodo grande de tempo para ser avaliada, tornando
tal técnica pouco vidvel para reagdes muito rapidas. Outro ponto negativo
importante de ser destacado era a grande quantidade de reagentes
utilizados por experimento.

Embora com limitagdes, essa técnica foi utilizada com sucesso
por alguns pesquisadores. Millikan (1936) fez algumas modificages na
técnica de mistura rapida a fim de viabilizar o transporte do equipamento,
diminuindo o seu tamanho e tornando-o portatil, possibilitando o seu
deslocamento para os mais diversos lugares. Esse aprimoramento
facilitou sua pesquisa, a qual foi fundamentada empregando pigmentos
heme de ovelhas nos seus experimentos. Chance (1940) aprimorou o
método acelerando o fluxo com o uso de um sistema com multijatos de
mistura. Tais alteracGes, aliadas a introdugdo do espectrofotémetro,
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reduziram drasticamente o tempo morto para a ordem de milissegundos
(KHORASSANI et al., 2015).

Figura 12 - Representacdo do método de mistura rapida de fluxo continuo. O
oxigénio e as hemdcias sdo injetados sob uma vazdo volumétrica constante em
dois tubos ligados a um misturador conectado por um longo tubo capilar de
observagdo. A andlise Optica da mistura é realizada em determinados pontos ao
longo do comprimento do tubo que séo convertidos em intervalos de tempo.

Método optico de andlise

Hemacias
A

——> Descarte

N\ a0

Camera de
mistura Y Tubo de observagdo

Oxigénio

Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).

2.3.2 Método de mistura rapida com fluxo interrompido (Stopped
flow)

O método de fluxo interrompido foi primeiramente proposto por
Chance (1940) ap6s vérias modificagBes no método de fluxo continuo,
com o objetivo de economizar reagentes e possibilitar a leitura de reagdes
cinéticas que acontecem de forma muito rdpida. A quantidade de
reagentes utilizada por esse processo foi reduzida a uma porgdo muito
pequena, da ordem de mL, que foi obtida através da introducéo da seringa
de frenagem ou parada adicionado ap6s a cAmera de mistura do sistema.
Tal inovagdo foi implementada por Gibson e Milnes (1964), que
popularizam o método anteriormente restrito a grandes laboratérios.

Nessa técnica, as solucdes sdo colocadas em reservatorios e
injetadas rapidamente (milissegundos) em uma camara de mistura, onde
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comecam a reagir. Logo apds, a mistura é movida para uma célula
espectrofotométrica e, finalmente, chegam a seringa de frenagem,
interrompendo o fluxo. Essa seringa, ao ser preenchida com a solucéo,
move seu émbolo, ativando o bot&o trigger (gatilho), dando, assim, inicio
imediato a aquisicdo dos dados de absorbancia em funcdo do tempo
(Figura 13).

Figura 13 - Diagrama de funcionamento do método de mistura rapida com fluxo
interrompido. Os pistdes (1) movem os reagentes das seringas (2) para dentro dos
reservatorios para serem misturados rapidamente na célula de mistura (3). Ao sair
da célula de mistura, a solugdo move-se para uma seringa de frenagem (4),
enchendo-a. O movimento do émbolo (5) dessa seringa ativa o sensor de parada
(7) acionando o trigger (6) que dé inicio a aquisi¢do de dados de absorbancia pelo
leitor dptico (8).

2)5eringas

6)Trigger
5) Embolo
/ EI 8) Leitor
!c’:ptico
% 1)Pistoes
'L-EE 1 v
2 4

- [

4) Seringa w

Reservatario

7) Sensor de parada

|
|
‘ 3) Célula de mistura

Fonte: Adaptado de Harvey e Borcherdt (1972).

O método de fluxo interrompido necessita de uma série de
componentes para o seu perfeito funcionamento:

a) Fonte de luz: a fonte de luz geralmente é constituida por uma
lampada Xe-Hg (xen6nio acrescida de mercurio). Esse tipo de
lampada, chamada simplesmente de lampada de xenonio, é
acionada por eletricidade do tipo descarga de alta intensidade,
sendo denominada de HID (High Intensity Discharge). Esse
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tipo de fonte de luz é composto por dois eletrodos
confeccionados em um bulbo separados por uma minima
distancia (milimetros), formando um pequeno arco voltaico
que, apesar do tamanho reduzido, emite uma luz de alta
intensidade (Figura 14). O bulbo é preenchido com gas xen6nio
(acrescido de Hg), tornando-se ionizado e atingindo alta
pressdao. Sdo empregadas em diversas aplicacdes, sendo
utilizadas amplamente em equipamentos espectrofotdmetros.
Possuem uma intensidade de luz muito proxima e similares a
luz solar, sendo utilizados, inclusive, em aplica¢des medicinais
(BIO-LOGIC SCIENCE INSTRUMENTS, 2014; MANSUR et
al., 2004; PARANHOS; LOPEZ-RICHARD; PIZANI, 2008).

Figura 14 - Lampada de xendnio acrescida de mercurio (Hg): a) estrutura
interna dos componentes da lampada com seus dois eletrodos (anodo e
catodo) dentro de um bulbo preenchido de Hg; b) intensidade de emisséo
de luminosidade da lampada.

2000 180° 460

Terminal positivo e

(@)

Anodo

Bulbo

Xendnio com
VapordeHg .

Condutor

Cétodo

Terminal negativo

5 10 20 30 40 50

Fonte: Adaptado de Davidson (2016).

b) Monocromador: monocromadores sdo equipamentos 6pticos
com a funcéo de selecionar através de varias faixas do espectro
de emissdo de luz apenas um comprimento de onda. O
comprimento de onda da luz transmitida através do
monocromador pode ser alterado pelo usuario. Uma fonte de
luminosidade ao passar pelo monocromador forma uma luz
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cujo comprimento de onda é ajustdvel para andlises de
fluorescéncia ou absorcéo.

¢) Unidade de manipulacdo de amostra: esse compartimento
deve misturar rapidamente os reagentes dentro da camara de
mistura, coordenando a parada do fluxo € o inicio da deteccéo.

d) Sistema de deteccdo: o sistema de deteccdo geralmente é
composto por um ou mais tubos fotomultiplicadores com a
capacidade de analisar as alteragdes em absorbancia,
fluorescéncia ou outro modo de detec¢do suportado pelo
equipamento. Pode conter ou ndo um fotodiodo para analises
de varredura em diferentes comprimentos de onda.

e) Computador e software de controle do equipamento: o
software é responsavel pelo controle da maioria das funcdes do
equipamento, como: quantidade de reagentes, vazdo
volumétrica, tempo de leitura, inicio da aquisi¢do de dados e
controle dos motores. E responsavel também pela anélise dos
dados e, em alguns casos, também pelo ajuste dos dados
obtidos.

f) Banho circulatério com controle de temperatura: o controle
de temperatura é essencial em analises cinéticas. O banho
circulatério mantém a temperatura do equipamento e dos
reagentes termicamente controladas.

A principal vantagem de se usar o fluxo interrompido é a
economia de reagentes e a possibilidade de monitorar a rea¢do durante
todo o processo em que ela ocorre. Porém, essa metodologia apresenta
um fator limitante chamado “dead time” ou TM, que é o tempo necessario
para que ocorra a mistura e o inicio da aquisic¢do dos dados. O TM médio
dos equipamentos presentes no mercado é de 2 ms. Equipamentos
modernos, como o SFM 4000/S, quando equipados com seringas
pressurizadas e com microcubeta especializadas, reduzem esse periodo
para cerca de 0,25 ms (BATISTELA, 2006; CLARKE; KHALID, 2015).






3 MATERIAIS E METODOS

Para a padronizacdo da desoxigenacdo da Hb pelo método de
fluxo interrompido, foi necessaria a elaboracdo de um protocolo
experimental detalhado que descrevesse passo a passo todas as etapas
para a realizacdo dos experimentos. A meta-Hb humana foi reduzida
inicialmente a oxi-Hb apds passagem pela coluna de cromatografia
liquida de filtracdo em gel de exclusdo (Sephadex G-25), seguido de
didlise para retirada do excesso de DTS presente na amostra €
guantificacdo pelo método de Drabkin. A seguir, todas as reacfes de
desoxigenagdo foram realizadas no equipamento Stopped Flow Mixer
4000/S (SFM — 4000/S). Os materiais e métodos para a realizacdo dos
procedimentos acima descritos estdo detalhados a seguir.

3.1 MATERIAIS

O presente trabalho experimental foi elaborado com o uso dos
seguintes materiais e equipamentos descritos abaixo:

e Coluna de vidro (80 cm x 2,5 cm);

¢ Resina Sephadex G-25 (SIGMA ALDRICH);

e Seringas descartaveis de volume de 10 mL;

e Tubos Falcon de volume de 10 mL;

e Membrana de dialise com poro < 64.000 Da do fabricante
Spectrum Laboratories;

o Descarpack;

e Espatula de metal;

¢ Bastdo de vidro;

e Béquer de 50mL e 100 mL;

e Suporte com garra universal;

¢ Proveta de 1000 mL;

e Micropipeta de volume variavel;

o BalGes volumétricos de 5, 10, 250 e 500 mL;

o Kit de hemoglobina do fabricante Labtest Diagnostico S.A.

Equipamentos utilizados:

e Equipamento de mistura rapida Stopped Flow Mixer (SFM
4000/S);
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o Espectrofotdbmetro Spectramax Plus 384 (MOLECULAR
DEVICES);

e Destilador de bancada;
o Agitador.

Os reagentes e solucdes necessarios ao desenvolvimento do
experimento:

e Agua destilada;

e TAMPAO Hepes 50 mM pH 7.4: O Hepes é considerado
um dos melhores tampdes para uso biolégico e vem sendo
largamente utilizado em experimentos pois se compara ao pH
fisiolégico, que fica em torno de 7.36, e também por nao ser
considerado toxico para a cultura de células. Possui também
alta solubilidade em agua e é amplamente recomendado para
uso em andlise de proteinas. A solucdo Hepes (N-(2-
hidroxietil)  piperazina-N’-(2-4cido  etanosulfénico) foi
escolhida de acordo com 0s experimentos de Tsuruga et al.
(2010) e Weber et al. (2013). Foram também realizados varios
testes e 0 composto Hepes apresentou melhores resultados em
nossos experimentos quando comparado aos resultados do
tampado fosfato.

e Ditionito de Sodio (NazS;0.): Esse composto, também
conhecido como hidrossulfito de sédio, € um pd branco de
aparéncia cristalina e leve odor de enxofre. E o reagente mais
comum e 0 mais apropriado para ser utilizado tanto para a
desoxigenagdo quanto para reducdo de heme pigmentos como
a hemoglobina. Nos experimentos de reducdo, age como um
potente redutor, transformando a forma meta-Hb (Fe*®) na
forma hemoglobina (Fe*?). Esse sal sddico também remove o
oxigénio da oxi-Hb e, por esse motivo, é utilizado até hoje em
experimentos de desoxigenacdo de proteinas (DALZIEL;
O‘BRIEN, 1957; MCKENNA; GUTHEIL; SONG, 1991).

¢ Meta-hemoglobina liofilizada ETA- H7379 (SIGMA
ALDRICH): A meta-Hb é uma variagdo da hemoglobina que
se encontra no estado férrico (Fe**) e ndo se liga ao oxigénio.
Apos liofilizada apresenta-se na forma de um po6 de cor
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marrom escuro e deve ser preferencialmente diluida em agua
ou tampdo em uma concentragdo de 20 mg/mL, conforme
recomendaces do fabricante.

3.2 METODOS
3.2.1 Obtencéao da Oxi-Hemoglobina Pura (stripped)

O processo de obtencéo da hemoglobina, de modo que seja
possivel a realizacdo do experimento de liberacdo do oxigénio,
consiste de algumas etapas conforme descritas no fluxograma da
Figura 15:

Figura 15 - Fluxograma contendo todas as etapas da obtencdo da hemoglobina
pura.

Redugdo da meta-hemoglobina |
(resina Sephadex G-25)

Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).
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3.2.1.1 Reducéo da meta-hemoglobina pela filtracdo em coluna
Sephadex G-25

A resina Sephadex G-25 é recomendada para a maioria dos
experimentos de separacdo de proteinas globulares pois apresenta
excelente resultado na remocdo de sais e outros contaminantes. O
principio de funcionamento da resina de gel de filtracdo por excluséo
molecular consiste em separar 0s componentes de uma amostra em dois
grupos, sendo o primeiro contendo as substdncias de maior peso
molecular, que sdo excluidos do gel e eluem primeiro. Ja 0s compostos
do segundo grupo, de menor peso molecular ficam aderidos aos poros da
resina para serem eluidos por dltimo (Figura 16) (SIGMA ALDRICH).

Figura 16 — Coluna de resina Sephadex G — 25.

Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).
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A coluna de Sephadex G-25 foi preparada com uma altura de 25
cm de resina empacotada em uma coluna de vidro (80 cm x 2,0 cm),
equilibrada com tampdo HEPES pH 7.4, usado como eluente. Em
seguida, foram adicionados 2 mL do mesmo tampao contendo 200 mg de
ditionito de sédio (Na2S204) (BENESCH; BENESCH; YU, 1968;
DIXON; MCINTOSH, 1967; WEBER; FAGO; CAMPBELL, 2014). A
meta-Hb (cor castanho escuro) desce rapidamente, entrando em contato
com o agente redutor, resultando em desoxi-Hb (cor pdrpura), conforme
exemplificado na Figura 17:

Figura 17 - A meta-Hb (cor castanho escuro) é reduzida a oxi-Hb (cor vermelho)
apos contato com DTS. Os fosfatos ficam aderidos aos poros da resina durante a
passagem da amostra pela coluna.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).

O processo de reducdo da meta-Hb ao reagir com o agente
redutor ditionito de sddio pode ser demonstrado conforme Equacédo (11):

Meta-Hb (Fe®*") + DTS (red.) --> Hb (Fe?*) + DTS (oxid.) (11)
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3.2.1.2 Didlise da hemoglobina

A dialise da hemoglobina foi realizada através do uso de uma
membrana de corte de 30 kdA (Spectrum Laboratories) colocada em
becker contendo tamp&o Hepes 50 mM pH 7,4 e mantida sobre agitacéo
no refrigerador sob temperatura controlada durante 24 h, sendo realizadas
trés trocas de tampé&o nesse periodo. Esse processo retira o ditionito em
excesso na solugdo de hemoglobina, que atravessa o poro da membrana e
permanece no tampéo, mantendo a solucdo de hemoglobina isenta desse
contaminante (Figura 18) (WEBER et al., 2013).

Figura 18 - Procedimento de dialise da Hb. O excesso de ditionito de sodio
presente na amostra atravessa o poro da membrana de tamanho 30 Kda e
permanece misturado ao tampao na parte externa da membrana.

Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).

3.2.1.3 Dosagem da Hemoglobina

A concentragdo da hemoglobina foi obtida pelo método de
Drabkin usando o kit de dosagem de hemoglobina Labtest. O kit é
composto por um reagente de cor (ferrocianeto de potassio + cianeto de
potassio + surfactante) mais um padrdo de hemoglobina com
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concentracdo conhecida. O principio desse método consiste na oxidacdo
do atomo ferroso (Fe?*) do grupo heme da hemoglobina ao estado férrico
(Fe**) pelo ferrocianeto (reagente de cor), formando hemiglobina (Hi)
gue, combinada com o cianeto ionizado, produz cianeto de hemoglobina
(HICN), o qual é medido em comprimento de onda de 540 nm
(DRABKIN; AUSTIN, 1935). O procedimento realizado foi de trés
diluicbes para a amostra de hemoglobina e outras trés para o padrdo que
acompanha o kit. Em seis tubos Falcon (3 amostras + 3 padrdes) foram
acrescentados 5 mL de reagente de cor em cada um deles (Figura 19). Nos
trés frascos correspondentes as amostras foram adicionados 20 uL de
hemoglobina e nos demais 20 pL do padrdo de Hb (LABTEST
DIAGNOSTICO S.A).

Figura 19 — Sequéncia das dilui¢gdes para determinacgdo da concentracdo de Hb
pelo método de Drabkin

iii iii—lo

—— —— —— [ 5mL

Padrdo Amostras

Reagente de cor 5,0mL Reagente de cor | 5,0mL

Padrdo 20 pL Hemoglobina 20uL

Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).

Apds a homogeneizacdo de cada um dos tubos individualmente,
foi respeitado o tempo de 5 min (conforme recomendacéo do fabricante)
para a realizacdo da leitura no espectrofotdmetro Spectramax Plus 384
acertando o zero com o reagente de cor. O célculo da concentracdo deve
ser feito utilizando o produto Padrdo de Hemoglobina:



56

Absorbancia da amostra (média)

Hb (g/dL) = 10" x (12)

Absorbancia do padrao (média)
* Concentragdo do padrdo de hemoglobina = 10g/dL.
3.2.1.4 Espectro de absor¢do da hemoglobina

A solucdo da hemoglobina foi submetida a analise através de
varredura nos comprimentos de onda de 390 a 650 nm no
espectrofotdmetro Spectramax Plus 384 (Molecular Devices) para
verificacdo do processo de conversdo para oxi-Hb. As formas de
hemoglobina sdo diferenciadas pelos picos de absorbancia bem
caracteristicos de cada estado conformacional. A meta-Hb apresenta pico
maximo em 405 e picos menores em 500 e 630 nm. A oxi-Hb tem pico
méaximo em 415 nm e picos menores na banda Q em 541 e 577 nm A
forma desoxigenada possui pico maximo de absorbancia em 430 nm e
pico menor em 555 nm (NAOUM; RADISPIEL; MORAES, 2004;
TOSQUI; COLOMBO, 2011).

3.2.2 O método de fluxo interrompido do equipamento SFM 4000/S

Diferente do modelo apresentado anteriormente na Figura 13, o
SFM 4000/S apresenta uma valvula de parada ao invés da seringa de
frenagem. Essa valvula destaca-se como grande inovacéo tecnoldgica nos
equipamentos de fluxo interrompido atualmente comercializados. O
funcionamento desse novo sistema, denominado “hard stop” ou parada
brusca, ocorre por meio da sincronizacéo entre os motores dos pistfes que
fecham a valvula simultaneamente ap6s 0s motores pararem e
interrompem o fluxo, amenizando com isso a formacéao de bolhas. Nessa
técnica, as solucBes sdo colocadas em reservatorios e injetadas
rapidamente (milissegundos) para uma camera de mistura, onde o fluxo é
interrompido por meio de uma valvula que é fechada automaticamente
pelo software do equipamento, dando inicio imediato a aquisicdo dos
dados de absorbancia em fungédo do tempo (Figura 20).
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Figura 20 - Representagdo do conjunto de componentes do equipamento Stopped
Flow Mixer (SFM-4000/S): a lampada Xe (Hg) de 150 W (1) emite luz de alta
intensidade que incide até 0 monocromador (2), o qual possui o0 comprimento de
onda (3) fixo que é selecionado pelo usuario. O cabo de fibra dptica (4) é
responsavel pelo transporte da luz até a microcubeta (5). Os reagentes sdo
injetados pelas seringas (6) rapidamente para uma cadmara de mistura, através de
uma eletrovalvula que compde o sistema de parada brusca chamado hard stop (7)
interrompendo o fluxo e iniciando aquisi¢cdo dos dados no computador (8) pelo
software.

MISTURADOR DE FLUXO INTERROMPIDO (SFM4000/S) ‘

8. Computador

Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).

O tempo entre a mistura e o inicio da aquisi¢do de dados €
chamado de “dead time” ou tempo morto (TM). Esse periodo ¢ o fator
mais importante da técnica e faz com que o equipamento SFM- 4000/S,
da empresa francesa Bio-Logic Science Instruments, seja 0 mais rapido
do mercado.

Em equipamentos usados em trabalhos anteriores esse tempo era
de cerca de 2 ms. Nos modelos atuais, tais como o utilizado no presente
estudo, o tempo morto fica em torno de 0,4 ms e, dependendo do tipo de
microcubeta, pode chegar a 0,25 ms. A microcubeta é um recipiente
confeccionado em quartzo, com bordas escuras, composta por dois
caminhos opticos (0,08 cm em ambas as direcdes), irradiada por uma luz
(I&mpada de xendnio - acrescida de mercurio de 150 W). Essa iluminacéo
é fornecida pelo sistema éptico MOS/200. O MOS/200 é composto pela
lampada (Xe-Hg) e por um monocromador onde é selecionado o
comprimento de onda desejado. A luz monocromatica é transmitida por
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um cabo de fibra Optica até a microcubeta dentro da cabeca de observacéo.
O controle do tubo fotomultiplicador e a filtragem do sinal é realizada
pelo dispositivo PMS-250 (“Photomultiplier control unit”).

Conforme ja citado, durante os experimentos foi utilizada a
microcubeta de absorbancia (UFC-08), que é, segundo o fabricante, uma
das mais eficientes do mercado. O tempo morto obtido foi de 0,4 ms.

A prética de fluxo interrompido pode ser utilizada para medir
reacBes na escala de milissegundos (107 s) e também permite trabalhar
com quantidades muito pequenas (na ordem de pL) de reagentes
(BATISTELA etal, 2006; FRESKGARD; BERGENHEM; CARLSSON,
1992).

3.2.2.1 Curvas de calibracéo

A curva de calibracdo da oxi-Hb foi obtida através das medidas
de absorbéancia de diferentes concentracbes da hemoglobina oxigenada
avaliadas no prdprio equipamento. O procedimento de leitura foi efetuado
através da utilizacdo de uma seringa contendo oxi-Hb no compartimento
3 com diferentes diluigdes (2; 5; 10; 12; 15; 20; 25; 30; 40; 50 e 60 uM)
em tampdo Hepes. Para cada concentracdo de proteina utilizada eram
efetuados alguns disparos e o resultado obtido era uma reta com a
absorbéancia correspondente para cada amostra analisada. Os dados de
concentragdo em funcdo de absorbancia foram plotados graficamente e
fez-se uma regressdo linear para obtencéo da equacgéo da reta que melhor
se ajustava aos pontos experimentais no software Origin®.

Os pontos para a curva de calibracéo da desoxi-Hb foram obtidos
usando os valores finais de absorbancia apds o término da reacdo para
diferentes concentragdes iniciais de oxi-Hb no comprimento de onda de
415 nm. Para isso, considerou-se que a reacdo de desoxigenacdo da
hemoglobina com o DTS é completa, conforme Jorge (2013).

3.2.2.2 Padronizacéo do experimento de desoxigenacao da oxi-
hemoglobina b no SFM 4000/S

Para a padronizacdo dos experimentos de desoxigenacdo foram
adotados os seguintes passos (Figura 21):

a) Determinacdo da quantidade de hemoglobina a ser usada:
as concentracdes iniciais de oxi-Hb utilizadas foram de 10; 20; 30; 40 e
50 uM (quantificagdo feita por espectrofotometria usando o reagente de
Drabkin no comprimento de onda de 540 nm). ConcentragcBes maiores



59

foram utilizadas, porém apresentaram problemas de mistura e
entupimento do equipamento, resultando numa mistura viscosa e
ineficiente.

b) Determinacdo da quantidade de ditionito de sédio: a
concentracdo de DTS utilizada para desoxigenar a oxi-Hb foi de 8,62 mM
que, ao ser misturada no equipamento na proporcao de 1:1, resultou numa
concentragéo de 4,31 mM. Seguindo os dados de trabalhos anteriores
encontrados na literatura, foram testadas paralelamente algumas
concentracbes de ditionito de sodio: 46; 26; 8,62; 6,0 e 2,6 mM
(BRITTAIN; SIMPSON, 1989; COIN; OLSON, 1979; JIA et al., 2004;
JORGE, 2013; HOLLAND; SHIBATA, PIIPER, 1985). Entretanto, a
concentracdo ideal, de menor viscosidade e melhor mistura para o
processo de desoxigenacao da oxi-Hb foi a utilizada por Jia et al., (2004)
de 8,62 mM. Em concentracbes maiores de DTS foi observado o
surgimento de aumento de viscosidade na solucdo, dificultando o
processo de mistura rapida dos reagentes.

¢) Vazdo volumétrica (total flow rate): é a vazdo (mL/s) em que
0s reagentes serdo injetados no misturador, gerando a mistura que sera
analisada posteriormente na microcubeta. O equipamento SFM 4000/S
suporta uma vazdo maxima de 16 mL/s, sendo 8 mL/s por seringa. No
entanto, velocidades muito altas podem gerar a ocorréncia de cavitagdo
(bolhas) e misturas ndo homogéneas. Foram realizados varios disparos
comegando com a velocidade méaxima e, entre cada teste, a vazao era
diminuida até que se obteve a vazao volumétrica ideal de 9 mL/s. Esse foi
um aspecto importante durante o procedimento de padronizagdo para
obten¢do de uma mistura mais homogénea, amenizando a ocorréncia de
possiveis interferentes.

d) Quantidade de reagentes na microcubeta (total
volume/shot): o volume total de solugdo a ser injetada na microcubeta
deve garantir a limpeza do caminho entre o misturador e a microcubeta
(volume morto) e também substituir completamente o liquido presente na
microcubeta referente ao disparo anterior. Esse procedimento garante que
a solucdo analisada corresponda somente a mistura do disparo atual. O
software estabelece automaticamente uma quantidade minima trés vezes
maior que o volume morto, sendo a configuracdo mantida em 150 pL na
proporgdo de 1:1 pL de ditionito de sédio.

e) Tempo morto estimado (estimated dead time): o tempo entre
a mistura e o inicio da aquisicdo de dados é chamado tempo morto (TM).
Esse tempo é proporcional a vazdo volumétrica, pois € o periodo
necessario para que a mistura percorra o centro do Ultimo misturador (M3)
até o centro da microcubeta, para entdo ser atravessada pelo feixe de luz
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e dar inicio a aquisicdo dos dados de absorbéncia em funcdo do tempo.
Quanto menor for o TM, maior serd a capacidade de leitura do
equipamento nos primeiros instantes da reacdo. Porém, um elevado valor
de vazo com objetivo de diminuir o TM pode ocasionar interferéncias,
como a formacéo de bolhas, resultando em misturas ndo homogéneas. O
TM do presente estudo foi ajustado para 0,4 ms, que foi o valor minimo
encontrado para garantir uma boa mistura sem ocorréncia de eventuais
interferéncias. Abaixo desse valor, o equipamento ndo produziu
resultados. Na literatura, os trabalhos realizados foram préximos desses
valores, tal como o de Jia et al. (2013), que obtiveram um TM de 1,3 ms.
Segundo Gibson (1959), para obtencdo de um resultado satisfatorio que
consiga capturar os primeiros valores de absorbancia logo nos instantes
iniciais da reacéo, € necessario que esse tempo seja inferior a 1 ms.

Figura 21 - Sequéncia de configuragdo para padronizacdo dos experimentos de
desoxigenacéo da oxi-Hb.

S

Mixing sequence

Mixing ratio Yolume Total How rate
51 il Tatal wolumne # shat 51 0 wl 0 mLdz ﬂ
2] 0 A 20 W [0 wms 90 mbis
v
s3[ 1 150 s3[ 78 o [4m0 mls J
¥

54 1 54 75w 450 mlfs Drefault
Start of data acquisition Sequence

= Atstop @ Estimated dead time : 0.4 ms

& |10 ms befare the stop

Configuration

Content of syringes Initial concentration Final concentration
Spinge 1 [ 10ml | | HEPES [ |
Syringe 2 10 ml | HEFES | |
Spinge3 [ 10ml | | DTS |  BEmM | 43mM
Spinge 4 [ 10ml | | axirHb | 20 uM | 100uM
Load | Save bz | Comments | Print | SFM Options | Cloze

Fonte: Biologic Science Instruments (2016).

f) Tempo de aquisi¢do de dados (Data Acquisition Setup): as
aquisicoes dos dados de absorbancia em funcdo do tempo foram coletadas
automaticamente pelo software que esta acoplado ao equipamento SFM
4000/S. O tempo total de observacdo da reacdo foi fixado em dois
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segundos gerando uma quantidade de 4001 pontos, significando que a
cada 500 ps era obtido um ponto no gréfico (Figura 22).

Figura 22 - Janela de configuracdo do modo de aquisi¢do de dados. O nimero
total de pontos coletados foi de 4001, sendo gerado um a cada 500 ps durante o
periodo de tempo de 2 segundos.

Data Acquisition Setup l_éz'ﬂj
Acquisition Set 1 Acquisition Set 2
Mode ‘Ahsmhance j Mode (RIS i Wi ; ]j

[ Reference

Get reference

: vov) [ o
Find
Advanced settings Time Base
[¥ Trigger @1 02 03
i Sampling Period  Start time [s] End Time [s] Mumber of Points
’—L| 500ps  ~ 0 2 4001
aK | Cancel |

Fonte: Biologic Science Instruments (2014).
3.2.2.3 Desoxigenacdo da hemoglobina no SFM 4000/S

Apobs o preparo das diluicbes das amostras de hemoglobina e
ditionito de sodio, o equipamento foi ajustado da seguinte forma: modo
avancgado; aquisicdo de dados por absorbancia. A microcubeta utilizada
foi a UFC - 08 e 0o comprimento de onda selecionado foi de 415 nm. A
oxi-Hb possui maior pico na banda de Soret (415 nm) e outros picos
menores em 540 nm e 576 nm (banda Q). Foi selecionado o comprimento
de onda correspondente a banda que emitiu 0 melhor sinal, que foi de 415
nm.

Os experimentos foram monitorados por meio de um termémetro
para se manter uma temperatura ambiente (25 °C £ 1 °C), a fim de se obter
um resultado cinético semelhante em todas as experimentacfes a serem
realizadas.

O SFM —4000/S é equipado com quatro seringas, sendo que cada
seringa apresenta um motor individual que pode tanto ser acionado de
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forma manual ou automética. Para a realizacdo dos experimentos de
desoxigenag&o da hemoglobina foram utilizadas as bombas 3 e 4 do SFM-
4000/S, conforme recomendacGes do fabricante, que aconselha que 0s
reagentes sejam usados nesses compartimentos. Nas bombas 1 e 2 foram
utilizados somente tamp&o Hepes 50 mM pH 7,4, o qual foi utilizado para
fazer o “branco” do equipamento e permanecem fechadas durante o
experimento para ndo interferirem na reagdo. O branco é essencial para
zerar a absorbancia, calibrando, dessa forma, o equipamento e garantindo
a exatiddo das leituras espectrofotométricas. Apés esse procedimento,
foram realizados disparos somente com tampao Hepes pH 7,4 onde foram
verificados a correta calibracdo do mesmo.

Na bomba 3 foi inserido DTS e nabomba 4 a oxi-Hb. Ap6s varios
testes de mistura, foram realizados um total de 20 disparos para cada
concentracdo de oxi-Hb.

A solucdo de DTS colocada na seringa S3 enche o reservatorio e
passa sozinha pelo misturador M2 chegando até o Gltimo misturador M3
(localizado sob a microcubeta) para entdo, ser misturada com a Hb
purificada. A Hb purificada que sai da seringa S4 enche o reservatério e
vai direto para o misturador M3. Em seguida, os reagentes seguem para a
microcubeta para analise final (Figura 23). Todos os disparos foram
repetidos no minimo 20 vezes para as concentragdes iniciais de 20 pM,
40 uM, 60 puM, 80 pM e 100 uM de oxi-Hb avaliadas, mantendo a
concentragdo do ditionito de sédio constante e 0 comprimento de onda
fixado em 415 nm para a reacao de desoxigenag&o.
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Figura 23 - Visualizagdo interna do equipamento SFM 4000/S com seus
respectivos misturadores (M1, M2 e M3). O primeiro misturador M1 é
responsavel pelas seringas S1 e S2 e ndo é utilizado posteriormente nos
experimentos. Os reagentes sdo colocados nas seringas S3 e S4. A solucdo de
ditionito de sédio da seringa S3 passa direto pelo misturador M2 e chega ao
Ultimo misturador M3 que esta localizado sob a microcubeta, para entdo ser
misturado com a solugéo de hemoglobina purificada da seringa S4 (oxi-Hb).

Ditionito de sodio Oxi-hemoglobina

Tampio Hepes

hot

Microc

SFM 4000/S

Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).
3.2.2.4 Anélise dos dados
3.2.2.4.1 Transformac&o dos valores de absorbancia em concentrago.

Os valores de absorbéncia foram convertidos em concentracéo
através da Lei de Beer Lambert:

A =¢gCel (13)
sendo:

A = absorbéncia,

C = concentracéo da proteina,

¢ = coeficiente de extin¢do molar,
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| = caminho dptico da microcubeta (I = 0,08 cm).

Apos a identificagdo da fase linear da curva-padrdo, obteve-se a
equacdo da reta por regressdo linear utilizando o software Origin®, que
permite estimar o coeficiente angular equivalente a - I.

3.2.2.4.2 Interferéncia da absorbancia da forma desoxigenada

Conforme a Figura 7 apresentada no presente trabalho, os
espectros de absorcdo das formas oxi-Hb e desoxi-Hb possuem valores
muito préximos uns dos outros. A forma desoxigenada possui pico
maximo em 430 nm, mas também apresenta um valor significativo de
absorcdo no comprimento de onda da forma oxigenada (415 nm). Deste
modo, a absorbancia total medida no equipamento € o resultado da soma
das absorbéncias da forma oxigenada com a forma desoxigenada da
hemoglobina (Equagdo 14):

Aotal =Aoxi-Hb +Adesoxi-Hb (14)

Sabendo que cada um dos termos da direita da Equacdo (14) pode
ser substituido por sua respectiva curva de calibracdo, obtém-se a
Equacéo (15).

Atotal = €oxi-Hb * Coxi-Hb ® | + €desoxi-Hb ® Cdesoxi-Hb ® 1 (15)

A concentracao total de hemoglobina no meio é constante e igual
a concentracao inicial. Sabendo que a hemoglobina pode estar na forma
oxigenada ou desoxigenada, a concentragdo total consiste na soma da
concentracdo dessas duas formas. Sendo assim, podemos escrever a
concentracdo da desoxi-Hb segundo a Equacdo 16.

- 0
Cdesoxi—hb - Coxi—Hb - Coxi—Hb (16)

Substituindo a Cu.s0xi—np da Equacdo (16) na Equacdo (15),
obtém-se a expressdo especificada para a C_(oxi-Hb) em funcdo da
absorbancia mensurada, de acordo com a Equacéo (17):

0
Atotal—Edesoxi—Hb * Coxi—Hb
Coxi—Hb - ; - ; (17)

€oxi—Hb~€desoxi—Hb
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3.2.2.4.3 Calculo de koff

A reacdo de desoxigenacdo da oxi-Hb, quando realizada por
intermédio de excesso de DTS, ¢é irreversivel. Globalmente,
desconsiderando a possibilidade de etapas intermediarias, essa reacao
pode ser expressa conforme a Equacédo (18):

kors
HbOs — Hb +40; (18)

A principio, a velocidade da reacdo expressa na Equagdo (18)
pode ser escrita conforme a Equacgéo (19):

dac
N Hb(03)4

r=V
dt

= koanZCI-lIb V- koffCHb(02)4 14 (19)
sendo que:
r : velocidade de reacéo;

Lup0)1 . derjyada da oxi-Hb em fungao do tempo:

Kon : constante de segunda ordem da ligacdo do oxigénio com a
desoxi-Hb;

Kotf : constante de primeira ordem da dissociacdo do oxigénio
com a oxi-Hb;

Cop, concentragdo de oxigénio na mistura;

Cyp : concentragdo de desoxi-Hb na mistura;

Cup(0,)4- CONcentragdo de oxi-Hb na mistura.

Segundo Holland et al., (1977), a reacdo da oxi-Hb com excesso
de DTS é irreversivel. Desse modo, a conversdo de oxi-Hb a desoxi-Hb
pode ser aproximada por meio de uma reagéo de pseudo-primeira ordem.
Sendo assim, a Equacao (19) pode ser simplificada a Equacéo (20).

AChp(oy)e
— = ~korrCuno,, (20)

A Equacéo (20) apresenta solucéo analitica, cujo resultado esta
expresso na Equacéo (21):
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Chb(oy), = 1i111;;i(coiczl§4 o eforfet (21)

Os valores de kot foram obtidos através do ajuste de funcbes
exponenciais as curvas de concentracdo de oxi-Hb ao longo do tempo.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 REDUGAO DA META-HEMOGLOBINA

A meta-Hb, antes da passagem pela coluna de gel Sephadex G-
25, apresentava picos de absorcdo em 405 na regido de Soret, 500 e 630
nm na banda Q. Esperava-se que, ap0s a passagem pela coluna de gel
Sephadex G-25, o ferro em estado férrico fosse reduzido ao estado ferroso
em contato com DTS, possibilitando a ligagdo do oxigénio a
hemoglobina. Durante a descida da hemoglobina pela coluna, ela entraria
em contato com oxigénio tornando-se oxi-Hb. A conversdo esperada
ocorreu, conforme pode ser observado na Figura 24 pelos espectros que
apontam picos em 415, 540 e 577 nm, que corresponde aos da oxi-Hb.

Figura 24 - Reducéo da meta-Hb a oxi-Hb apés a passagem pela coluna de gel
Sephadex G-25. A meta-Hb (linha pontilhada) é reduzida apds a passagem pela
coluna formando oxi-Hb (linha sélida) em comparagéo com a literatura (gréafico
menor).
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Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).
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4.2 DOSAGEM DA OXI-HEMOGLOBINA

A concentracdo de oxi-Hb da solu¢do mée (ap6s a purificacao),
determinada pelo método de Drabkin, foi de um valor médio em torno de
1,23 mg/dL, com um desvio padrdo de 0,1 mg/dL.

4.3 CURVAS DE CALIBRACAO

A curva padrdo da forma oxigenada da hemoglobina apresentou
um comportamento linear em todas as concentragdes utilizadas, com um
valor de coeficiente de extingdo molar de € = 0,0096 uM x cm™* (Figura
25). Convém ressaltar que, no equipamento SFM 4000/S, o caminho
Optico da microcubeta é de 0,08 cm, ou seja, bem menor do que o padrao
utilizado pela maioria dos equipamentos espectrofotométricos (1 cm).
Para a correcdo desse valor e transformacao no sistema internacional de
medidas (mM x c¢cm-1), dividiu-se o resultado pelo caminho dptico da
microcubeta obtendo um valor de £ = 120 mM™ x cm™. O coeficiente de
extingdo encontrado por Antonini e Brunori (1971) em pH 7.0 e
temperatura de 20° C, no comprimento de onda de 415 nm foi de 128
mM* x cm™. A diferenca em relagdo a literatura pode ser explicada
devido ao modo de preparacdo da hemoglobina, visto que no presente
trabalho foi utilizado tamp&o ao invés de agua, sendo também realizado
em condigBes diferentes de pH e temperatura (pH= 7,4 ¢ T = 25° C)
(ASSENDELFT; ZIJLSTR, 1975).
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Figura 25 - Curva de calibragdo da forma oxigenada da hemoglobina no
comprimento de onda de 415 nm (banda de Soret).
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Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).

Para a subtracdo da contribuicdo da absorcdo da desoxi-Hb na
absorbancia total mensurada no equipamento, foi realizada uma curva de
calibracdo para a forma desoxigenada (Figura 26). O valor do coeficiente
de exting&o para a desoxi-Hb encontrado foi de € = 0,058 uM™* x cm™.
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Figura 26 - Curva de calibracéo da desoxi-Hb no comprimento e onda de 415 nm
(banda de Soret).
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Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016)
4.4 GRAFICOS DE ABSORBANCIA EM FUNCAO DO TEMPO

Os graficos correspondentes as Figuras 27 a 31 demonstram os
dados de absorbancia em funcdo do tempo coletados diretamente do SFM
4000/S para cada concentracdo. Pode-se notar que a reacdo ocorre
rapidamente (milissegundos). O gréafico de absorbancia em fungdo do
tempo com todas as concentragdes de oxi-Hb utilizadas € representado
pela Figura 32. Um aspecto importante a ser observado é que o valor de
absorbéancia no final da reacéo fica bem distante do zero (eixo y). Tal fato
pode ser explicado devido a interferéncia provocada pela forma
desoxigenada que apresenta um significativo valor de absorbancia no
comprimento de onda de 415 nm.
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Figura 27 - Gréafico de absorbancia da oxi-Hb em funcdo do tempo para a
concentracdo de 10 pM no comprimento de onda de 415 nm (regido de Soret).
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Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).

Figura 28 - Gréafico de absorbancia da oxi-Hb em fungdo do tempo para a
concentracdo de 20 UM no comprimento de onda de 415 nm (regido de Soret).
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Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).
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Figura 29 - Gréfico de absorbancia da oxi-Hb em fungdo do tempo para a
concentragdo de 30 UM no comprimento de onda de 415 nm (regido de Soret).
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Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).

Figura 30 - Grafico de absorbancia da oxi-Hb em funcdo do tempo para a
concentracdo de 40 pM no comprimento de onda de 415 nm (regido de Soret).
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Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).
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Figura 31 - Gréafico de absorbancia da oxi-Hb em fungdo do tempo para a
concentragdo de 50 pM no comprimento de onda de 415 nm (regido de Soret).
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Figura 32 - Gréfico de absorbancia de todas as concentracfes de hemoglobina
utilizadas no equipamento SFM 4000/S no comprimento de onda de 415 nm.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).
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4.5 DESOXIGENAGCAO COMPLETA DA OXI-HEMOGLOBINA

Como a curva de calibracdo da desoxi-Hb esta apoiada na ideia
de que a reacdo de desoxigenacdo é completa, verificou-se que a oxi-Hb
foi totalmente convertida a desoxi-Hb com os respectivos picos de
absorbéncia correspondentes a forma desoxigenada da proteina (Figura
33). Os valores maximos de absorbancia em 430 e 555 nm sdo tipicos da
desoxi-Hb e sugerem, dessa forma, a total desoxigenacdo da
hemoglobina.

Figura 33 - Espectro da varredura da oxi-Hb antes da mistura (linha continua) e
apés a mistura (linha pontilhada) no SFM 4000/S, demonstrando a formagéo da
desoxi-Hb com seus picos especificos (430 e 555 nm) em comparagdo com a
literatura (grafico menor).
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Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).
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4.6 GRAFICOS DE CONCENTRACAO EM FUNCAO DO TEMPO

Os gréaficos apresentados nas Figura 34 a 38 apresentam 0s
valores de concentracdo em funcéo do tempo para cada solucdo de oxi-
Hb analisada. E possivel observar que a dindmica é coerente com a
hipdtese de reacdo irreversivel. Vale destacar que a hipdtese de reacdo
completa conduz os valores finais de concentragdo de oxi-Hb para zero.

Figura 34 - valores de concentracdo ap6s subtragdo da interferéncia
correspondente a forma desoxigenada.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).
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Figura 35 - Gréfico da concentracdo de 20 uM de oxi-Hb em fungéo do tempo

com os valores de concentragdo apds subtragdo da interferéncia correspondente a
forma desoxigenada.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).

Figura 36 - Gréafico da concentragdo de 30 UM de oxi-Hb em fungéo do tempo

com os valores de concentracdo apos subtracdo da interferéncia correspondente a
forma desoxigenada.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).
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Figura 37 - Gréfico da concentracdo de 40 uM de oxi-Hb em fungéo do tempo
com os valores de concentragdo apds subtragdo da interferéncia correspondente a

forma desoxigenada.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).

Figura 38 - Gréfico da concentragdo de 50 UM de oxi-Hb em fungéo do tempo
com os valores de concentracdo apos subtracdo da interferéncia correspondente a

forma desoxigenada.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).
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4.7 CALCULOS DE Kot

Os valores de ko foram obtidos através de um modelo de ajuste
nédo-linear realizado no software Origin® das concentragdes (10, 20, 30,
40 e 50 uM) utilizadas nos experimentos. As Figuras 39 a 43 representam
os gréficos adimensionalizados de concentracdo em funcdo do tempo com
seus respectivos ajustes e valores de koff. A adimensionalizacdo das
concentracfes foi obtida através da divisdo da concentracdo de oxi-Hb
(Chb(o,),) Pela sua concentragao inicial (C,f’,b(oz)4).

Figura 39 - Grafico adimensional da concentracdo em funcéo do tempo para a
concentracdo de 10 uM de Oxi-Hb.

0 Dados experimentais
Modelo

1,0 10 uM

0
CHb(OZ)I ! C Hb({O2)4

Tempo(s)

Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).
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Figura 40 - Gréfico adimensional da concentracdo em funcéo do tempo para a
concentragdo de 20 uM de Oxi-Hb.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).

Figura 41 - Gréfico adimensional da concentracdo em fungdo do tempo para a
concentracdo de 30 pM de Oxi-Hb.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).
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concentragdo de 40 uM de Oxi-Hb.
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Figura 42 - Gréfico adimensional da concentracdo em funcdo do tempo para a

Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).

Figura 43 - Gréfico adimensional da concentracdo em fungdo do tempo para a

concentracdo de 50 pM de Oxi-Hb.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).



81

Com o objetivo de encontrar uma curva caracteristica que melhor
represente a cinética da reacéo, foi construido o grafico da Figura 44 por
meio da sobreposi¢do de todas as curvas normalizadas das concentracdes
de oxi-Hb analisadas, utilizando o valor de kes médio obtido, que foi de
40,24 s'. E possivel observar que todas curvas possuem um
comportamento cinético padrdo independentemente da concentracio de
oxi-Hb utilizada nos experimentos.

Figura 44 — Gréafico representando a curva caracteristica para a reagdo de
desoxigenagdo da oxi-Hb utilizando o valor médio de koff de 40,24 s%.

10 ConcentragGes de oxi-Hb:

o 10uM
o 20uM
A& 30uM
o 40uM
<& 50uM

064 R — Curva caracteristica

Tempo (s)

Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).

Alguns autores obtiveram seus resultados em diferentes
condigBes experimentais empregando o método de mistura rapida com
fluxo interrompido conforme explicado abaixo:

Johnson, Adamson e Mauk (1998) utilizaram em seus
experimentos de desoxigenacdo 20 UM de HbA, (oxi-hemoglobina
humana) para 1,5 mg/mL de DTS, tampdo Tris 50 mM, pH 7,4 e
temperatura de 37 °C.

Gelderman e colaboradores. (2010) nas mesmas condigdes de
pH, temperatura e tamp&o de Johnson, Adamson e Mauk (1998) usaram
30 uM de HbA, (oxi-hemoglobina humana) para 1,5 mg/mL de DTS.
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Jia e colaboradores (2013) obtiveram sua analise experimental
em tampdo Tris 50 mM, pH 7,4 e temperatura de 25 °C, utilizando 30 uM
de oxi-Hb humana para 1,5 mg/mL de DTS.

Os valores de koff encontrados na literatura podem ser observados
na Tabela 01.

Tabela 1 - Representagdo da constante de dissociacdo (ko) € do tempo morto
(TM) utilizado no presente trabalho em comparacéo com artigos da literatura.

Autores Valores de kof (s T™ (ms)
Johnson, Adamson e Mauk 34,6 15
(1998)
38 -43 1,3
Gelderman et al. (2010)
Jia et al. (2013) 33 13
Presente trabalho 40,2 0,4

Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).

A diferenca entre os valores encontrados na literatura e o do
presente trabalho deve-se a dois motivos principais. O primeiro deles
refere-se ao tempo morto. O TM do presente trabalho foi menor que os
utilizados na literatura, fator esse muito importante, pois foi possivel a
obtengdo dos dados de absorbancia logo no inicio da reacéo. Tal evento
contribuiu para observar que o modelo de pseudo-primeira ordem,
composto de uma Unica constante (Koff), Nd0 é uma representacdo ideal do
processo de dissociacdo do oxigénio com a hemoglobina, uma vez que
essa reagdo ocorre em quatro etapas de uma forma bem mais complexa.

Ao analisar os resultados em um tempo menor, em torno de 0,1
segundos, pode-se notar com mais clareza que uma constante de
dissociacdo global representada por um modelo de pseudo-primeira
ordem ndo é o suficiente para descrever o processo num todo, sendo que
0 modelo ndo parece se ajustar muito bem a reacdo quando a escala de
tempo é diminuida (Figuras 45 a 49).
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Figura 45 — Gréfico adimensional da concentracdo em funcéo do tempo ajustado
ao modelo no tempo de 0,1 s.

0 Dados experimentais
- 10 M Modele

0,0 T
0,00 0,05 0,10

tempo (s)

Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).

Figura 46 - Gréfico adimensional da concentragcdo em fungdo do tempo ajustado
ao modelo no tempo de 0,1 s.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).
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Figura 47 - Gréfico adimensional da concentragdo em fungdo do tempo ajustado
ao modelo no tempo de 0,1 s.

A Dados experimentais
Modelo

30 uM

0,0 r T T T v T T T T T
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
tempo (s)

Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).

Figura 48 - Grafico adimensional da concentragdo em fung&o do tempo ajustado
ao modelo no tempo de 0,1 s.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).
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Figura 49 - Gréfico adimensional da concentragdo em fungdo do tempo ajustado
ao modelo no e tempo de 0,1 s.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).

O segundo aspecto é que os trabalhos presentes na literatura
propdem um modelo de pseudo-primeira ordem, mas sempre trabalhando
em termos de absorbancia em funcdo do tempo. Porém, valores de
absorbancia ndo podem servir como um modelo geral a ser utilizado em
experimentos, pois cada equipamento emitira um valor de absorbancia
especifico que varia dependendo do fabricante e do caminho éptico da
microcubeta. No presente trabalho, optou-se por usar valores de
concentracdo ao invés de absorbancia, metodologia essa ainda ndo vista
na literatura até entdo, e que pareceu uma alternativa mais viavel para
validacdo de um modelo experimental.






5 CONCLUSAO

A realizacdo do presente trabalho possibilitou avaliar o papel do
ditionito de sédio no processo de reducdo da meta-hemoglobina e também
na desoxigenacado da oxi-Hb pelo método de fluxo interrompido.

Foi possivel observar através dos dados experimentais que a
desoxigenacdo se trata de um processo extremamente rapido, tendo inicio
ainda nos primeiros milésimos de segundo ap6s o contato com o agente
redutor.

O protocolo experimental desenvolvido mostrou-se eficiente
para 0 experimento de desoxigenacdo. No entanto, 0 modelo de pseudo-
primeira ordem, amplamente utilizado na literatura, ndo se mostrou
adequado para descrever o processo como um todo, ndo se ajustando aos
instantes iniciais da reacdo. pois a aproximacao realizada através de uma
Unica etapa com um koff global ndo consegue representar uma reagao que
ocorre em quatro etapas distintas. Deste modo, este trabalho pode
contribuir para melhor compreensdo, ndo somente do estudo cinético
avaliado, como também sinalizou importantes perspectivas para estudos
futuro, como o célculo das constantes cinéticas

5.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Efetuar também o procedimento de oxigenagdo da desoxi-Hb
pelo método de fluxo interrompido.

¢ Propor outro modelo matem@tico para a rea¢do que considere as
quatro etapas de desoxigenacao.
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APENDICE A — Protocolo Experimental
Al MATERIAIS

¢ Meta-hemoglobina liofilizada da Sigma- Aldrich (H7379);

o Stopped flow mixer SFM-4000/S do fabricante Bio-Logic
Sciences;

e Espectrofotdmetro Spectramax Plus 384 do fabricante Molecular
Devices;

¢ Balanga analitica digital do fabricante Hadwag;

¢ pHmetro de bancada do fabricante Hanna;

o Agitador do fabricante Alfakit;

¢ Hidréxido de sédio (NaOH) da Lafan;

e Destilador de bancada do fabricante Alfakit;

e Tampdo Hepes-sodico-acido-etanosulfonico  4-2-hidroxietil
piperazina-1-sal-sédico — C8BH17N204S da Vetec;

e Tampdo Fosfato 20 mM pH 7.2 da Lafan;

e Ditionito de s6dio (Na2S204) da Vetec;

e Sephadex G-25 da Sigma-Aldrich;

e Membrana de dialise com poro < 64.000 Da do fabricante
Spectrum Laboratories;

e Tubos falcon 10ml;

e Descarpack;

e Seringas descartaveis 10ml;

¢ Espétula de metal;

¢ Bastdo de vidro do fabricante Dist;

e Béquer 50mL e 100 mL da Uniglas;

e Suporte com garra universal;

¢ Coluna de Cromatografia de vidro 20 x 400 mm c/ baldo;

e Proveta de 1000 mL;

¢ Micropipeta de volume variavel;

¢ Bal6es volumétricos de 5, 10, 250 e 500 mL;

o Kit de reagentes do Fabricante Labtest Diagnostico S.A.
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A.2 METODOS

A.2.1 Montagem da coluna de Gel Sephadex G-25

A.2.1.1 Preparo da resina de gel Sephadex

Pesar 159 de Sephadex G-25 em um béquer de 250 mL, para
0 preparo de aproximadamente 25 cm de altura de resina na
colung;

Reidratar a Sephadex G-25 no béquer com 50-100 mL de
agua destilada;

Esperar o inchamento da resina;

Fixar a coluna verticalmente em um suporte universal,
colocar um pequeno chumago de algod&o hidrofilico na sua
extremidade inferior e depositar continuamente a resina
(Sephadex) no interior da coluna.

A.2.2 Preparo da solugdo de Meta-Hb

A.2.2.1 Diluic&o da solucdo de meta-hemoglobina

A meta-Hb humana liofilizada deve ser dissolvida conforme
recomendacbes do fabricante Sigma-Aldrich com uma
quantidade de 20 mg de meta-Hb humana para cada 1 mL de
agua destilada;

A.2.2.2 Passagem da meta-Hb pela coluna de purificacéo

Equilibrar a coluna com uma solugdo tamp&o Hepes contendo
0,1 mL de heparina, enchendo a mesma com o dobro do
volume da coluna e entdo se decanta o sobrenadante para
iniciar o experimento, pois 0 menisco devera estar junto com
aresina. E importante que a coluna n&o seque nunca;

Apos atotal eluicdo do tampdo, fechar a torneira para carregar
a coluna com 200 mg de ditionito de sodio (DTS) dissolvido
em 2 mL de tampéo;
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e Acrescentar 1 mL de tampéo para ajudar solucdo de ditionito
descer pela colung;

e Colocar a amostra de meta-Hb (10 mL) na coluna e abrir a
torneira;

o Aplicar tampdo HEPES (fase movel) aos poucos até a
penetracdo total da amostra de hemoglobina, mantendo um
fluxo continuo da fase moével até o final da eluicéo;

e Coletar a solu¢do desprezando o inicio e o final da amostra que
desce pela coluna;

A.2.3 Preparo da Hemoglobina
A.2.3.2 Espectro de absorcao (390 a 650nm)

e Ap0s a passagem da amostra pela coluna é importante fazer
uma varredura em espectrofotdmetro dentro de uma faixa de
390 a 650 nm para observacdo dos picos de absorbancia,
comprovando dessa forma, a redugdo para a forma oxi-Hb. Esse
estado conformacional possui picos no comprimento de onda
de 415 nm (banda de Soret), 540 nm e 577 nm (banda Q). Se a
amostra apresentar esses valores maximos de absorbéncia,
significa que a meta-Hb foi reduzida e oxigenada (oxi-Hb). E
importante lembrar que o comprimento de 415 nm sera ajustado
no equipamento SFM 4000/S a fim de medir o decaimento da
oxigenacdo em relagdo ao tempo.

A.2.3.3 Dosagem da Oxi-Hb

e A concentracdo da hemoglobina foi obtida pelo método de
Drabkin usando o kit de dosagem de hemoglobina Labtest.
O kit é composto por um reagente de cor (ferrocianeto de
potassio + cianeto de potassio + surfactante) mais um
padrdo de hemoglobina com concentragcdo conhecida. O
principio desse método consiste na oxidagdo do Fe?* do
grupo heme da hemoglobina ao estado férrico (Fe®*) pelo
ferrocianeto (reagente de cor) formando hemiglobina (Hi)
gue combinada com o cianeto ionizado produz cianeto de
hemoglobina (HICN), o qual é medido em comprimento de
onda de 540 nm O procedimento realizado foi de trés
diluigdes para a amostra de hemoglobina e outras trés para
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0 padrdo que acompanha o kit. Em seis tubos Falcon (3
amostras + 3 padrbes) foram acrescentados 5 mL de
reagente de cor em cada um deles. Nos trés frascos
correspondentes as amostras foram adicionados 20 pL de
hemoglobina e nos demais 20 pL do padrdo de
hemoglobina.

Tabela 02 — Sequéncia de dilui¢des para preparo das solugdes de dosagem

da hemoglobina.

Padréao Amostras
Reagente de cor 5mL Reagente de cor 5mL
Padrdo 20 uL Hemoglobina 20 uL

e Apds a homogeneizacdo de cada um dos tubos individualmente
foi respeitado o tempo de cinco minutos (conforme
recomendacdo do fabricante) para a realizacdo da leitura no
espectrofotdmetro Spectramax Plus 384 acertando o zero com
o reagente de cor. O célculo da concentracdo deve ser feito
utilizando o produto Padrdo de Hemoglobina:

Hb (g/dL) = 10" x

Absorbancia da amostra (média)

Absorbancia do padrao (média)

* Concentragdo do padrdo de hemoglobina = 10g/dL.

A.2.3.5 Diluicdo da Hemoglobina

(12)

e Logo apds a dosagem da hemoglobina é necessario pegar o
valor obtido em g/dL e multiplicar pelo fator de conversdo
(0,6206) para obter o valor em mM conforme sistema

internacional de medida.

e Preparar diluicbes com tampao HEPES a partir da solugdo mée
nas concentragdes de (10, 20, 30, 40 e 50 uM).
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A.2.4 Preparo da solugdo de ditionito de sédio

e A solucdo de DTS é diluida em 10 mL de tampdo HEPES pH
7.4 de modo que a concentragdo final seja de 8,62 Mm. E
importante que o pH da solucdo tampdo seja sempre medido de
modo que jamais esteja abaixo de pH 7.0, pois 0 DTS em meio
acido aquece e libera enxofre.
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