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RESUMO

A reagdo quimica que ocorre entre a hemoglobina e o oxigénio ¢ essencial
para a manutencdo da homeostase do organismo e sobrevivéncia das
células. Essa reag@o ocorre em quatro etapas reversiveis e consecutivas,
onde o ferro de cada grupo heme que compde a hemoglobina, reage
sequencialmente com quatro moléculas de oxigénio de modo cooperativo.
A hemoglobina ¢ uma proteina de extrema importdncia em processos
bioldgicos vitais, cuja fung@o é transportar gases (oxigénio ¢ dioxido de
carbono). No presente trabalho, a oxi-hemoglobina foi obtida a partir da
reducdo da meta-hemoglobina, utilizando o agente redutor ditionito de
sodio (Na2S204). Esse procedimento foi realizado no “Laboratorio de
Neuroengenharia Computacional” (Neurolab/UFSC) em uma coluna
cromatografica composta pela resina Sephadex G-25, por meio do método
de cromatografia liquida de filtragdo em gel de exclusdo molecular. A
quantificacdo da oxi-hemoglobina foi verificada pelo método de Drabkin
e a reacdo de desoxigenacdo foi avaliada no equipamento Stopped Flow
Mixer 4000/S (SFM 4000/S) pelo método de mistura rapida com fluxo
interrompido. Os resultados experimentais obtidos foram utilizados para
determinar as constantes cinéticas de um modelo matematico para a
reagdo de desoxigenagdo da oxi-hemoglobina por um método de
otimizagdo hibrido. Comparou-se os resultados com os do modelo de
pseudo primeira ordem e constatou-se que o modelo do presente trabalho
ndo so6 apresenta um resultado com menor erro com relagdo ao
experimental, quanto possibilita uma analise aprofundada da dindmica
dos compostos intermediarios da reag¢do. Foi possivel constatar também
que ndo ¢é aceitavel a defini¢do de um conjunto de constantes cinéticas
absolutos, mas pode-se falar em uma regido viavel, cujo critério é o
ordenamento  dos  seus  valores em = ordem  crescente
(k_y<k_3<k_y,<k_;)e k_, dentro de um intervalo entre 40 a
60 s

Palavras-chave: Hemoglobina. Oxigénio. Constantes Cinéticas.






ABSTRACT

The chemical reaction involving hemoglobin and oxygen is essential for
the maintenance of homeostasis and cell survival. This reaction occurs in
four reversible and consecutive steps, where the iron of each group
composing the heme group of the hemoglobin reacts sequentially and
cooperatively with four oxygen molecules. Hemoglobin is a protein of
extreme importance in vital biological processes, whose function is to
transport gases (oxygen and carbon dioxide). In this study, the
oxyhemoglobin was obtained from the reduction of the methemoglobin
using the agent reducing sodium dithionite (Na2S204). This procedure
was performed in the "Computational Neuroengineering Laboratory"
(Neurolab/UFSC) in a chromatographic column composed of the resin
Sephadex G-25, using the exclusion molecular liquid chromatography
method. The quantification of oxyhemoglobin was verified by the
Drabkin method and the deoxygenation reaction was evaluated in the
equipment Stopped Flow Mixer 4000/S (SFM 4000/S) by rapid mixing
method with stopped flow. The experimental results obtained were used
to determine the kinetic constants of a mathematical model for
deoxygenation reaction of the oxyhemoglobin using a hybrid
optimization method. We compared the results with the model of pseudo
first order and it is found that the model of the present work not only
presents a result with smaller error comparing with the experimental one,
as well allows a thorough analysis of the dynamics of the intermediates
of the reaction. It was possible observe also that it is not acceptable the
definition of a set of kinetic absolute constants, but can think in a feasible
region, whose criterion is the ordering of the values in crescent order
(k_y <k_3 <k_, <k_;)and k_, within a range 0f 40 a 60 s°!.

Keywords: Hemoglobin. Oxygen. Kinetic constants.
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INTRODUCAO

A reacdo quimica que ocorre entre a hemoglobina (Hb) e o
oxigénio (O2) permite que o mesmo seja distribuido pelo sangue,
mantendo a homeostase ¢ a sobrevivéncia celular. O principio basico para
uma adequada oxigenagdo tecidual ¢ o fornecimento de uma taxa
suficiente de O, para o suprimento da necessidade metabdlica,
minimizando, assim, o desencadeamento de doengas, tais como
hemoglobinopatias, cardiopatias, acidentes vasculares cerebrais, dentre
outras (BLAU; STAMATOYANNOPOULOS, 1994; BUNN; FORGET,
1986; Ll et al., 2016; HIGGS; ENEGEL; STAMATOYANNOPOULOS,
2012).

A hemoglobina humana foi a primeira molécula a ter sua
estrutura desvendada por meio de raio-X pelos pesquisadores Max Perutz
e John Cowdery Kendrew em 1959 (PERUTZ, 1960). Durante o ultimo
século recebeu grande enfoque da comunidade cientifica, por ser uma
proteina especializada em transportar os gases Oz e CO,. A hemoglobina
humana transporta aproximadamente 97% do oxigénio dos pulmdes para
os tecidos. Além disso, pode contribuir como um importante tampao
celular, removendo os ions hidrogénio a fim de manter o pH equilibrado
e retirando o CO; dos tecidos para ser expelido pelos pulmdes
(THOMAS; LUMB, 2012). Sua estrutura molecular de 64.458 Daltons
(64 kDa) é constituida por uma unidade proteica, composta por
grupamentos de aminoacidos denominados globinas (a., oy, B1 € B2), € por
outra ndo proteica, formada por um grupo prostético heme ligado ao ion
ferroso (Fe?*) (PERUTZ, 1979; THOMAS; LUMB, 2012). O ion ferroso
apresenta seis sitios de coordenagdes: estabelece quatro ligagdes com
cada um dos atomos de nitrogénio do anel protoporfirinico, a quinta unido
ocorre com o radical imidazdlico da histidina proximal e a sexta ligagdo
pode se encontrar livre quando a hemoglobina estd desoxigenada ou
ocupada pelo oxigénio que se encontra unido a histidina distal,
caracterizando a hemoglobina oxigenada (MOREIRA et al., 2011;
NAPOLITANO, 2009). A estrutura tetraédrica da hemoglobina
estabelece cooperatividade entre os grupos prostéticos heme, uma vez
que, apés a primeira molécula de O, se acoplar ao atomo ferroso, ha uma
tendéncia em aumentar a afinidade dessa proteina pelo O», facilitando as
ligacdes subsequentes (THOMAS; LUMB, 2012). Devido a essa
cooperatividade, existem duas formas basicas nas quais a Hb pode se
apresentar: na forma tensa (T), chamada de desoxi-hemoglobina, ¢ na
forma relaxada (R), chamada de oxi-hemoglobina (REN, 2013;
YONETANI; LABERGE, 2008).
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Modelos matematicos que descrevem a reagdo entre a
hemoglobina e o oxigénio, considerando que a mesma ocorre em quatro
etapas reversiveis, sucessivas e cooperativas ja foram publicados. Quentin
H. Gibson foi o pioneiro a estimar as oito constantes cinéticas do modelo
para essa reacdo. Porém, seus resultados sdo questionaveis em fungéo da
limitagdo dos equipamentos utilizados na época em que foram realizados
os experimentos (GIBSON, 1970). Esse questionamento se deve a rapidez
com que ocorre a reagdo entre a hemoglobina e o oxigénio, exigindo a
utilizagdo de equipamentos que possibilitem a analise da dinamica da
reacdo com tempo morto inferior a 1 ms (BERGER et al., 1967). Por isso,
o presente trabalho destina-se a realizagdo experimental da reagdo de
desoxigenagdo da oxi-hemoglobina com o objetivo de estimar todas as
constantes cinéticas de dissociacdo (k_g4, k_3, k_5, k_1) juntamente com
os coeficientes angulares intermediarios da curva de calibragédo (a,, a, ¢
az). Um dos métodos para determinar as constantes do modelo
matematico que descreve esse fenomeno biologico ¢é utilizar um método
de otimizagao hibrido (combinagdo dos métodos de algoritmo genético
com restrigdo em conjunto com o de busca unidirecional com e sem
restricdo) (ARORA, 2004; RAO, 2009).

Com a inten¢ao de satisfazer as necessidades para avaliar reagdes
extremamente rapidas, o Departamento de Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos (EQA) da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC) adquiriu o equipamento Stopped Flow Mixer 4000/S
(SFM 4000/S) para ser utilizado em analises que necessitam ser
mensuradas na ordem de grandeza de milissegundos. O SFM 4000/S ¢
composto por quatro seringas independentes, onde sdo armazenadas as
substancias que participardo da reagdo quimica, trés misturadores do tipo
Berger Ball de elevada eficacia e uma microcubeta de observagdo para
analisar a absorbancia da amostra controlada por um software (Bio-Kine
32 versdao 4.74) interligado ao préprio equipamento (BIO-LOGIC
SCIENCE INSTRUMENTS, 2014).

E importante ressaltar que essa pesquisa visa contribuir, através
da determinacdo das constantes cinéticas da reacao de desoxigenacao da
oxi-hemoglobina, com o0 modelo matematico que objetiva a predigdo da
dindmica da oxigenagao tecidual desenvolvido no “Laboratorio de
Neuroengenharia Computacional” (Neurolab/UFSC).

Destaca-se que as ferramentas matematicas de um engenheiro
quimico sdo adequadas e capazes de contribuir para o estudo aqui
apresentado. Todavia, os conhecimentos da area bioldgica sdo essenciais
para o seu desenvolvimento, uma vez que apresenta peculiaridades
distintas daquelas as quais o engenheiro quimico esta habituado.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho € realizar experimentalmente a reagao de

desoxigenagdo da oxi-hemoglobina pelo método de mistura rapida com
fluxo interrompido a fim de otimizar as constantes cinéticas que integram
o modelo matematico para esta reagdo utilizando o método de otimizagdo

hibrido.

1.1.2 Objetivos Especificos

1.

elaborar um procedimento operacional padrdo para a reagdo de
desoxigenagdo da  oxi-hemoglobina no equipamento
Stopped Flow Mixer 4000/S (SFM 4000/S)";

realizar os experimentos de desoxigenacdo da oxi-hemoglobina
pelo método de mistura rapida com fluxo interrompido no
SFM 4000/S;

determinar as quatro constantes cinéticas de dissociacdo do
oxigénio com a oxi-hemoglobina e os trés coeficientes angulares
intermediarios da curva de calibragdo, a partir dos dados
experimentais obtidos, utilizando um método de otimizacao
hibrido (combinac¢do dos métodos de algoritmo genético e de
busca unidirecional).

! O procedimento experimental da reagdo de desoxigenagdo da oxi-hemoglobina
foi elaborado em conjunto com Marcio Paiano de Souza e esta disponivel em
Souza (2016).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliografica deste trabalho objetiva expor os seguintes
topicos: estrutura molecular, fungdo e estado conformacional da
hemoglobina; mecanismo de cooperatividade; fatores que influenciam a
afinidade da hemoglobina pelo oxigénio; apresentagdo do modelo
matematico para a reagdo entre hemoglobina e oxigénio e descricao dos
métodos utilizados que possibilitam o estudo dessa reacao.

2.1 HEMOGLOBINA

A hemoglobina (Hb) é uma proteina globular, sintetizada pelos
eritroblastos e reticulécitos localizada no interior dos eritrécitos. Os
eritrocitos sdo células anucleadas com 7 a 8 um de didmetro e de formato
oval biconcavo (Figura 1) (NAPOLITANO, 2009). A eritropoiese
acontece na medula dssea e os globulos vermelhos permanecem ativos na
corrente sanguinea em média por 120 dias (PENUELA, 2005). Em um
adulto saudavel, estima-se que haja de 4,5 a 5 milhdes de eritrocitos por
milimetro cubico e cada eritrocito possua entre 200 e 300 milhdes de
moléculas de Hb. De acordo com Pefiuela (2005), um litro de sangue
contém 150 g de Hb e cada grama de Hb carrega 1,34 mL de oxigénio.
Deste modo, estima-se que a capacidade total de transporte da Hb seja de
201 mL de oxigénio por litro de sangue (THOMAS; LUMB, 2012).

A hemoglobina ¢ constituiida por uma unidade proteica
(aminoacidos unidos por ligagdo covalente) e outra ndo proteica (grupo
prostético heme), as quais conferem propriedades fundamentais ao
fornecimento de oxigénio (O) para as células. A fragdo proteica da
hemoglobina ¢ composta por duas cadeias de globinas do tipo (a1 € a2) e
duas cadeias de globinas do tipo B (B1 e B2) que estdo arranjadas em
dimeros (o1 B1 e azp2), como mostrado na Figura 2 (NAPOLITANO,
2009; PERUTZ et al., 1998; TAKAYANAGI; KURISAKI; NAGAOKA,
2014). Cada uma das cadeias alfa (o € a2) possuem 141 aminoacidos
(aac), formados pela valina como N-terminal e pela arginina como C-
terminal. As cadeias beta (B: ¢ B2) sdo constituidas por 146 aac cada,
possuindo a valina como N-terminal ¢ a histidina como C-terminal,
totalizando 574 aac para compor a parte proteica de uma molécula de Hb
(MOREIRA et al., 2011; THOMAS; LUMB, 2012). O grupo prostético
heme consiste na unidade ndo proteica da Hb e é composto por quatro
anéis pirrolicos que envolvem o ion ferroso (Fe?"), proporcionando maior
estabilidade para esse metal, de acordo com a Figura 2 (PERUTZ et al.,
1998; THOMAS; LUMB, 2012).
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Figura 1 - Representagdo da hemoglobina mostrando suas quatro cadeias
globinicas dispostas em alfa e beta e os quatro grupos prostéticos heme.

’ Globinas

Fe-Protoporfirina IX

. ouw grupo HEME

Fonte: Adaptado de Napolitano (2009).

Figura 2 - Molécula de hemoglobina identificando a parte proteica formada pelas
globinas e a parte ndo proteica destacada pelo grupo prostético heme com o dtomo
de ferro central (Fe*"), onde se acopla a molécula de oxigénio.

Fonte: Adaptado de Napolitano (2009).
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O ferro, presente na parte central do grupo prostético heme da
Hb, ¢ fundamental & vida celular por ser capaz de se ligar ndo
covalententemente a molécula de oxigénio (4 atomos de Fe?* se ligam a
4 moléculas de O). Esse metal apresenta seis sitios de coordenagdo,
conforme representado na Figura 3 (MOREIRA et al., 2011; PENUELA,
2005; PERUTZ et al., 1998):

a) Ni, N2, N3 e N4 estdo ligados por pontes de metano com cada

um dos atomos de nitrogénio do anel protoporfirinico I, I, III e

1V;

b) a quinta ligagcdo encontra-se permanentemente acoplada ao

radical imidazélico da histidina proximal (His F8) da globina;

¢) no estado desoxigenado a sexta unido permanece livre;

d) na sua forma oxigenada a sexta ligagdo ndo covalente

permanece ocupada pelo oxigénio, que esta conectado a histidina

distal (His E7) da globina.

Figura 3 - Representacdo do grupo prostético heme (Ferro-protoporfirina IX)
ligado ao fon ferroso (Fe*").

Fonte: Adaptado de Moreira et al. (2011).
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O grupo prostético heme esta ancorado nas globinas pela His F8
na hélice F globinica para proporcionar maior equilibrio ao grupamento
funcional da Hb e pela His E7 na hélice E globinica para aumentar a
estabilidade da molécula quando o oxigénio se conecta ndo
covalentemente, essa interagao contribui de uma forma significativa para
a consolidagdo de sua estrutura tetramérica, segundo a Figura 3
(MOREIRA et al., 2011).

A hemoglobina humana adulta é constituida por 97 % de HbA;
(02B2), 2 % de HbA; (0202) € 1% de HbF (02y2). Seu valor de referéncia
no sangue de individuos saudaveis encontra-se entre 11 a 18 g/dL,
variando conforme a idade, como indicado na Tabela 1 (LI et al., 2016;
THOMAS; LUMB, 2012).

Tabela 1 - Valores referenciais da hemoglobina humana.

Parametros da Hemoglobina Valores de Referéncia
Bebé (até um ano) 11,0 a 13,0 (g/dL)
Crianga (até 12 anos) 11,5 a 15,0 (g/dL)
Mulher (g/dL) 11,5 a 16,0 (g/dL)
Homem (g/dL) 13,5 a 18,0 (g/dL)

Fonte: Adaptado de Lorenzi (2006).
2.1.1 Estados conformacionais da hemoglobina e suas fun¢des

A hemoglobina pode se apresentar em trés estados
conformacionais distintos no organismo humano:

a) meta-hemoglobina (Hb com Fe’");

b) desoxi-hemoglobina (Hb com Fe?);

¢) oxi-hemoglobina (HbO», HbO4, HbOs € HbOs).
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A principal fun¢do da hemoglobina ¢ transportar o oxigénio e o
dioxido de carbono essencial para manter a integridade celular
(CLEMENTI et al., 1994; GEO et al., 2015; SOWOLE; VUONG;
KONERMANN, 2015). Em condigdes fisiologicas, a sua forma
oxigenada ¢ capaz de carregar aproximadamente 97% do O, dos pulmdes
para os tecidos periféricos (Figura 5), possibilitando o tamponamento de
ions hidrogénio (H"). Os 3% restantes de O> circulam livremente fora dos
eritrocitos, dissolvido no plasma sanguineo (ALAYASH, 2014;
CLEMENTI et al., 1994). Sua forma desoxigenada se liga ao COx,
permitindo sua condugdo dos tecidos até os pulmdes, onde é expelido,
como pode ser observado na Figura 4.

Figura 4 - Denomina-se de hematose a troca gasosa entre o0 O, ¢ o CO; nos
pulmdes. O, ¢ transportado dos pulmdes para os tecidos pela oxi-hemoglobina e
0 CO; produzido nos tecidos ¢ levado para os pulmdes pela desoxi-hemoglobina.

con\r‘r 0,
aNgf=>

l
Y
co, 0,
HbCOO™

s LI = . _ 4 - -
% o Pulmées Artérias [lo, e?ia 0,
HbCOO™

Desoxi-hemoglobina

o')
Oxi-hemoglobina

HbCOO™

plasma Eritrdcito

co, H* .Hbq\ 0,
€0+ H,0 L5 H,00,—> HCO; + H*

Fonte: Adaptado de Alayash (2014).
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O transporte sanguineo de CO; ocorre por trés maneiras
(ALAYASH, 2014; DASH; BASSINGTHWAIGHTE, 2006; MOREIRA
et al.,2011; PENUELA, 2005):

1) 25 % associado ao terminal aminico (NHz) da hemoglobina

formando o composto carbamino-hemoglobina

(Hb +COy= HbCOz);

2) 70 % sob a forma de ion bicarbonato (HCOs"). A reacdo de

hidratacdo do CO; (dentro dos eritrocitos) é catalisada pela

enzima anidrase carbdnica (CA), originando o acido carbdnico

(H2CO:s3), que se dissocia em ions H* e HCO3;. O HCOs se

difunde no plasma e o H" é captado pela hemoglobina para evitar

alteracdo do pH sanguineo. Quando a hemoglobina recebe o

préton, diminui sua afinidade pelo O, e a desoxigenacdo fica

facilitada, ou seja, descarrega mais O nos tecidos transportando
esse proton até os pulmdes. Nos pulmdes ocorre a reagdo inversa
para o CO; ser expelido (H" se desprende da Hb e se liga ao

HCOs3 formando o H2COs, que se dissocia em H>O e CO»);

3) 5 % sob a forma dissolvida no plasma.

E importante esclarecer que o fon ferro, quando acoplado a
hemoglobina, pode ser encontrado sob duas formas: no estado ferroso,
constituindo a ferro-hemoglobina, ou no estado férrico, caracterizando a
ferri-hemoglobina ou meta-hemoglobina (meta-Hb), como explicado na
Figura 5. A meta-Hb (Figura 5) ¢ uma hemoglobina anormal, que esta
presente no organismo de individuos saudaveis em quantidade inferior ou
igual a 2% em relacdo a hemoglobina total. Representa a forma ndo
funcional da proteina (Hb), pois no seu estado férrico a hemoglobina néo
¢ capaz de transportar oxigénio. Em condi¢des fisioldgicas normais, a
meta-Hb ¢ produzida naturalmente de forma lenta no processo de auto-
oxidagdo, ou seja, da oxidagdo espontinea do ion ferroso (Fe?*) a férrico
(Fe*") (PERCY; LAPPIN, 2008). Caso esta oxidagdo persista, o oxigénio
fica impossibilitado de se conectar reversivelmente por ligagdo ndo
covalente a ferro-hemoglobina, diminuindo o aporte de oxigenagdo
tecidual. Quando os niveis basais da meta-Hb se encontram elevados no
sangue e o sistema controlador presente no organismo nio € capaz de
reduzi-la, estd-se diante de um quadro patoldgico chamado de meta-
hemoglobinemia congénita ou adquirida, predominando como resultado
a hipdxia tissular. A enzima meta-hemoglobina redutase ou citocromo b5
redutase é responsavel por manter o ferro no seu estado funcional pela
redugdo do Fe** a Fe?" (Figura 5). Doengas congénitas podem reduzir
drasticamente o nivel dessa enzima, aumentando significativamente a
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expressdo da meta-Hb na corrente sanguinea (SOWOLE; VUONG;
KONERMANN, 2015). Outra possibilidade para o desenvolvimento do
quadro de meta-hemoglobinemia adquirida verifica-se quando ocorre a
ingestdo, inalagdo ou contato com substancias exogenas como
analgésicos, anestésicos locais, quimioterapicos, nitratos e nitritos,
corantes anilinicos, naftaleno, nitrobenzenos, nitroglicerinas, dentre
outros (BARATA-SILVA et al., 2015). Seres humanos que exibem entre
10 a 20% (1,5-2,5 g/dL) de meta-Hb no sangue sdo visivelmente
cianéticos. Concentragdes acima desse patamar (4,5-10,5 g/dL) ja
progridem em complicagdes mais sérias, como confusdo mental,
taquicardia, palpitacdes, dor toracica, arritmias cardiacas, acidose e
isquemia neuroldgica, podendo ser fatal acima de 70% (10,5 g/dL)
(DIXON; MCINTOSH, 1967; WARANG et al., 2015).

Figura 5 - Redug@o da meta-hemoglobina em oxi-hemoglobina pela acdo da
enzima meta-hemoglobina redutase.

CH
Vak

CH,

CHZ Meta-hemoglobina
redutase

HsC
Redugiio
\ 1idacs
HsC CH, Oxidagio
S o TOH
Meta-hemoglobina Oxi-hemoglobina

Fonte: Adaptado de Moreira et al. (2011).

2.2 MECANISMO DE COOPERATIVIDADE

O mecanismo de cooperatividade entre o O, e a hemoglobina,
que ocorre em quatro etapas consecutivas e reversiveis, ¢ resultado da
interagdo de subunidades peptidicas (a1, o2, fi € P2). Segundo Perutz
(1979), essa interagdo acontece de forma sequencial nas subunidades
peptidicas da hemoglobina, produzindo uma mudanga conformacional na
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molécula. Essa mudanga faz com que ap6s a primeira ligacdo do O; ao
ion ferroso, haja um aumento sucessivo na afinidade por esse ligante,
facilitando as ligagdes seguintes, até que a hemoglobina esteja na sua
forma totalmente oxigenada (quatro sitios acoplados ao Oy) (PERUTZ et
al., 1998; GEO et al., 2015; GEVORKIAN et al., 2015; REN, 2013).

O modelo estrutural da hemoglobina envolve duas conformagdes
fundamentais com a mesma energia livre em relacdo ao oxigénio:

a) estado tenso (T) ¢ a forma desoxigenada da Hb, menos reativa

e de baixa afinidade com o oxigénio;

b) estado relaxado (R) ¢ a forma oxigenada da Hb, mais reativa e

de alta afinidade com o oxigénio.

A Figura 6 expressa a transi¢ao do estado T (Hb) para R (HbOs),
onde sucede a formagdo de varios intermediarios oxigenados (HbO,/
HbO4/ HbOg). A forma desoxigenada (T) estd demonstrada pelo
estreitamento da fenda, dificultando o acesso de oxigénio ao seu sitio
ativo. Quando o primeiro oxigé€nio se acopla ao ion ferroso ocorre uma
mudanca no estado conformacional da molécula, facilitando a interacdo
entre as cadeias de globinas adjacentes até sua completa oxigenagao (R)
(EATON et al., 2007; GEO et al., 2015; TAKAYANAGI; KURISAKI;
NAGAOKA, 2014; YONETANI; LABERGE, 2008).

Figura 6 - Transicdo da hemoglobina do estado desoxigenado (T) para o
completamente oxigenado (R).

Estado Tenso Estado Relaxado
(desoxigenada) @ Fe” (oxigenada)

.- A AG A A
" ATAD ANFE

Hb(03), Hb(04)1 Hb(05), Hb(05)3 Hb(02)4
Fonte: Adaptado de Thomas e Lumb (2012).

Na oxi-hemoglobina (R) ocorre a ruptura das ligagdes de
hidrogénio e ionicas entre os dimeros ;B € axp2, possibilitando maior
liberdade de movimento das cadeias polipeptidicas, aumentando sua
afinidade pelo oxigénio. Ja na desoxi-hemoglobina (T), esse movimento
se encontra reduzido devido as fortes ligagdes entre as cadeias
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polipeptidicas. Na Figura 7 estio ilustradas paralelamente as duas
conformagdes, onde pode ser evidenciado que a cavidade central entre as
cadeias beta (1 e B2) possuem um espago maior na desoxi-hemoglobina
e um espago menor na oxi-hemoglobina (CLEMENTI et al., 1994; GEO
et al., 2015; GEVORKIAN et al., 2015; PERUTZ et al., 1998;
YONETANI; KANAORI, 2013).

Figura 7 - Diferenca entre a estrutura molecular da desoxi-hemoglobina e da
oxi-hemoglobina indicada pelas setas duplas mostrando o estreitamento da
cavidade central entre as cadeias p.

- 40, ‘
Desoxi-hemoglobina : Oxi-hemoglobina

Fonte: Adaptado de Gibb (2002).

2.3 FATORES QUE INFLUENCIAM A AFINIDADE DA
HEMOGLOBINA PELO OXIGENIO

A hemoglobina é considerada uma proteina alostérica por possuir
um sitio ativo especifico para ligagdo do subtrato e outro sitio alostérico
especifico para ligagdo de moduladores alostéricos. Os moduladores
podem atuar tanto inibindo (negativamente) quanto aumentando
(positivamente) a afinidade da proteina ao substrato. Esse mecanismo de
modulagdo pode modificar a afinidade da hemoglobina pelo oxigénio,
deslocando para direita ou para esquerda o equilibrio da curva sigmoidal,
no grafico de saturacdo da hemoglobina com oxigénio em fung¢do da
pressdo parcial de oxigénio (pO), como representado na Figura 8.
O equilibrio da curva se desloca para direita quando ocorre um aumento
na concentragdo de 2,3-bifosfoglicerato, nos ions hidrogénios
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(diminuicdo do pH) e na temperatura, diminuindo sua afinidade pelo
oxigénio e estabilizando a hemoglobina na sua forma desoxigenada (T).
Quando se movimenta para a esquerda acontece o contrario, provocando
um aumento na afinidade da hemoglobina pelo oxigénio (Figura 8)
(BOHR; HASSELBALCH; KROGH, 1904; JENSEN; STORZ; FAGO,
2016; LEOW, 2007, OKONJO, 2015; SASAGAWA; IMAIL
KOBAYASHLI, 2006).

Figura 8 - Gréfico de saturagdo da hemoglobina com oxigénio (%) em fungdo da
pressdo parcial de oxigénio (pO,) demonstrando os fatores que podem alterar o
equilibrio da curva sigmoidal.
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Fonte: Desenvolvida pela autora (2016).

A Figura 8 também serd utilizada para a explicacdo do Topico
2.3.1.
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2.3.1 Acido 2,3-difosfonoxipropanéico (2,3-BPG)

O 23-bifosfoglicerato (2,3-BPG ou éacido 2,3-difosfonoxi-
propandico) ¢ um fosfato organico sintetizado nos eritrocitos a partir de
um intermediario da via glicolitica chamado 1,3-bisfosfoglicerato sob a
acdo de uma enzima mutase especifica, como mostrado na Figura 9.

Segundo Benesch e colaboradores (1968), o 2,3-BPG exerce um
papel fundamental no controle da afinidade da hemoglobina pelo
oxigénio por estar aproximadamente na mesma concentracdo dentro do
eritrocito, estabilizando a hemoglobina na sua forma desoxigenada.
Quando se encontra aumentado no sangue, faz com que o equilibrio da
curva de saturacdo da Hb desloque-se para a direita, facilitando a
desoxigenagdo, conforme ilustrado na Figura 9 (BENESCH; BENESCH;
ENOKI, 1968; CHENG et al., 2001; STORZ; MORIYAMA, 2008).

Figura 9 - Estrutura e sintese do 2,3-bifosfoglicerato (2,3-BPG). O 2,3-BPG ¢ um
produto exclusivo do metabolismo dos eritrocitos formado a partir de um dos
intermediérios da via glicolitica.

GLICOSE
e
OGHOof . .
\ Via glicolitica nos 1,3-bifosfoglicerato
O 2= 0O £ P .
p O 2- O ERITROCITOS BPG mutase
O o
2,3-bifosfoglicerato
(2,3BPG)

Fonte: Desenvolvida pela autora (2016).

Em elevadas altitudes, onde a pressdo atmosférica esta reduzida,
acontece o aumento da concentracao de 2,3-BPG sanguinea, elevando os
niveis da enzima BPG mutase como mecanismo compensatorio. O
aumento na sintese de 2,3-BPG nos eritrocitos permite que o oxigénio
permane¢a mais tempo nos tecidos, mantendo a oxigenagdo celular
normalizada (GIBB, 2002; MULQUINEY; KUCHEL, 1999; STORZ;
MORIYAMA, 2008). O 2,3-BPG se conecta exatamente na cavidade
central entre as cadeias beta das globinas, ndo permitindo que o oxigénio
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se acople ao ion ferroso e, consequentemente, permanecendo mais tempo
livre na célula, como evidenciado na Figura 10 (GIBB, 2002).

Figura 10 - Representacdo da ligag¢do do 2,3-BPG na molécula de
desoxi-hemoglobina.

Desoxi-hemoglobina Oxi-hemoglobina

EYA
¢

Vérios mecanismos alteram a afinidade da hemoglobina pelo
oxigénio. O pH, em termos fisioldgicos, possui um papel crucial nessa
regulacdo. A modificagdo do potencial hidrogenidnico funciona da
seguinte forma: a desoxi-Hb, ao liberar o seu oxigénio nos tecidos
(pH 7,2), pode captar tanto o CO, como o H* formado nos tecidos
(pH 7,2). Uma parte do CO, se difunde para os eritrocitos e outra se liga
diretamente ao grupo amino N-terminal da desoxi-hemoglobina (pH 7,2),
formando a carbamino-hemoglobina que ¢é transportado até os pulmdes
(pH 7,6). O ion hidrogénio gerado ¢ captado pela desoxi-Hb nos tecidos
(pH 7.2), que descarrega esse proton nos pulmdes (pH 7,6), onde ocorre
a hematose (BOHR; HASSELBALCH; KROGH, 1904; JENSEN;
STORZ; FAGO, 2016; KLOTZ, 2003; OKONIJO, 2015; PERUTZ, 1979
e 1990).

Nos pulmdes, o aumento do pH (7,6) facilita a oxigenagao,
resultando no deslocamento do equilibrio da curva sigmdide para a
esquerda. Nos tecidos, por outro lado, a redugdo do pH para 7,2 provoca
uma diminui¢do da afinidade da hemoglobina ao O, desviando o
equilibrio da curva de saturagdo para a direita, como indicado na

2
——
-—
B 1

2,3 BPG

Fonte: Desenvolvida pela autora (2016).

2.3.2 Potencial Hidrogenionico (pH)
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Figura 11 (BUCCI, 2009; DASH; BASSINGTHWAIGHTE, 2006;

JENSEN; STORZ; FAGO, 2016; OKONJO, 2015).

Figura 11 - Curva de dissociagdo do oxigénio com a hemoglobina humana adulta,
demonstrando as altera¢des de pH.

Saturagiio da Hb com O, (%)
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Fonte: Adaptado de Leow (2007).

2.4 CONSEQUENCIAS DA BAIXA OXIGENACAO CELULAR
CAUSADA PELA DIMINUICAO DO APORTE DE HEMOGLOBINA
SANGUINEA

A maioria dos seres vivos necessita de oxigé€nio para sua
sobrevivéncia e as trocas gasosas realizadas nos alvéolos pulmonares sao
extremamente importantes para a manutencdo da homeostase. Um
exemplo da necessidade de um grande aporte de oxigénio é o alto
consumo pelo cérebro. O transporte de oxigénio inadequado ou deficiente
pode acarretar danos irreversiveis para o cérebro e gerar uma série de
doengas. A auséncia ou escassez de oxigénio nas células pode ser causada
por varios fatores (ALAYASH, 2014; BLAU;
STAMATOYANNOPOULOS, 1994; BUCCI, 2009; BUNN; FORGET,
1986; HIGGS; ENEGEL; STAMATOYANNOPOULOS, 2012;
OKONIJO, 2015; STORZ; MORIYAMA, 2008; WALTEMATH, 1970):

1) isquemia: obstrucdo causada por um trombo que restringe a

passagem do sangue para o tecido organico, tornando o

suprimento de oxigénio para as células prejudicado, acarretando,
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com isso, isquemia por falta de glicose e de oxigenagdo causando
hipoxia;

2) hipoxia: falta de oxigenacao celular;

3) doengas cardiovasculares: diminuicdo da afinidade da
hemoglobina pelo oxigénio devido a oclusdo do vaso sanguineo,
contribuindo para diminui¢do da quantidade de oxigénio aos
tecidos;

4) hemoglobinopatias hereditarias: doengas causadas por
mutagdes genéticas associadas a sintese da proteina hemoglobina
diminuindo a oxigenacao;

5) anemia: uma sindrome na qual a hemoglobina encontra-se
abaixo do valor normal de referéncia devido a reducgdo de
eritrocitos, diminuindo a capacidade do sangue de transportar
oxigénio para os tecidos;

6) hemorragia ou sangramento: a lesfo no sistema circulatorio
ocasiona uma diminuicdo do aporte sanguineo, acarretando em
anemia e baixa oxigenacao;

7) excesso de altitude: a insuficiéncia de oxigénio inspirado faz
com que aumente a produgdo de 2,3-bifosfoglicerato nos
eritrocitos para manter a oxigenacao celular normalizada;

8) envenenamento por monoxido de carbono: o monoxido de
carbono impossibilita a ligacdo do oxigénio por se ligar
irreversivelmente & hemoglobina, diminuindo a oxigenagao.

2.5 MODELO MATEMATICO PARA REACAO ENTRE
HEMOGLOBINA E OXIGENIO

A modelagem matematica para predi¢do da dindmica da reagdo
entre a hemoglobina e o oxigénio é importantissima, pois, a partir dela,
falhas no processo poderiam ser identificadas ou o seu rendimento
poderia ser aumentado. Além disso, o conhecimento da cinética dessa
reacdo ¢ essencial para o tratamento de diversas doencas (ALAYASH,
2014; GIBSON, 2004; HIGGS; ENEGEL;
STAMATOYANNOPOULOS, 2012; OKONIJO, 2015).

Archibald Vivian Hill foi o primeiro a propor uma equagéo para
descricdo da velocidade da reagdo entre hemoglobina e o oxigénio,
embora ndo tenha quantificado os sitios ativos dessa proteina (HILL,
1910). Por razdes experimentais, Hill adaptou sua equagdo para o caso da
hemoglobina para expressa-la em termos de pressao parcial de oxigénio
(po, ) conforme pode ser observado na Equagdo (1):
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(Poz )n

T 02"+ (o))"

onde Y corresponde a fragdo de hemoglobina que esta ligada ao
oxigénio, pgg consiste na pressao parcial de oxigénio que resulta em uma
saturagdo de 50%, n € o coeficiente de Hill, que esta associado ao grau de
cooperatividade entre substrato e ligante. Hill, em seu artigo de 1910,
apresenta o resultado de n = 1, em que o n pode estar relacionado ao
parametro nao integral de cooperatividade entre os sitios de ligagdes na
interagao ou ao nimero de subunidades de cada heme da hemoglobina.
Segundo Hill (1910), a grandeza n fornece uma caracterizacdo da
cooperatividade onde, quando a afinidade esta aumentada, descreve uma
ligagdo de cooperatividade positiva (n > 1), e quando estd diminuida,
indica uma reacdo com cooperatividade negativa (n < 1) (HILL, 1910;
VOET; VOET; PRATT, 2014; WALTEMATH, 1970).

A hemoglobina humana desoxigenada (Hb,) é capaz de unir-se
ao oxigénio molecular (O;) em quatro etapas cooperativas e consecutivas
até que seus sitios estejam completamente ocupados, dando origem a
hemoglobina totalmente oxigenada. Porém, Hill (1910) descreve que a
ligagdo do oxigénio a hemoglobina ocorre em uma Unica etapa, em que a
hemoglobina liga » moléculas de oxigénio, conforme representado na
Equagédo (2) (HILL, 1910; GIBSON, 2004; LEOW, 2007; VOET; VOET;
PRATT, 2014):

(1)

an + }’IOZ = anOZn (2)
Ferreira e colaboradores, em seu texto original, abordam que:

“A equagdo de Hill pode ser usada como uma
aproximag¢do empirica, mas ha situagdes em que seus
parametros possuem uma interpretagdo fenomenologica.
Em bioquimica, por exemplo, o valor do coeficiente de
Hill indica o tipo de cooperacdo existente entre os
ligantes em wuma macromolécula.” (FERREIRA;
TRINCA; FERREIRA, 2014).

Posteriormente, Adair (1925) investigou que os grupos heme da
molécula de Hb reagem sequencialmente com quatro moléculas de
oxigénio e identificaram os quatro sitios ativos da proteina.
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Os pesquisadores Max Perutz ¢ John Cowdery Kendrew da
Universidade de Cambridge, em 1959, caracterizaram a proteina
hemoglobina por meio de difragdo de raios X, apresentando uma massa
molecular de 64.458 Dalton (64 kDa) (NAPOLITANO, 2009; PERUTZ,
1960)

Segundo Waltemath (1970), uma série de compostos
intermediarios sdo formados com a associagdo da hemoglobina e o
oxigénio, conforme visualizado na Figura 12.

Figura 12 - Etapas consecutivas e reversiveis da reagdo entre a hemoglobina e o
oxigénio, que ocorre no organismo.

Hb + O, k? HbO,
HbO, + O, k—\k_‘ HbO,
HbO, + O, "‘—k_‘ HbO,
HbO, + O, # HbO,
Hb + 40, k—\k_‘” HbO,

Fonte: Desenvolvida pela autora (2016).

Gibson (1970) foi o pioneiro em propor um mecanismo de reagao
que ocorre no organismo entre a hemoglobina humana e o oxigénio,
caracterizada por quatro etapas consecutivas e reversiveis. As quatro
etapas da reacdo estdo expostas na Figura 12, onde as constantes de
associacdo ou de ligagdo do oxigénio com a hemoglobina aparecem
representadas por kq, k,, k3 e k, e as constantes de dissociagdo ou de
liberagdo por k_y4, k_3, k_,, k_;. A reagdo global ¢ apresentada ao final
das quatro etapas, indicando a constante global de ligagdo ou associagdo
representada por Ky, € a de liberagdo ou dissociagdo denominada k.
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Em 1977, Sawicki, juntamente com Gibson, relataram que a
velocidade da reagdo ocorre rapidamente no inicio, diminuindo sua
velocidade ao longo do tempo.

A fim de facilitar as proximas discussdes, empregou-se uma
notacdo diferenciada que sera referenciada dessa forma para os
resultados, demonstrada nas Equagdes (3) a (6), para os compostos
envolvidos na reacdo de oxigenacao e desoxigenacao:

Hb(03)o + 0, = Hb(03), 3)
Hb(05), + 0, = Hb(0,), 4)
Hb(03), + 0, = Hb(0,)3 (5)
Hb(03)3 + 0, = Hb(0;), (6)

Generalizando as Equagdes (3) a (6), pode se escrever a Equacgdo
(7), cujo coeficiente ‘7 varia de 0 a 3:

Hb(03); + 0, = Hb(02)i4+1 (7
O modelo matematico obtido a partir do balango de massa que

descreve a dinamica de cada um dos compostos envolvidos na reagdo esta
expresso pelo conjunto das Equagdes (8) a (12):

% = — k1Cup(0,),Co, + k-1Cup(oy), (®)
% =~ k2Cup(0y): Co, + K-2Chb0y), + K1Chin(0,)0Co, — k-1Chb0y), ©)
% = = k3Cup(0,),Co, + k-3Cup(0,); T K2Chp(0,),Co, = K-2Chp(0,), (10)
% = — KaCiin(02sCoy + K_aCrtnonys + K3CitnconCor = k—3Cinco, (11)
% - (12)

dt = + k4Cup(0,)5Co, — K-4Cup(o,),
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O valor das constantes cinéticas do modelo matematico obtido a
partir do balan¢o de massa apresentado é de dificil obtengdo, em funcgéo
da velocidade de reacdo que ocorre em intervalos de tempo na ordem de
milissegundos (ms) (GIBSON, 1970). O unico pesquisador que calculou
os valores das oito constantes cinéticas foi Gibson (1970), obtendo os
seguintes resultados experimentais: k; = 17,7 uM-'s!; k, =332 uM-'s7;
ks = 4,89 uM's!; k, = 33,0 uMIs!; k_y = 1900 s!; k_, = 158,0 s°;
k_; = 539,0 s' e k_, = 50,0 s') (GIBSON, 1970). A metodologia
utilizada por Gibson para a determinagdo das constantes cinéticas de
hemoglobinas humanas foi a de mistura rapida com fluxo interrompido,
onde foram mantidos constantes o pH 7,0 (tampao fosfato 0,1 M) e a
temperatura de 21,5 °C.

A reprodugdo experimental da reacdo que ocorre no corpo
humano ¢ um grande desafio. A fim de facilitar a pesquisa experimental
dessa reagdo, geralmente se estudam os processos de oxigenagdo e
desoxigenagdo separadamente. Para a desoxigenacao, que é o objetivo do
presente trabalho, € usual a utiliza¢ao do agente redutor ditionito de sédio,
também conhecido como hidrossulfito de sddio.

O ditionito de sodio ¢ um reagente muito versatil e potente
redutor frequentemente utilizado por exibir uma capacidade de remover
completamente o oxigénio de heme proteinas e aparentemente nao afetar
sua estrutura (JORGE et al., 2012; LAMBETH; PALMERS, 1973;
WIREKO; ABRAHAM, 1992). A rea¢do com a utilizagdo do agente
redutor ditionito de sodio € irreversivel por um certo intervalo de tempo,
o que a diferencia biologicamente quanto ao seu mecanismo de acdo
(JORGE et al., 2012). Sendo assim, as equagdes cinéticas determinadas
pelo ditionito de sédio passam a ser descritas conforme demonstrado nas
Equacdes (13) a (16):

Hb(05)s =% Hb(0)s5 + 0, (13)
Hb(0); = Hb(0,), + 0, (14)
Hb(0,), =5 Hb(0,); + 0, (15)

= (16)

Hb(0;)y — HDb(0z)o + 0,
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O modelo matematico obtido a partir do balango de massa que
descreve a dindmica dos compostos proteicos envolvidos na reagdo de
desoxigenagdo da oxi-hemoglobina com o ditionito de sédio esta
apresentado no conjunto das Equacdes (17) a (21):

% = — k_3Cup0,); T k-4Cup(o,), (15)
% = —k_2Cupo,), + k-3Cup(0,), (15
% = —k_1Cuno,), + k-2Cun0,), (20)
% = + k_1Cyup(o,), L)

Na literatura, o modelo de pseudo primeira ordem é amplamente
utilizado para descrever a dindmica de desoxigenagdo da
oxi-hemoglobina. Esse modelo ¢ obtido a partir de uma simplificagdo do
mecanismo da reagdo apresentado nas Equagdes (13) a (16),
concluindo-se em uma Unica etapa, como pode ser visualizado na
Equacio (22).

Hb(0,), = Hb + 40, (22)
O modelo matematico que descreve a dindmica dos compostos

envolvidos na reagdo, obtido a partir do balango de massa, ¢ dado pelas
Equagoes (23) e (24):

dCupop, _ bC (23)
dt - of f“Hb(02)4
d Cyp (24)

3¢ = KorrCu(o,),



50

A Equacao (25) apresenta a solugdo analitica da Equacao (23), a
partir da qual é possivel predizer o comportamento da concentragdo da
oxi-hemoglobina na reagdo de desoxigenagao.

Cub(0y)s = CHb(0,),-€ /¢ (25)

2.6 METODOS EXPERIMENTAIS UTILIZADOS PARA A ANALISE
DE DESOXIGENACAO DA OXI-HEMOGLOBINA

Existe uma ampla gama de técnicas experimentais especializadas
para a mensuracdo de cinéticas rapidas, sendo que cada método possui um
beneficio dentro de sua limitagdo. Essas variadas técnicas se diferenciam
por sua escala de tempo, de acordo com a Figura 13 (BRINDELL et al.,
2008).

Figura 13 - A escala de tempo de vdrias técnicas cinéticas.
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Fonte: Adaptado de Brindell et al. (2008).
Por ser uma reacdo que ocorre rapidamente, a desoxigenacdo da

oxi-hemoglobina ¢ de dificil verificagdo experimental. Existem dois tipos
de métodos experimentais para a determinagdo de reagdes quimicas que
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possuem meias-vidas muito curtas: os métodos de fluxo e os métodos de
pulso. Os métodos comumente adequados para a analise de heme
proteinas sdo o método de mistura rapida com fluxo continuo, o0 método
de mistura rapida com fluxo interrompido e o método de fotolise por pulso
de laser (flash-fotdlise) que serdo abordados detalhadamente a seguir.

2.6.1 Método de mistura rapida com fluxo continuo

Hartridge e Roughton, em 1923, desenvolveram um equipamento
de mistura rapida com fluxo continuo para o estudo de reagdes
enzimaticas que ocorrem rapidamente, tal como a reacdo entre a
hemoglobina e o oxigénio.

Adair (1925), que foi um dos pioneiros a desvendar os sitios de
ligacdo da hemoglobina, também utilizou em seus experimentos o método
de fluxo continuo.

Nesse método, denominado de fluxo continuo, o equipamento era
composto por dois tubos para colocar os reagentes e injetados de forma
tangencial sob determinada pressdo para um misturador dentro de uma
camera de mistura. Os reagentes, apds injetados para uma camara de
mistura sob uma determinada pressdo, seguiam com fluxo continuo até
um tubo de observagdo. A mistura homogénea, composta por
oxi-hemoglobina juntamente com o ditionito de sodio, era analisada em
diferentes pontos do tubo de observacdo por espectrofotometria com
capacidade de detectar a reacdo em alta velocidade (KHORASSANI
et al.,2011). Conforme demonstrado na Figura 14, a velocidade do fluxo
era constante e cada medida de distancia correspondia a um intervalo de
tempo apds a mistura, necessitando de um grande periodo para ser
avaliada, tornando tal técnica pouco viavel para reagdes muito rapidas.
Além disso, o tempo morto empregado nesse método de fluxo continuo
era relativamente grande e também necessitava da utilizagdo de grandes
quantidades de reagentes para a analise de cada experimento.

Esse método de fluxo continuo foi originalmente modificado por
Chance (1940), que introduziu pela primeira vez o sistema de mistura
rapida com multijatos para acelerar o fluxo. Nesse mesmo periodo,
Chance iniciou a construc¢do da sua terceira versdo para o equipamento,
por verificar que o fluxo turbulento causava cavitacdo (bolhas) durante o
preenchimento da camara de observagdo (microcubeta) e esse problema
estava causando interferéncia no resultado final. Por esse motivo, o fluxo
continuo foi aprimorado para o fluxo interrompido (KHORASSANI
etal.,2011).
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Figura 14 - Representa¢do do método de mistura rapida com fluxo continuo. O
oxigénio e as hemacias eram injetados sob uma vazao volumétrica constante em
dois tubos ligados a uma camara de mistura que esta conectada ao tubo de
observacdo. A andlise Optica dessa mistura era realizada em determinados pontos
ao longo do comprimento do tubo e convertida em intervalos de tempo.

Método dptico de analise

Hemdcias

——> Descarte

™ N

Camara de
mistura Y Tubo de observacdo

Oxigénio

Fonte: Adaptado de Souza (2016).
2.6.2 Método de mistura rapida com fluxo interrompido

Chance, em 1940, inventou o método de fluxo interrompido com
o principal objetivo de economizar reagentes, reduzir o tempo morto ¢
obter uma mistura mais homogénea sem formacdo de bolhas, langando
uma nova versao do equipamento de mistura rapida que foi denominado
de Stopped Flow (CHANCE, 1940). Com esse processo, a quantidade de
reagente utilizada foi reduzida drasticamente para a ordem de microlitros
e foi introduzida a seringa de frenagem ou de parada ap6s a camara de
mistura do equipamento (KHORASSANI et al., 2011).

Gibson (1954) utilizou um equipamento similar ao de Chance, o
qual era composto por duas seringas acionadas por pressdo manual para
uma camara de mistura e, logo em seguida, para um tubo de observagao.

Stewart ¢ Ouellet (1959) obtiveram seus resultados de mistura
rapida com a adaptagdo de um espectrofotdometro de Beckman ao
equipamento de fluxo interrompido, o qual possuia seringas removiveis
para a mistura dos reagentes, temperatura controlada para reagdo ¢ um



53

gravador sincronizado para registrar todas as etapas da reagdo apos a
interrupcao do fluxo.

Gibson e Milnes (1964) continuaram a aperfeicoar essa
metodologia de mistura rapida, permitindo inovagdes para o estudo de
reacOes rapidas até entdo desconhecidas, onde as solugdes eram
velozmente misturadas e levadas a uma camara de mistura até sua
posterior parada por uma seringa de frenagem para deteccdo da
absorbancia em fun¢do do tempo. Vale a pena ressaltar que Gibson (1970)
foi o tnico pesquisador que calculou as constantes cinéticas da reagdo
entre a hemoglobina e o oxigénio.

Grande parte desse progresso foi explorado e usado por varios
outros pesquisadores. Chance (1994) inventou um instrumento moderno
denominado de monocromador que era adaptado ao equipamento para
garantir maxima eficiéncia no ajuste do comprimento de onda (CHANCE,
2004).

Figura 15 - Funcionamento do método de mistura rapida com fluxo interrompido.
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Fonte: Adaptado de Harvey e Borcherdt (1972).

Nesse método de mistura rapida com fluxo interrompido, as
solugdes sdo colocadas em reservatorios e injetadas rapidamente
(milissegundos) para uma camara de mistura. Em seguida, essa mistura é
transportada para uma célula de observagdo espectrofotométrica, onde
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apés o preenchimento completo da seringa de frenagem o fluxo ¢
interrompido ativando o gatilho (frigger) para dar inicio imediato a
aquisi¢cdo dos dados de absorbancia em fun¢ao do tempo. De acordo com
a Figura 15, o funcionamento do equipamento ocorre quando os pistdes
(1) introduzem os reagentes presentes nas seringas (2) para dentro dos
reservatorios, local onde sdo misturados rapidamente na célula de mistura
(3). Logo apds, segue para célula de observagao espectrofotométrica (8),
preenchendo a seringa de frenagem (4). O movimento do émbolo (5)
dessa seringa de frenagem ativa o sensor de parada (7), acionando o
trigger (6) para ativar o inicio da aquisi¢cao de dados.

O método de mistura rapida com fluxo interrompido, chamado
Stopped Flow, surgiu da necessidade de analisar o comportamento de
reacdes extremamente rapidas em solugdo liquida ao longo de um curto
espaco de tempo (BATISTELA et al., 2006). Esse método permite
monitorar as etapas iniciais da rea¢do e avaliar todo o processo em que
ela ocorre (milissegundos = 1073 s). Uma vantagem importante desse
método com fluxo interrompido € a economia de reagentes, pois permite
utilizar quantidades na ordem de microlitros (uL) para analise da reagdo
e também pode monitorar cinéticas de sistemas quimicos e bioldgicos por
absorbancia ou fluorescéncia (FRESKGARD; BERGENHEM;
CARLSSON, 1992). Essa técnica de fluxo interrompido pode ser aplicada
como ferramenta para uma ampla gama de pesquisa, como 0s processos
de ligacdo de drogas, estudo de reacdes enzimaticas, investigacdo da
transferéncia de elétrons em reagdes quimicas, determinagdo da estrutura
de proteinas e interagOes proteina-proteina. Por ser dificil estudar na
pratica reagdes que atinjam o equilibrio em miléssimos de segundos, faz-
se necessario o auxilio de equipamentos especializados para misturar
rapidamente os reagentes com fidedigna reprodutibilidade (BATISTELA
et al., 2006; KHORASSANI et al., 2011, PEINTLER et al., 2000).

No mercado existem varios fabricantes que comercializam
equipamentos apropriados para esta finalidade. A diferen¢a definida entre
cada equipamento se resume na eficiéncia do menor tempo morto (dead
time) que cada um permite obter, pois enquanto menor for esse tempo
morto mais relevante o experimento se aproxima da escala de tempo
bioldgica. O equipamento SX 20 Stopped Flow Spectrometer, fabricado
pela empresa Applied Photophysics Limited, permite obter um tempo
morto minimo de 0,5 ms, ja 0 SX 17MV-S2 e 0 SX 18 MV-R Stopped Flow
Spectrofluorimeter do fabricante Artisan Technology Group, podem
comportar um tempo morto de 0,5 a 1,0 ms. O equipamento SF-61SX2,
da empresa Hi-Tech Scientific Ltda, suporta utilizar um tempo morto de
2 ms, enquanto que o da Bio-Logic Science Instruments (Stopped Flow
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Mixer 4000/S) normalmente pode alcangar um tempo morto também de 2
ms, porém o equipamento possibilita a utilizacdo de um sistema de
microcubeta, fazendo com que esse tempo diminua drasticamente,
podendo chegar até 0,25 ms (BATISTELA et al., 2006; BENAMOR et
al., 2016; CLARKE; KHALID, 2015). Exemplos de diversos tipos de
equipamentos, suas vantagens e desvantagens tém sido relatados por
Sema et al. (2012). A maioria dos equipamentos atuais existentes no
mercado possui um tempo morto de no maximo 2 ms. Por esse motivo, o
SFM 4000/S foi o equipamento de primeira escolha para a realizagdo
desse trabalho, pois permite reduzir o periodo do tempo morto para cerca
de 0,25 ms quando equipado com seringas pressurizadas e com
microcubeta especializadas (BATISTELA et al., 2006; CLARKE;
KHALID, 2015).

O equipamento de fluxo interrompido (Stopped Flow) pode estar
associado a uma grande variedade de técnicas de detecgdo, sendo
frequentemente utilizado para estudar a cinética rapida em pesquisas que
necessitam ser realizadas em condi¢des anaerdbias. E relevante destacar
sua importancia no processo de mistura em um curto periodo de tempo,
assegurando a reprodutibilidade do experimento entre a sincronizagao no
controle da mistura e a aquisicdo dos dados (GRILLO, 2009). Para
realizar essa técnica de mistura rapida com fluxo interrompido sdo
necessarios dois componentes basicos denominados de injetores e
misturadores. Porém, os misturadores ndo se restringem apenas ao
processo de mistura, uma vez que neles podem ocorrer reagdes quimicas,
lhes atribuindo o carater de reator.

2.6.3 Método de fotélise por pulso de laser (mistura rapida por
flash-fotolise)

O método de mistura rapida por flash-fotdlise, denominado de
fotolise por pulso de laser (laser flash-photolysis), tem sido usado para a
pesquisa da desoxigenacdo e oxigenagdo da molécula de hemoglobina.
Esse método possibilita mensurar grandes quantidades de intermediarios
da reag@o, especialmente em experimentos de heme proteinas, sem afetar
a sua estrutura molecular. Além de servir para monitorar as etapas iniciais
da reacdo, o ensaio experimental permite uma analise na escala de tempo
de microssegundo (1 picosegundo = 107!%s) a milissegundo (107'%s a
1073s), podendo ser aplicavel a gases, liquidos e s6lidos em moléculas de
qualquer geometria e tamanho (BRINDELL et al, 2008;
LEPESHKEVICH et al., 2016; ROSELL; MAUK, 2011).
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George Porter e Ronald D. W. Norrish (1949) foram os pioneiros
a descobrir a técnica de fotolise por pulso de laser com a intengdo de
estudar cinéticas rapidas. A fotdlise baseia-se na decomposicdo ou
dissociagdo de  compostos quimicos que sdo detectados
espetroscopicamente por meio do feixe de luz ou pela radiagdo
ultravioleta que atravessa o eixo do tubo fotomultiplicador. A luz permite
que as moléculas da amostra analisada (P-Heme-L) se dissociem,
originando os radicais intermediarios livres (L), conforme representado
na Figura 16. O sinal obtido por espectroscopia ¢ avaliado aplicando a lei
de Lambert-Beer, sendo ferramenta extremamente util para a pesquisa de
cinéticas muito rapidas (BRINDELL et al., 2008).

Figura 16 - Representagdo da cinética das reacOes entre hemoproteinas e
pequenos ligantes para a aplicacdo de fotdlise por pulso de laser, onde P-heme-L
indica a hemoproteina e L representa o ligante oxigénio (O,).

hv

Ko
P-Heme-L <T—ﬁ’ P-Heme + L

Fonte: Adaptado de Brindell et al. (2008).

No final dos anos de 1960, Gibson, apoiado por George Porter,
construiu o seu primeiro equipamento de laser (flowflash) no seu
laboratorio em Harvard onde, a partir dessa técnica, descobriu a
bioluminescéncia bacteriana (GIBSON; HASTINGS;GREENWOOD,
1965). Logo apos, juntamente com Sawicki (1977), obteve avangos em
sua pesquisa com a oxi-hemoglobina por meio de fotdlise por pulso de
laser.

O equipamento para esse tipo de analise ¢ constituido por um
detector de quartzo ou tubo fotomultiplicador, lentes adequadas para a
passagem de luz, uma lampada de excitagdo apropriada para a produgio
de um flash intenso de laser, um monocromador, um osciloscopio ¢ um
computador acoplado para registrar os dados, de acordo com a Figura 17
demonstrada abaixo.
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Figura 17 - Ilustragdo do esquema de funcionamento do equipamento de fotolise
por pulso de laser.
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Fonte: Adaptado de Yang et al. (2007).

O equipamento utilizado para essa finalidade por Lepeshkevich
e colaboradores (2016) foi o LS-2132U, da LOTIS TII. A familia de
LOTIS TI Q-switched Nd-YAG inclui dispositivos com diferentes tipos
de energia de pulso de saida, permitindo uma duragdo de 5 \a 24
nanossegundos. Os modelos da LOTIS TII mais recentes disponiveis no
mercado sdo os LS-2134TF e LS-2145TF, que se caracterizam por ser
uma série de lasers compactos.

2.7 METODOS DE OTIMIZAGAO

A otimizag¢do faz parte do nosso cotidiano pelo fato que direta ou
indiretamente sempre estima-se procurar pontos maximos ou minimos de
problemas. As ferramentas utilizadas para a otimizagao estdo inseridas no
campo da matematica permitindo sua aplicagdo em diversos problemas
praticos relacionados a Engenharia e também em outras areas como
Informatica, Medicina, Administracdo, Farmacia, sendo de grande
interesse para diversas aplica¢des industriais.

No contexto de otimizacdo, os problemas sao tratados dentro
das seguintes defini¢des (RAO, 2009):

a) funcdo objetivo: ¢ a funcdo matematica que determina o

ponto maximo ou minimo do problema que se deseja analisar;

b) variaveis de decisdo: sdo as varidveis independentes que

aparecem na funcdo objetivo do problema em questio;

¢) restricdes: sdo os limites impostos ou estabelecidos pelas leis

naturais ao problema que estd sendo avaliado e podem sofrer

alteragdes, dependendo da decisdo que for escolhida para a

solugdo do problema;
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d) regido de busca: ou regido viavel significa a regido do espago
definido pelas variaveis de decisdo. Nessa regido também pode
ser encontrado o 6timo da fungdo objetivo.

2.7.1 Busca unidirecional

O método de otimizagdo por busca unidirecional consiste em
fazer uma busca partindo de um ponto em uma unica diregdo a outro a
fim de minimizar ou maximizar a fun¢do objetivo a partir desse ponto
escolhido, obtendo uma solugdo 6tima para resolver o problema em
questdo. Uma estratégia para definir uma busca unidimensional ou
unidirecional seria admitir um conjunto de minimizadores e determinar a
dire¢do de busca, escolhendo o melhor sentido até encontrar um ponto em
que ndo existe diregdo de busca que melhore o valor da funggo objetivo
(ANJOS, 2016; IVORRAA; MOHAMMADIB; RAMOSA, 2015; RAO,
2009).

Para realizar a otimiza¢do pela busca unidirecional faz-se
necessario primeiramente dar uma estimativa inicial, definindo o ponto
de partida e, posteriormente, encontrar um sentido ou direcao de pesquisa
paralela aos eixos do ponto inicial x, (ponto de partida) até atingir um
ponto de minimo que pode ser local ou global x (resposta do problema).
Juntamente, deve-se calcular o tamanho ou comprimento do passo, que
pode ser varidvel ou fixo (PEIL; ZHU, 2016; VIEIRA; LISBOA, 2014).
Uma vez que foi dada a dire¢do e foi determinado o comprimento do
passo, os métodos que empregam a busca unidirecional geram uma
sequéncia iterativa (x;, ) que pode ser definida pela Equacgdo (26):

Xey1 = Xp + Qpdg (26)

onde k =0,1,2,..., a; denomina o tamanho do passo e d;, indica
a direcdo.

Nesse ponto, pode-se saber a dire¢do escolhida a fim de seguir
longe o suficiente para que a fungfo atinja o seu maximo ou o seu minimo.
A escolha da forma como sera calculado o passo a cada iteragdo pode ser
baseada em diferentes métodos apresentados na literatura (CUL; WU; QU,
2011; VIEIRA; LISBOA, 2014).

Essa técnica de busca unidirecional pode ser melhor explicada
passo a passo de acordo com a literatura (RAO, 2009; VIEIRA; LISBOA,
2014):
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a) ponto de partida (xy): inicia o processo de tentativa do
problema em questio;

b) direcio de pesquisa (dj ): identifica o vetor no qual serdo
realizadas as alteracOes das variaveis;

¢) espacamento de cada tentativa: determina a varia¢do que
ocorrera em toda a diregdo de pesquisa para cada tentativa,
calculando o tamanho do passo (ay,);

d) critério de parada: caracteriza o critério para aceitar uma
determinada solugdo como o 6timo de uma fungao.

2.7.2 Algoritmo genético

Otimizagdo ¢ uma ferramenta matematica que permite descobrir
quais valores devem ser escolhidos para atingir os pontos maximos ou
minimos dos problemas na forma de fungoes.

Os algoritmos genéticos (AGs) sdo um exemplo dos métodos
iterativos de otimiza¢do que foram desenvolvidos com o intuito de
encontrar minimos globais de uma fung@o. Essa técnica se baseia no
principio da selegdo natural segundo a teoria de DARWIN (1859), onde
os individuos de mesma espécie ou espécies diferentes t€ém uma maior
probabilidade de sobreviver no ambiente no qual vivem quando
adaptados. Essa caracteristica desejavel tende a se expandir, aumentando
o grau de adaptacdo da espécie otimizada (DARWIN, 1859). A técnica de
algoritmo genético (AG) ¢ amplamente utilizada em diversas areas e
consiste em um método de otimizagdo empregado como ferramenta para
resolver distintos tipos de problemas complexos que possibilitam abordar
dados numericamente determinados ou funcdes analiticas (ARORA,
2004; DAVIS, 1989; HAUPT ¢ HAUPT, 1998; RAO, 2009).

A busca para a melhor solugdo dos problemas de otimizagdo
comeca a partir de uma populacdo inicial, onde os individuos mais
adaptados desta populagdo geram uma nova com diferentes cromossomos
dos pais. As operagdes que conduzem uma geracdo para outra sdo
determinadas por selecdo, cruzamento e mutacdo, de forma que os
cromossomos mais capazes produzem um maior nimero de descendentes
(ARORA, 2004; HAUPT e HAUPT, 1998; KIRKPATRICK; GELATT;
VECCH]I, 1983; RAO, 2009). A fungdo de avaliagdo dos cromossomos ¢é
chamada de fungfo fitness (FO) ou fungéo objetivo f (x) que estima o
desempenho do cromossomo com relagdo a resolu¢do do problema
proposto. Em cada nova gera¢do, um conjunto de individuos mais
eficientes é produzido com o valor mais elevado da fungao fitness, o qual
¢ escolhido (fungdo de selegdo) para o processo de reprodugdo
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(cruzamento e mutacao) e criacdo de novos individuos. As caracteristicas
dos pais sdo propagadas para os filhos e repassadas por varias geracdes,
permitindo originar um grande ntimero de combinagdes e possibilidades
de evolugdo natural das espécies. O processo somente encerra quando o
critéerio de convergéncia estiver satisfeito. Esse critério pode ser
especificado pelo nimero maximo de geragdes ou por algum parametro
que avalie a diferenca de duas geragdes consecutivas (ARORA, 2004;
HAUPT e HAUPT, 1998; RAO, 2009).

Holland foi o precursor, em 1975, a estudar algoritmo genético
(AG) com intuito de pesquisar os fendmenos de adaptacdo que acontece
na natureza e tentar transferir para o computador esse mecanismo de
selecdo natural (HOLLAND, 1975).

David Goldberg, em 1989, popularizou o método apds publicar
o livro “Algoritmos Genéticos em Pesquisa, Otimizacao e Aprendizado
de Maquina” (GOLDBERG, 1989).

Holland, guiado pelo darwinismo, desenvolveu os procedimentos
para o funcionamento dos AGs, que estdo explicados abaixo pelos
processos evolutivos divididos nas etapas de inicializag¢do, avaliacdo,
sele¢cdo, cruzamento, mutacdo, atualizacdo e finalizacdo e também de
acordo com o fluxograma mostrado na Figura 18 (HOLLAND, 1975):

a) inicializacdo: gera a primeira populacdo para submeter ao

processo de evolugdo com varias respostas ao problema indicado;

b) avaliacdo: avalia a aptiddo dos n individuos da populacdo e

analisa as solugdes a fim de escolher a melhor resposta ao

problema proposto;

¢) seleciio: seleciona os mais aptos ou melhores adaptados para

a reproducdo, sendo a probabilidade proporcional a aptidao;

d) cruzamento (crossover): recombina os alelos dos

cromossomos, permitindo que sejam trocados para gerar novos

individuos;

e) mutaciao: complementa o processo de reprodugdo e altera

aleatoriamente as caracteristicas dos individuos resultantes,

modificando uma ou mais posi¢des dos alelos no cromossomo;

f) atualizacdo: inserem na populagdo os individuos criados na

etapa,

g) finalizacao: verifica o final da evolucao das espécies e se todas

as condi¢des abordadas foram satisfeitas para encerrar a

execucdo do programa. Em caso negativo, retorna para a etapa de

avaliacdo.

O tamanho da populagdo, a probabilidade de cruzamento e de
mutagdo sdo parametros basicos necessarios do algoritmo genético para
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se obter a melhor otimizagdo (ARORA, 2004; HAUPT e HAUPT, 1998;
RAO, 2009).

Figura 18 - Fluxograma do funcionamento de um algoritmo genético (AG)
tradicional.
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Fonte: Desenvolvida pela autora (2016).
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2.8 METODOS DE OTIMIZACAO HIBRIDOS

Um dos principais motivos que levam a utilizacdo de um
método de otimizacao hibrido € por nem sempre ser possivel minimizar
fung¢des de varias variaveis por meio de uma solu¢do analitica e pela
dificuldade de se obter uma solugdo 6tima utilizado apenas uma técnica
de otimizacdo. Por isso, para os problemas mais complexos compostos
por multiplos parametros faz-se necessario ter em maos um conjunto de
ferramentas adquiridas por mais de um método para resolver o sistema
avaliado, a fim de abranger uma combinag@o de fatores que proporcionem
o melhor desempenho. A medida que aumentam os niimeros de fungdes
e de variaveis também cresce a dificuldade para determinar o conjunto de
solugdes Otimas inerentes ao problema que se deseja otimizar (ANJOS,
2016; EDGAR; HIMMELBLAU; LASDON, 2001; IZMAILOV, A,
SOLODOV, 2007).

Nao existe um método Unico que somente ele proprio seja
eficiente para ser aplicado em toda as solu¢des dos problemas analisados.
Em cada caso particular devem ser avaliadas as caracteristicas da fungéo
objetivo, o numero de varidveis proposto pelo problema e o tipo de
restrigdes a ser utilizado. Para formular e solucionar um problema de
otimizacdo, faz-se necessario analisar o processo e suas variaveis.
Posteriormente, determina-se o critério que sera utilizado para otimizagao
e se faz a especificagdo da fung@o objetivo. Por fim, aplica-se o método
de otimizagdo que parega mais apropriado para a solugao do problema em
questdo para que seja possivel analisar a solug¢do obtida e as consideragdes
das variagdes dos parametros do modelo (RAO, 2009).

Neste contexto surge a necessidade de refinar o processo de
otimizagdo para resolver problemas de diversas areas por um método de
otimizacao hibrido onde ¢ utilizada mais de uma técnica para resolugéo
de um problema. Como o método de otimizagao hibrido fornece uma
excelente alternativa para a manipulagdo de problemas com um grande
numero de varidveis, essa estratégia de utilizar métodos de otimizagdo
eficazes em conjunto gerou grande interesse da comunidade cientifica
pela dificuldade de solucionar dados mais complexos (ANJOS, 2016;
RAO, 2009).
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3 MATERIAIS E METODOS

Para a realizagdio dos experimentos utilizou-se a meta-
hemoglobina humana liofilizada, a qual foi submetida a uma purificagédo
para reducdo a oxi-hemoglobina. Essa purificagdo foi realizada por
cromatografia liquida de filtragdo em gel de exclusdo (Sephadex G-25)
seguido de dialise. Posteriormente, foi oxigenada com oxigénio gasoso
medicinal 99,9% e quantificada pelo método de Drabkin. As formas
heme-estruturais da Hb foram identificadas pelo espectro de absorgdo no
comprimento de onda entre 390 nm e 650 nm. Por fim, a amostra de oxi-
hemoglobina foi avaliada pelo método de mistura rapida com fluxo
interrompido no equipamento Stopped Flow Mixer 4000/S.

3.1 MATERIAIS

O presente trabalho experimental foi desenvolvido com a
utilizacdo dos seguintes reagentes, equipamentos e utensilios descritos
abaixo.

3.1.1 Reagentes

1. meta-hemoglobina humana do fabricante Sigma-Aldrich Brasil Ltda
(H7379 liofilizada);

2. oxigénio gasoso medicinal 99,9% do fabricante Air Liquide Brasil;

3. Sephadex G-25 do fabricante Sigma-Aldrich Brasil Ltda;

4. membrana de dialise 30 kDa do fabricante Spectrum Laboratories;

5. kit de reagentes para hemoglobina do fabricante Labtest Diagnostica
S.A.;

6. ditionito de so6dio ou hidrossulfito de s6dio (Na2S>04) do fabricante

Vetec;

7. tampao Hepes sodico-acido etanosulfonico 4-2 hidroxietil piperazina-
1 sal sodico (CsHisN204S) do fabricante Vetec;

8. hidroxido de sodio perolado (NaOH) do fabricante Lafan;

9. alcool etilico 70° do fabricante Lafan;

10. agua destilada
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3.1.2 Equipamentos e utensilios

1.

N

000 NG A W

10.
11.
12.
13.
14.
15.

16.
17.
18.

Stopped Flow Mixer 4000/S (SFM 4000/S) do fabricante Bio-Logic
Science Instruments;

espectrofotdmetro SpectraMax Plus 384 do fabricante Molecular
Devices;

pHmetro de bancada do fabricante Hanna;

balanca analitica digital do fabricante Radwag;

agitador do fabricante Alfakit;

destilador de bancada do fabricante Alfakit;

coluna de cromatografia de vidro do fabricante Dist;

tubos Falcon de 15 mL e 50 mL;

descarpack;

micropipetas automaticas de volume variavel do fabricante Kasvi;
ponteiras descartavesis;

seringas de plastico descartaveis de 10 mL;

espatula de metal;

bastdo de vidro;

baldo volumétrico de 5 mL; 10 mL; 250 mL e 500 mL do fabricante
Uniglas;

béquer de 50 mL e 100 mL do fabricante Uniglas;

suporte com garra universal;

proveta de 50 mL; 100 mL; 250 mL e 1000 mL do fabricante Uniglas.

3.2 METODOS

A sequéncia de procedimentos experimentais efetuados para

obtencdo da oxi-hemoglobina, todo o processo de desoxigenagdo ¢ a
otimizacdo dos dados podem ser visualizados no fluxograma
representado na Figura 19.
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Figura 19 - Fluxograma de todas as metodologias utilizadas para a realizagdo do
procedimento experimental que serd detalhado posteriormente na metodologia e
no Apéndice A.
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Espectro de Absorcao
(identificagdo das formas de Hb)

Equipamento SFM 4000/S
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Método de otimizacao hibrido
(combinagdo dos métodos de AG e BU)

Fonte: Desenvolvida pela autora (2016).

3.2.1 Reducio da meta-hemoglobina pelo método de cromatografia
liquida por gel de exclusao molecular (SephadexG-25)

A preparagdo da meta-hemoglobina foi realizada de acordo com
o fabricante e todo o procedimento experimental utilizado para sua
diluicdo encontra-se detalhado no Apéndice A. Optou-se por utilizar a
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meta-hemoglobina humana por apresentar praticamente nenhum risco de
contamina¢do e maior durabilidade. Também ¢ importante mencionar
que, por ser um composto natural e liofilizado, pode ser facilmente
armazenado e transformado em hemoglobina humana oxigenada. A
purificacao foi avaliada pela confirmag&o dos picos da  oxi-hemoglobina
no espectro de absor¢ao segundo a literatura (BARATA-SILVA et al.,
2015).

O método de cromatografia liquida por gel de exclusdo molecular
(Sephadex G-25) ¢ um importante método para realizagdo da purificagio
e analise de macromoléculas, tornando possivel a remocao de fosfatos e
outros contaminantes, sendo recomendado para separagdo de proteinas
globulares (DIXON, 1985; WEBER et al., 2013). O funcionamento dessa
cromatografia tem como base a purificagdo da amostra por meio da
separacdo de seus componentes, onde as moléculas de maior massa
molecular tendem a migrar mais rapidamente que as de menor massa
molecular, sendo eluidas primeiramente. As moléculas menores levam
mais tempo para percorrer o mesmo caminho porque penetram no interior
dos poros da resina, sendo eluidas por ultimo na coluna (DIXON;
MCINTOSH, 1967; DIXON, 1985; WEBER et al.,, 2013).

A redugdo da meta-hemoglobina e sua posterior purificacdo para
hemoglobina oxigenada foi realizada em uma coluna cromatografica de
vidro com 2 cm de didmetro ¢ 40 cm de comprimento, local onde a resina
Sephadex G-25, suspensa em agua destilada, foi colocada até atingir 20
cm de altura para sua total compactagdo, conforme padronizado pelo
fabricante. A Sephadex G-25 é formada por poros constituidos de um
composto insoliivel altamente hidratado, onde as moléculas de baixa
massa molecular ficam aderidas aos poros e as de alta massa molecular
atravessam o gel de exclusdo molecular (CHENG et al, 2001;
WEBER et al.,, 2013).

O tampao Hepes 50 mM em pH 7,4 (Hepes sddico-acido
etanosulfonico 4-2 hidroxietil piperazina-1 sal sodico) foi utilizado como
eluente ao longo de todo o processo para equilibrar o pH da resina
Sephadex G-25. Primeiramente, no topo da coluna foi aplicado 2 mL do
tampao contendo 200 mg de ditionito de s6dio (Na,S>04) com a finalidade
de ficar aderido nos poros da resina, uma vez que o mesmo atuara como
agente redutor, sendo eliminado no final do processo. Logo em seguida,
acrescentou-se a solugdo de meta-Hb (200 mg) que foi diluida em 10 mL
de agua destilada para entrar em contato com o agente redutor e ser eluida.
Devido ao tratamento com o ditionito de sédio, a meta-Hb, de cor
castanho, se transforma em oxi-Hb, de cor vermelho vivo, como pode ser
visualizada na Figura 20 (CHENG et al., 2001; TSURUGA et al., 1998;
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WEBER, 1992; WEBER et al., 2013). A fragdo de oxi-Hb foi coletada e
posteriormente oxigenada com oxigénio gasoso medicinal 99,9%,
desprezando-se o inicio e o final da solu¢ao para se obter uma fracao livre
de contaminantes, principalmente de fosfatos. Depois desse
procedimento, toda a solugdo foi colocada em uma membrana de dilise
com tamanho inferior a 64 kDa a fim de determinar sua concentracdo. Por
fim, a coluna foi lavada com uma solug¢do de hidroxido de sodio
(NaOH 0,2 M) e armazenada com agua destilada para evitar que a resina
secasse (DIXON, 1985; WEBER, 1992; WEBER et al., 2013). Todo o
procedimento foi realizado no Laboratério de Neuroengenharia
Computacional (Neurolab/UFSC).

Figura 20 - Cromatografia liquida de filtragdo em gel de exclusdo molecular
realizada na coluna cromatografica composta pela resina Sephadex G-25.
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Fonte: Desenvolvida pela autora (2016).
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3.2.2 Purificaciio da oxi-hemoglobina pelo método de dialise

A dialise ¢ um processo que se baseia na difusdo seletiva de
moléculas através de uma membrana semipermeavel, onde as moléculas
sdo separadas com base na massa molar das particulas de interesse. A
membrana de didlise € seletiva com relagdo ao tamanho das particulas,
permitindo a passagem de solutos menores e mantendo a proteina de
maior porte retida. Por isso, as moléculas maiores ficam retidas no lado
interno da membrana, enquanto que as moléculas pequenas passam
através dela, diminuindo sua concentragdo dentro da amostra. A
caracteristica dessa separagdo ¢ determinada pelo tamanho do poro da
membrana de dialise, chamado de massa molar de corte da membrana
(MWCO).

Nessa técnica, a amostra da proteina oxi-hemoglobina,
juntamente com ditionito de s6dio (Na>S,04) e a solug@o tampao Hepes
(dialisado), foram colocadas em lados opostos da membrana
semipermeavel de dialise, a qual contém poros com massa molar de corte
de 30 kDa (inferior a 64 kDa). O processo de purificacdo da
oxi-hemoglobina foi realizado por didlise prolongada durante 24 h no
Neurolab/UFSC sob agitagdo e temperatura constante de 8 °C contra um
tampdo Hepes 50 mM em pH 7,4 (trocado trés vezes) com o objetivo de
remover todo o excesso de ditionito de sodio presente na amostra de
oxi-hemoglobina, conforme representado na Figura 21 (TSURUGA et al.,
1998; WEBER, 1992; WEBER et al., 2013).

Figura 21 - Método de dialise.
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Fonte: Desenvolvida pela autora (2016).
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3.2.3 Determinacio da concentracio de oxi-hemoglobina

A concentragdo de oxi-hemoglobina foi determinada pelo
método de Drabkin (kit Labtest) e a absorbancia foi mensurada em
espectrofotometro SpectraMax Plus 384 do fabricante Molecular
Devices. O principio desse método consiste na oxidagao do ferro do grupo
prostético heme da oxi-hemoglobina ao estado férrico (Fe’*) pelo
reagente de cor (ferrocianeto de potassio, cianeto de potassio e
surfactante) formando hemiglobina (Hi), que se combina com o cianeto
ionizado para produzir cianeto de hemiglobina (HiCN). Esse método ¢
estabelecido pela reacdo colorimétrica de ponto final utilizando um
padrao de hemoglobina com concentragdo conhecida de 10 g/dL
(DRABKIN, 1948 e 1950) de acordo com a Equagdo (27). Todo o
procedimento experimental utilizado para a quantificagdo da
oxi-hemoglobina encontra-se detalhado no Apéndice A.

Absorbancia do teste

Hemoglobina (ﬁ) = 10- 27)

Absorbancia do padrio

Inicialmente, a solugdo de oxi-hemoglobina retirada da didlise foi
novamente oxigenada com oxigénio gasoso medicinal 99,9% e reservada.
Foram utilizados sete tubos Falcon de 15 mL (1 branco, 3 padroes e 3
oxi-Hb) para a reag@o de quantificagdo, conforme mostrado na Figura 22.
Em cada tubo Falcon foram colocados 5 mL do reagente de cor. Para o
preparo da solu¢do padrio foram adicionados 20 pL do padrio de
hemoglobina (10 g/dL) e para a preparagio da solucdo de
oxi-hemoglobina foram adicionados 20 plL da amostra apés dialisada
(oxi-Hb). A mistura reacional foi deixada em repouso por 5 minutos.
Depois do término desse tempo, as leituras das absorbancias foram
realizadas no comprimento de onda em 540 nm (DRABKIN, 1948 ¢
1950).

Todas as andlises foram feitas em triplicatas e a concentragdo de
oxi-hemoglobina foi calculada conforme a Equacdo (27) apresentada
acima. O valor da concentragdo, obtido em gramas por decilitros (g/dL),
foi calculado utilizando o fator de calibragcdo com o padrdo conhecido de
hemoglobina (10 g/dL) (DRABKIN, 1948 e 1950).
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Figura 22 - Quantificacdo da oxi-hemoglobina pelo método de Drabkin utilizando
um padrdo de concentragdo conhecida de 10 g/dL.
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‘ +— SmL
L I Comt
Branco Padrao Amostra
Reagente de cor Reagente de cor SmL Reagente de cor SmL
SmL Padrio 20 uL Oxi-hemoglobina 20 pL

Fonte: Desenvolvida pela autora (2016).

3.2.4 Determinacio do espectro de absorcio da molécula de
hemoglobina

A determinac¢do do espectro de absor¢do serve para caracterizar
as distintas formas estruturais da molécula de hemoglobina. A ferro-
protoporfirina tem como propriedade apresentar uma regido de absorgao
maxima entre 400 a 440 nm, denominada de banda de Soret, e outra regido
que exibe uma absor¢do menor que a da banda de Soret, chamada de
banda Q, a qual pode ser verificada pelo comprimento de onda entre 500
a 650 nm (GONCALVES; BORISSEVITCH; ZiLIO, 2009).

De acordo com a literatura (BARATA-SILVA et al., 2015;
NAOUM; RADISPIEL; MORAES, 2004), cada pico caracteristico
representa uma forma diferenciada da hemoglobina (Figura 24), podendo
estar relacionado aos seguintes estados conformacionais:

a) a oxi-hemoglobina possui absor¢des maximas locais em

415 nm (banda de Soref), 540 nm e 577 nm (banda Q);

b) a desoxi-hemoglobina tem seus picos locais em 430 nm

(regido de Soref) e 555 nm (regido da banda Q);

¢) a meta-hemoglobina exibe sua regido de Soret em 405 nm e

sua banda Q em 500 nm e 630 nm.



71

Figura 23 - Diferentes espectros de absor¢ao das formas estruturais da molécula
de hemoglobina, representando a regido da banda de Soret (pico maior) e da
banda Q (pico menor).
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Fonte: Naoum, Radispiel e Moraes (2004).

Todas as andlises do presente trabalho foram avaliadas no
comprimento de onda entre 390 nm a 650 nm, justamente para mensurar
o0 espectro de absor¢do de cada estrutura molecular no espectrofotometro
SpectraMax Plus 384. Com o objetivo de diminuir interferentes e obter
um melhor sinal, utilizou-se a regido da banda de Soret da oxi-Hb (415
nm) para avaliar a desoxigenacdo no SFM 4000/S. Nao foram
considerados nos experimentos os valores da banda Q por apresentarem
sinais muitos baixos e estarem susceptiveis a interferéncias (BARATA-
SILVA et al., 2015; NAOUM; RADISPIEL; MORAES, 2004). E
importante mencionar que no comprimento de onda escolhido de 415 nm
para todas as avaliagdes futuras, pode-se destacar uma diferenca de
absorbancia (AA) relativamente pequena entre as formas oxi-Hb e
desoxi-Hb. Esse fato terd implicacdes relevantes na andlise dos resultados
e sera discutido posteriormente.
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3.2.5 Stopped Flow Mixer 4000/S e método de mistura rapida com
fluxo interrompido

Os elementos fundamentais que compdem o espectrometro
Stopped Flow Mixer 4000/S (SFM 4000/S) (Figura 24) incluem
automacdo de elevado nivel, alta sensibilidade, diminuicdo da cavitagdo
e menor tempo morto (BATISTELA et al., 2006; PEINTLER et al.,
2000). O equipamento possui todas as caracteristicas que proporcionam
um excelente desempenho para cinéticas rapidas (CHANCE, 2004;
KHORASSANI et al., 2011), pois para acompanhar a reagao na sua etapa
inicial ¢ necessario um tempo morto inferior a 1 ms (BERGER et al,
1967). O funcionamento do equipamento SFM 4000/S e seus
componentes (localizado no Neurolab/UFSC) esta detalhado logo a seguir
na Figura 24.

Em funcdo dessas condigdes que compdem o espectrometro
citadas acima, faz-se necessario descrever detalhadamente a sequéncia de
eventos para a metodologia de mistura rapida com fluxo interrompido,
realizada no SFM 4000/S. Esse método garante a utilizagdo de micro
volumes de amostras e a eficiéncia da mistura (BATISTELA et al., 2006;
BERGER, 1978), porém para que se obtenha uma solu¢do homogénea
com baixa viscosidade deve-se padronizar a concentragdo dos reagentes
e a velocidade do fluxo de injeg¢@o. Segundo a Figura 24, essa técnica
funciona da seguinte forma: os reagentes sdo injetados simultaneamente
pelas quatro seringas (6) independentes por meio dos pistdes (9) para os
reservatorios e depois seguem para uma cdmara de mistura em condi¢des
muito rapidas. O sistema optico MOS/200 € composto por ldmpada de Xe-
Hg de 150 W (1), monocromador (2), botdo para ajustar e fixar o
comprimento de onda (3), cabo de fibra optica (4) para o transporte da luz
até que incida na microcubeta (5). A microcubeta (WFC-08), que esta
localizada no interior da cabega de observacdo (célula
espectrofotométrica), deve ser completamente preenchida pela mistura
homogénea. Em seguida, ocorrem acionamentos simultdneos pela acdo de
dois mecanismos distintos que constituem o sistema de parada brusca,
denominado de hard stop (7): um intensifica a parada dos motores e outro,
chamado de eletrovalvula de alta velocidade, fecha a saida da microcubeta
automaticamente no instante da parada do fluxo. A sincronizagdo desses
mecanismos faz com que seja acionado o gatilho (trigger) para inicio
imediato da aquisi¢do de dados pelo software (8). Esse software (Biokine
32 versdo 4.74) tem a fungao de controlar o volume dos reagentes a serem
ejetados de cada seringa, executar o tempo necessario para sequéncia das
reagdes, salvar e recuperar graficamente todos os resultados, como
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absorbancia em fung¢do do tempo (BATISTELA et al, 2006;
KHORASSANI et al., 2011).

Figura 24 - Equipamento Stopped Flow Mixer 4000/S (SFM 4000/S) e seus
componentes.

8. Software

Fonte: Adaptado de Souza (2016).

Segundo o fabricante Bio-Logic Science Instruments (2014), a
microcubeta de quartzo pFC-08 ¢ uma das mais eficientes no mercado
para medir micro volumes de reagentes (LL) e pode ser usada tanto para
espectroscopia de absorbancia quanto para fluorescéncia, percorrendo um
caminho 6ptico de 0,08 cm em todos os sentidos.

O sistema optico MOS/200, que esta representado na Figura 25,
foi projetado para proporcionar maior velocidade e sensibilidade em
cinéticas rapidas. Sua composi¢do baseia-se em uma fonte de luz de alta
intensidade, composta por uma lampada de xendnio-acrescida de
mercurio (Xe-Hg) com capacidade de 150 W para iluminag@o da amostra;
um monocromador, que possui um botdo para ajustar e fixar manualmente
o comprimento de onda pelo usudrio; e um cabo de fibra oOptica que
garante maxima eficiéncia para transportar a luz até a microcubeta
(BATISTELA et al., 2006; CHANCE, 2004; KHORASSANI et al.,
2011).
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Figura 25 - Sistema 6ptico MOS/200.

Cabo de fibra dptica Compartimento da limpada

Monocromador

Botao para ajustar o
comprimento de onda

Fonte: Desenvolvida pela autora (2016).

Figura 26 - Demonstragdo da configuragdo do tempo total de observagdo da
reagdo (4 s)
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Fonte: Bio-Logic Science Instruments (2014).

Foi definido que o tempo total de observacao da reagéo seria de
4 s, como visualizado na Figura 26. Nesse periodo de 4 s s@o coletados
8001 pontos, onde a cada 500 ps é obtido um ponto para a aquisi¢do de
dados (Data Acquisition Setup) pelo software (Bio-Kine 32 versdo 4.74)
(Figura 26).
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Segundo Berger (1967), o valor do tempo morto empregado para
a captura dos dados iniciais da rea¢do entre a hemoglobina e o oxigénio
deveria ser inferior a 1 ms. Isso porque, quanto menor for o periodo de
tempo morto maior serd a visualizagdo das etapas iniciais da reagao.
Importante mencionar que, durante todo procedimento de calibragdo do
equipamento, o tempo morto estimado utilizando a uFC-08 é de apenas
0,4 ms, com uma vazao volumétrica de 9,0 mL/s e um volume total
utilizado na microcubeta de 202 pL na proporgéo de 1:1 (101 pL de oxi-
hemoglobina e 101 pL de ditionito de sdédio), como representado na
Figura 27. A vazao volumétrica ¢ um requisito muito importante, pois ela
deve estar em uma margem de seguranga para que a proteina nio sofra
desnaturagdo e para que a interferéncia seja minima, porque velocidades
muito altas podem gerar formagdo de bolhas e misturas ndo homogéneas.

Figura 27 - Padronizagdo da sequéncia de mistura da oxi-hemoglobina com
ditionito de sddio.

~Mixing ratio - 1 Volume - 1~ Total flow rate ——

S1 0 Totalvolume /shot  S1 [" 0 pl [0 mlss ﬂ

2| o 270 W [0 mis _J 90 ml/s
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S4 1 S4 [101 W 450 mlss Default
[~ Start of data acquisition - | [~ Sequence - 1
& Atstop -@, Estimated dead time: 0.4 ms
Ready I
A |10 ms before the stop
- Configy
Content of syringes Initial concentration Final concentration
Syringe 1 10ml | Tampao Hepes | |
Syringe 2 10ml | Tampao Hepes | |
Syiinge 3 [ 10ml | Ditionito de sodio | 86 mM | 43mM
Syinge 4 | 10ml | Oxi-hemoglobina | 10uM | 5.0uM
Load | Save As | Comments I Print | SFM Options | Close

Fonte: Bio-Logic Science Instruments (2014).

E importante explicar que outros pesquisadores utilizaram
metodologia e tempo morto diferentes ao do que foi realizado no presente
trabalho. Como por exemplo, Gibson (1970), em seu experimento com
hemoglobinas humanas (pH 7,0) obteve o resultado das constantes
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cinéticas usando um tempo morto de 1,2 ms e temperatura de 21,5 °C. Sua
solugdo estoque de 3 mM de HbA, (oxi-hemoglobina humana) foi diluida
em tampao fosfato 0,1 M e a reacdo de desoxigenagao foi realizada com
o ditionito de sodio. J4 Johnson, Adamson e Mauk (1998) utilizaram um
tempo morto de 1,5 ms para seus ensaios de desoxigenagdo, sob
temperatura de 37 °C, tampao Tris 50 mM, pH 7,4 e 20 uM de HbA,
(oxi-hemoglobina humana) para reagir com 1,5 mg/mL de ditionito de
sodio. Gelderman e colaboradores (2010) empregaram um tempo morto
de 1,3 ms sob condi¢bes semelhantes a de Johnson, Adamson ¢ Mauk
(1998) para temperatura (37 °C) e mesmo tampao em pH 7,4. Porém, a
concentracdo de oxi-hemoglobina humana foi de 30 uM HbA, para
1,5 mg/mL de ditionito de sdédio. Jia e colaboradores (2013) em seus
experimentos utilizaram 30 uM de oxi-hemoglobina humana diluido em
tampdo Tris 50 mM em pH 7,4 para 1,5 mg/mL de ditionito de sodio,
diferindo apenas da temperatura empregada (25 °C) e do tempo morto de
1,3 ms.

O equipamento possui trés misturadores do tipo Berger Ball que
estdo representados na Figura 28 por M1, M2 e M3. De acordo com o
fabricante, a cada experimento é necessario, realizar um branco para zerar
a absorbancia e calibrar o equipamento para garantir as leituras
espectrofotométricas precisas. O primeiro misturador M1 é responsavel
pelas seringas S1 e S2, servindo somente para calibrar o zero no
equipamento, ndo sendo utilizado posteriormente no experimento. As
seringas um e dois (S1 e S2) devem ser sempre preenchidas com tampao
de escolha (neste caso, Hepes 50mM em pH 7,4 contendo ditionito de
s0dio) para fazer a correta calibragcdo até que se obtenha uma linha reta
com valor zero de absorbancia. Nesse circuito, as valvulas das seringas
S1 e S2 devem estar na posi¢do C (aberto) e as demais devem permanecer
na posi¢do R (fechado). Em seguida, esse circuito precisa permanecer
fechado (posi¢ao R) durante todo o procedimento experimental para que
as amostras ndo sejam diluidas além do necessario.

Convém mencionar que ¢ obrigatério preencher todos os
reservatorios anteriormente para evitar a entrada de oxigénio, posicionado
a valvula na posicdo R, e depois abrir as valvulas das seringas S3 e S4
(posigdo C) para iniciar o experimento. Exclusivamente, nas seringas S3
e S4 devem ser colocados os reagentes para a mistura, sendo que a solugdo
de ditionito de sodio deve ser colocada na seringa S3 e a oxi-hemoglobina
purificada na seringa S4.
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Figura 28 - Desenho do SFM 4000/S aberto para demonstrar a localizagdo de
todos os misturadores M1, M2 e M3 do tipo Berger Ball e todos os reagentes
utilizados no procedimento experimental presentes nas seringas S1, S2, S3 e S4.

Oxi-hemoglobina

Tampao Hepes

Misturadores

Reservatorios

SFM 4000/s

Fonte: Adaptado de Souza (2016).

A solug@o de ditionito de sddio na seringa S3 passa direto pelo
misturador M2 e chega até o ultimo misturador M3 (localizado sob a
microcubeta), para efetivar a mistura com a solugdo de oxi-hemoglobina
presente na seringa S4, como indicado na Figura 28. Desse
compartimento (M3), essa mistura de reagentes deverd preencher a
microcubeta até acionar o sistema de parada brusca para detec¢do da
absorbancia pela passagem de luz, ativando o gatilho para dar inicio a
aquisicao dos dados pelo software (HOLLAND et al., 1985; BIO-LOGIC
SCIENCE INSTRUMENTS, 2014).

3.2.5.1 Processo de desoxigenacdo da oxi-hemoglobina no SFM 4000/S
utilizando como agente redutor o ditionito de sédio.

Fundamentado em diversas literaturas e conclusdes, foi
considerado que para todas as concentragdes de oxi-hemoglobina
analisadas, a melhor concentragao de ditionito de sodio (8,6 mM) seria a
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que satisfizesse os seguintes requisitos: uma concentragdo que atingisse
a completa desoxigena¢do com maior economia de reagente, uma menor
viscosidade na mistura da solugfo, para evitar problemas de entupimento
no equipamento e melhorar a homogeneidade na mistura para ndo
dificultar o processo de mensura¢do (BRITTAIN; SIMPSON, 1989;
COIN; OLSON,1979; ELMER; HARRIS; PALMER, 2011; HOLLAND
et al ,1985; JIA et al., 2004 e 2013; JORGE et al., 2012; LAMBETH;
PALMERS, 1973; WIREKO; ABRAHAM, 1992). A desoxigenagdo da
oxi-hemoglobina com a utilizagdo em excesso do ditionito de s6dio como
agente redutor vem sendo frequentemente usada pelo método de mistura
rapida desde os primeiros trabalhos realizados por Hartridge e Roughton
(1923). O ditionito de sddio ou hidrossulfito de sddio é comumente
empregado na desoxigenacao dos pigmentos heme devido sua capacidade
de remover completamente o oxigénio de heme proteinas e de nao afetar
a estrutura da hemoglobina durante a geragdo dos produtos da reacéo
(WIREKO; ABRAHAM, 1992). O uso desse agente redutor é encontrado
em trabalhos de redugdo de enzimas, estudos de transferéncia de elétrons
de proteinas e na reacdo cinética de dissociacdo da oxi-hemoglobina
(MCKENNA; GUTHEIL; SONG, 1991).

No procedimento de desoxigenagao foi inserido o agente redutor
ditionito de sodio na seringa S3 e na seringa S4 cada uma das
concentra¢des de oxi-hemoglobina a serem avaliadas. Conforme proposto
por Jia e colaboradores (2004 e 2013), foi fixado o valor de 1,5 mg/mL
de ditionito de sddio que equivale a 8,6 mM onde, na propor¢do de 1:1 no
SFM 4000/S, resultou em 4,3 mM para cada concentragdo de oxi-
hemoglobina analisada.

Convém ressaltar que, para evitar possiveis contaminagdes ¢
entrada de oxigénio no SFM 4000/S, a cada experimento as seringas eram
trocadas e o seu émbolo ajustado manualmente para a retirada de
possiveis bolhas de ar. Durante todo o procedimento experimental sempre
foram usados:

1) seringas novas e estéreis de 10 mL;

2) mesmo tampao (Hepes 50mM pH 7,4);

3) temperatura estavel em torno de 25 °C (a sala foi ambientada
nessa temperatura com o ar condicionado, sendo monitorado
por termOmetro para ambiente em fun¢do do equipamento
ndo possuir controle de temperatura);

4) condigdes iniciais de pH em torno de 7,4.

Todas as solugdes foram colocadas na ordem mostrada pela

Figura 29 e de acordo com as recomendagdes do fabricante (BIO-LOGIC
SCIENCE INSTRUMENTS, 2014).
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Figura 29 - Representagdo da ordem de distribuicao das seringas S1, S2, S3 e S4
no SFM 4000/S com seus respectivos reagentes para a reagdo de desoxigenagao
da oxi-hemoglobina juntamente com outros componentes do equipamento.

Parada brusca

(Hard stop) \

Seringa 4

Oxi-hemoglobina

Seringa 3
Ditionito de Sodio

Seringa |

Seringa 2 =
Tampao Hepes

Tampao Hepes

Pistoes << ; Vilvulas

Compartimento dos Motores —

Fonte: Desenvolvida pela autora (2016).

Para cada concentragdo de oxi-hemoglobina a ser desoxigenada,
no minimo, foram repetidas 20 corridas cinéticas no SFM 4000/S para
obter o resultado das absorbancias em fungdo do tempo (s). O
comprimento de onda foi ajustado em 415 nm (resultado do pico maximo
da oxi-hemoglobina) no MOS/200, que esta acoplado ao equipamento
(BARATA-SILVA et al., 2015; NAOUM; RADISPIEL; MORAES,
2004).

3.2.5.2 Curvas de calibragdo

A curva de calibragdo da oxi-hemoglobina foi determinada no
proprio equipamento SFM 4000/S, mensurada em triplicata. Para isso,
foram elaboradas diferentes dilui¢des de hemoglobina oxigenada a partir
da solugdo estoque (1,23 g/dL) nas concentragdes de 10, 20, 30, 40 e
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50 uM. Os resultados obtidos do SFM 4000/S deram origem a curva de
calibragdo da oxi-Hb a partir da realizagdo de uma regressdo linear
adquirida pelo software Origin®. O valor encontrado referente ao
coeficiente angular da curva de calibragdo (a,) equivale ao coeficiente de
exting@o molar (épsilon = €) da oxi-Hb multiplicado pelo caminho 6ptico
da microcubeta (L). Convém ressaltar que no SFM 4000/S o caminho
optico da microcubeta ¢ de 0,08 cm, ou seja, menor do que o padrido
utilizado pela maioria dos equipamentos espectrofotométricos comuns,
que é de 1 cm.

A curva de calibracdo da desoxi-hemoglobina foi construida a
partir da hipdtese de que a reacdo de desoxigenacgao foi completa (JORGE
et al., 2012). Sendo assim, os resultados obtidos da desoxigenacdo das
concentracdes de cada oxi-hemoglobina no SFM 4000/S também deram
origem a curva de calibragdo da desoxi-hemoglobina. O valor de
absorbancia final mensurado no experimento de desoxigenacdo
corresponde a absorbancia da desoxi-Hb, no comprimento de onda
(415 nm), para um valor de concentragdo igual a concentragdo inicial de
oxi-hemoglobina. A curva de calibragdo também foi obtida a partir de
uma regressao linear.

Para os demais compostos intermedidrios resultantes da reagdo
entre a hemoglobina e o oxigénio, o valor do coeficiente angular da curva
de calibracdo “a;” foi estimado por meio de otimizac¢do, assim como as
constantes cinéticas de dissociacdo k_,, k_3, k_,, k_;.

3.2.6 Otimizacao das constantes cinéticas

Para determinar as constantes de dissociagdo do oxigé€nio com a
oxi-hemoglobina (k_g4, k_3, k_5, k_;) foi utilizado o método de busca
unidirecional, o método algoritmo genético e uma combinacdo dos dois.
Os programas computacionais foram elaborados em linguagem Fortran,
com uso do ambiente Microsoft Visual Studio 2010 e estdo apresentados
no Apéndice B.

3.2.6.1 Funcdo objetivo (FO)

A funcdo objetivo deste trabalho, apresentada na Equagdo (28),
corresponde & minimizagdo do erro entre a absorbancia mensurada no
SFM 4000/S e o valor de absorbancia que seria obtido a partir da
utilizacdo das curvas de calibragdo dos compostos proteicos envolvidos
na desoxigenacao da oxi-hemoglobina e de suas concentragdes, obtidas a
partir do modelo matematico:
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FO = min( Abs — Abs™)? (28)

Em funcdo da absorbancia da forma desoxigenada da
hemoglobina apresentar um valor de absorbancia significativo no
comprimento de onda em 415 nm, que foi utilizado durante todos os
experimentos realizados no SFM 4000/S, os valores de absorbancias
obtidos sdo resultado da soma das duas formas de hemoglobina
(oxi-hemoglobina com a desoxi-hemoglobina), conforme pode ser
observado na Figura 23 (pagina 70). Além disso, embora nio se encontre
na literatura varreduras dos compostos intermediarios da reagéo, supde-
se que 0s mesmos apresentem comportamento semelhante ao das outras
formas, contribuindo também para o valor mensurado no equipamento.
Deste modo, tanto a absorbancia experimental, quanto a calculada com
base no modelo matematico para a reagdo e as curvas de calibracio,
correspondem a soma das absorbancias individuais de cada um dos
compostos intermediarios, como demonstrado na Equagdo (29):

4
Abs™ = Z Absl%(oz)i (2’9)
i=0

A absorbancia de cada um dos compostos envolvidos na reagdo
pode ser calculada a partir de suas respectivas curvas de calibracao,
conforme expresso na Equagao (30):

Abs;lnb(oz)i = a;. Cup(o,), (30)

onde “a;” € o coeficiente angular da curva de calibracdo e
“” variade 0 a 4.

As concentragdes de cada um dos compostos proteicos podem ser
avaliadas pelas Equagdes (17) a (21), que descrevem a dindmica da reagdo
de desoxigenagdo da oxi-hemoglobina com o ditionito de sodio.

3.2.6.2 Busca unidirecional
O método de algoritmo por busca unidirecional foi utilizado

inicialmente isoladamente e, posteriormente, em conjunto com o de
algoritmo genético a fim de otimizar as quatro constantes cinéticas de
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dissociagdo (k_4, k_3, k_5, k_1) e os trés coeficientes angulares
intermediarios das curvas de calibragédo (a,, a, e as).

A primeira etapa da busca unidirecional foi a selecdo das
estimativas iniciais. Para isso, foram gerados quarenta mil conjuntos de
sete numeros aleatdrios (um para cada pardmetro do modelo). Esse
processo foi dividido em duas etapas: com e sem restricdo dos
coeficientes das curvas de calibracdo. A restricdo imposta para os
coeficientes das curvas de calibragdo foi o ordenamento
(ag < a; < a, < az < ay) e distribui¢do linear, ou seja, conhecidos os
valores de a, e ay, dividiu-se o intervalo entre eles em trés partes e
procurou-se cada um dos coeficientes intermediarios nesse intervalo,
conforme pode ser observado na Figura 30. Essa escolha esta relacionada
ao fato que a absorbancia ¢ fungdo da estrutura espacial da molécula. A
cada oxigénio liberado, essa estrutura sofre uma pequena modificacao, o
que conduz a ideia de que ha um sequenciamento decrescente na
absorbancia das estruturas.

Figura 30 - Ilustragdo da restrigdo imposta para determinar os coeficientes das
curvas de calibragdo.

aq a as

A A as

a

f’
I

Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

———

O programa de busca unidirecional trabalha com a minimizagao
do erro, que nesse caso consiste no quadrado da soma das diferengas entre
a absorbancia experimental e a absorbancia calculada utilizando o modelo
aqui proposto para cada uma das concentra¢des avaliadas. Alimentado
com a estimativa inicial e seu erro, o programa caminha nas duas dire¢des
procurando aquela que tera um erro menor. Definida a direg2o, ele decide
o tamanho do passo, que pode ser igual ao inicial, menor ou maior,
dependendo dos valores de erro encontrado para cada uma dessas
alternativas. Quanto maior a diferenca entre um erro ¢ outro, maior € o
passo. Quanto menor essa diferenga, menor o passo.

As decisdes tomadas para a busca unidirecional estdo
especificadas na Tabela 2 e estdo relacionadas ao tamanho do passo inicial
e da diferenca entre erros para a qual o programa assume o resultado como



83

satisfatério. Além disso, € estipulado um niimero maximo de busca para

o caso de o critério do erro ndo ser atingido.

Tabela 2 - Parametros utilizados na busca unidirecional.

Coeficiente de contracio do passo

0,5 uM!ou 5!

Passo inicial das constantes cinéticas

1,0s!

Passo inicial dos coeficientes das curvas de calibracao

1,0-10*D.0.-uM!

Minima diferenca para erro

1,0-10"° D.O.

Passo minimo

1,0-10® uM'ou s

Numero maximo de iteracdes para cada parametro

200

Numero maximo de iteragdes totais

300

Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

O espago de busca utilizado no programa de busca unidirecional
foi de 0 a 4000 para as constantes cinéticas e de a, a a, para os
coeficientes das curvas de calibragdo (determinados experimentalmente).

3.2.6.3 Algoritmo genético

A implementacdo do algoritmo genético foi realizada utilizando
a linguagem Fortran. O fluxograma do programa computacional ¢
mostrado na Figura 31 e a rotina encontra-se apresentada no Apéndice B.
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Figura 31 - Fluxograma do programa computacional de algoritmo genético.

Importa os
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experimentais
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|

Seleciona os 10 melhores conjuntos

Inicia a etapa de geracao dos # filhos:

n por acasalamento

n por mutacao

n novos filhos (randomicamente)

Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

A sequéncia de eventos segue 0s seguintes passos:

1) importa os valores de absorbancia em fung¢io do tempo obtidos
experimentalmente;

2) gera a populagdo inicial de 7 parametros composta por 50
conjuntos (Nconjuntos)- Cada conjunto € representado por um
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vetor contendo as 4 constantes cinéticas de dissociacdo
k_4, k_3,k_5, k_; e ostrés coeficientes angulares intermediarios
das curvas de calibrag@o desconhecidas (a4, a, e a3). Os valores
das constantes cinéticas sdo escolhidos aleatoriamente,
utilizando um numero randdémico extraido de uma distribuicdo
equiprovavel, dentro da faixa de k,pinimo @ Kmaximo- Os valores
dos coeficientes angulares das curvas de calibragdo também sdo
escolhidos aleatoriamente, utilizando um namero randémico
extraido de uma distribuicdo equiprovavel, dentro da faixa de
Qg € Ay;

3) verifica se o teste ¢ menor que 0 Nyggros que 0 programa fard;
4) resolve as equacdes cinéticas para todas os compostos
proteicos envolvidos na reagdo de dissociagdo do O, para cada
um dos conjuntos gerados. As equacdes diferenciais sdo
resolvidas utilizando o método de Euler simples;

5) com as concentracdes obtidas no passo 4, calcula a
absorbancia total somando a multiplicagdo do valor de
concentracdo pelo coeficiente angular da curva de calibragdo
para cada um dos compostos proteicos;

6) calcula a diferenca entre a absorbancia experimental ¢ a
absorbancia do modelo e eleva o valor ao quadrado;

7) soma o erro entre a absorbancia experimental ¢ a do modelo;
8) ordena os conjuntos do menor para o maior erro;

9) seleciona os melhores 10 conjuntos. Estes vetores serfo
preservados para a proxima iteragdo computacional;

10) inicia a etapa de geragdo dos filhos a partir dos selecionados
no passo 9, ou seja, cria-se 40 filhos, sendo 10 por acasalamento,
20 por mutagdo ¢ 10 novos obtidos randomicamente dentro da
mesma faixa de kimimo @ Kmaximo € Qo @ Q4.

e 0 acasalamento consiste na geracao de filhos através
do cruzamento entre os “genes” dos pais. Os pais
serdo os 10 melhores conjuntos. Estes pais formam
10 filhos, ou seja, os proximos 10 conjuntos. Para
facilitar o entendimento do resultado do
acasalamento, pensa-se inicialmente que os filhos sdo
iguais aos pais. Posteriormente, trocam-se alguns dos
genes. A Tabela 3 mostra um exemplo de quais trocas
podem dar origem a cada um dos filhos.
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Tabela 3 - Representagdo do acasalamento dos pais obtendo como resultado 10

filhos.

Conjunto | Elemento do conjunto | Conjunto a0 qual deveria | Conjunto ao qual
dos filhos |  que sera modificado ser o correspondente & correspondente

k_; 1 4

1 k_, 1 4

k_s 2 5

12 k_, 2 5

k_, 3 6

= k_, 3 6

k_s 4 1

14 k_, 4 1

k_s 5 2

15 k_, 5 2

16 k_s 6 3

k_, 6 3

17 a, 7 8

18 a, 8 7

19 a 9 10

20 as 10 9

Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

e a formagdo dos filhos por meio da mutacdo consiste,
primeiramente, na escolha do gene a ser mutado. Essa
escolha necessita da obtengdo de um namero
randOomico a partir de uma distribui¢do equiprovavel.
Em seguida, ¢ feita uma analise se o numero sorteado
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esta abaixo da probabilidade estipulada (Pmytacao)-
Em caso afirmativo, havera mutago, caso negativo,
ndo havera. Havendo mutagdo, sera escolhido um
valor para o pardmetro do conjunto a ser modificado
de forma analoga a descrita no passo 2;
e osnovos filhos sdo criados seguindo as consideragdes
do passo 2.
11) retorna ao passo 3.
Os pardmetros usados no programa estdo apresentados na
Tabela 4.

Tabela 4 - Parametros utilizados no algoritmo genético.

Parametros Valor adotado
N conjuntos 50
kmninimo 0
ot 4000
Niestes 100
Pmutacio 0,30

Fonte: Desenvolvida pela autora (2016)
3.2.6.4 Constru¢ado do espaco de fase

A analise dos resultados da otimizacdo pode ser realizada sob
diferentes perspectivas a fim de se avaliar simultaneamente os parametros
do modelo. Uma dessas possiveis analises ¢ a partir da construgdo de um
espaco de fase, comumente utilizado para representar um estado de um
sistema.

Considerando apenas o0s quatro pardmetros cinéticos
(k_4, k_3, k_5 e k_4), é possivel imagina-los sendo os vértices de um
quadrilatero em um espago de fase bidimensional. A estruturacdo desse
quadrilatero pode ser entendida a partir de um exemplo ilustrado na
Figura 32. A intercepgdo das diagonais do quadrilatero origina um ponto
no sistema de coordenadas cartesianos, que pode ser entendido como um
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ponto do espaco de fase. Deste modo, cada conjunto obtido origina um
ponto do espaco de fase a partir da constru¢do do quadrilatero
correspondente e a intercepgao de suas diagonais.

Figura 32 - Ilustrag@o da forma de construg@o dos pontos do espaco de fase.

(k_4, 500)

ﬂm
espaco de

~ fase

(500, k_3)

v

Fonte: Desenvolvida pela autora (2016)
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Apbs a realizacdo dos experimentos e da otimizacao, obtiveram-
se os resultados que serdo aqui apresentados e discutidos.

4.1 REDUCAO DA META-HEMOGLOBINA E QUANTIFICACAO
DA OXI-HEMOGLOBINA

Cada conformagdo da hemoglobina foi identificada
separadamente por meio de varredura entre 390 nm a 650 nm (Figura 33).

Figura 33 - Determinagéo do espectro de absor¢do da meta-hemoglobina (linha

continua) e da oxi-hemoglobina (linha tracejada) apds a purificacdo em
comparagdo com a literatura.
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

Na Figura 33 estd demonstrado o espectro de absor¢do da meta-
Hb (linha continua) e da oxi-Hb (linha tracejada), confirmando que os
resultados dos picos encontrados nas bandas de Soret e Q estdo em acordo
com os da literatura. O grafico de absorbancia (D.O.) em fun¢do do
comprimento de onda (nm) comprova que realmente ocorreu a conversao,
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evidenciando que a meta-Hb (estado férrico) foi reduzida a oxi-
hemoglobina (estado ferroso) pelo ditionito de sdédio conforme esperado
apos sua purificagdo na coluna cromatografica com Sephadex G-25.

O método de Drabkin foi utilizado para quantificar a
concentragdo de oxi-Hb, onde o valor médio encontrado foi de
1,23 £ 0,02 g/dL.

4.2 CONFIRMACAO DA DESOXIGENACAO COMPLETA DA
OXI-HEMOGLOBINA UTILIZANDO O DITIONITO DE SODIO

Para a construgdo da curva de calibragdo da desoxi-hemoglobina,
assumiu-se a hipotese de que a reagdo de desoxigenacdo da oxi-Hb com
o ditionito de so6dio é completa. A fim de confirmar essa suposigdo,
realizou-se a reagdo de desoxigenacdo para uma determinada
concentracdo de oxi-hemoglobina e, em seguida, fez-se leituras de
absorbancia no espectrofotometro. O resultado obtido pode ser
evidenciado na Figura 34, que corrobora a suposicao realizada.

Figura 34 - Diferencga das curvas do espectro de absor¢do da oxi-hemoglobina
(linha continua) e da desoxi-hemoglobina (linha tracejada) apos a desoxigenagao
no SFM 4000/S em comparagdo com a literatura.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor (2016).
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Os resultados apresentados na Figura 34 estdo em acordo com as
argumentagdes de Jia e colaboradores (2013), Brittain ¢ Simpson (1989),
Coin e Olson (1979), Dalziel e O'Brien (1957), Jorge et al. (2012) e Elmer
e colaboradores (2010), cuja afirmacao € a de que o ditionito de sédio em
excesso (1,5 mg/mL NaxS,04) remove totalmente o oxigénio que se
encontra conectado a oxi-Hb, confirmando que a oxi-Hb (linha tracejada)
se transformou em desoxi-hemoglobina (linha continua) apds sua
desoxigenagdo com ditionito de sddio no SFM 4000/S (Figura 34). Com
a inten¢do de conseguir o melhor sinal, foi mantido o valor maximo do
espectro de absor¢do da oxi-hemoglobina (415 nm) para a avaliagdo
experimental (NAOUM; RADISPIEL; MORAES, 2004).

4.3 CURVAS DE CALIBRACAO

Os dados utilizados para a curva de calibracdo da
oxi-hemoglobina foram obtidos no proprio SFM 4000/S. Apods a
construcdo do grafico de absorbancia em fungdo da concentragdo,
constatou-se 0 comportamento linear para o intervalo de concentragdo
avaliada (10 a 50 pM). Deste modo, fez-se uma regressdo linear
utilizando o software Origin®, cujo resultado pode ser observado na
Figura 35. A curva de calibrag@o da forma oxigenada apresentou como
resultado do coeficiente angular de a, = 0,0094 uM! cm™! (Figura 35).
Esse resultado (0,0094) foi dividido pelo caminho 6ptico da microcubeta
(0,08 cm) e multiplicado por mil a fim de padronizar esse valor para as
unidades comumente utilizadas (mM-cm™') e obter o coeficiente de
extingdo molar de € = 117,5 mM-"-cm’! (épsilon). Antonini e Brunori
(1971) obtiveram o coeficiente de extingdo molar de € = 128 mM™'-cm’!
no comprimento de onda em 415 nm. O comprimento de onda utilizado
no experimento do presente trabalho foi o mesmo realizado para os
experimentos de Antonini ¢ Brunori (1971), porém, a diferenga de 6,3 %
com relagdo ao valor do coeficiente de extingdo molar apresentado na
literatura deve-se a forma como foi preparada a oxi-hemoglobina. As
condi¢des experimentais utilizadas no presente trabalho foram tampao
Hepes 50mM em pH 7,4 e temperatura ambiente em torno de 25 °C ao
invés de agua pH 7,0 e temperatura de 20 °C (ASSENDELFT; ZIJLSTR,
1975).
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Figura 35 - Curva de calibragao da absorbancia (D.O.) em fung¢do da concentragao
de oxi-hemoglobina (uM) mensurada no comprimento Optico em 415 nm (Banda
de Soref).
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

Considerando que a reagdo da oxi-Hb com o ditionito de sddio
foi completa, os dados utilizados para a curva de calibragdo da desoxi-Hb
correspondem aos valores finais de absorbancia das diferentes
concentragdes de oxi-Hb (10, 20, 30, 40 e 50 uM). Apds a construcao do
grafico de absorbancia em funcdo da concentracdo de desoxi-Hb,
observou-se comportamento linear, sendo possivel a realizagdo de uma
regressdo linear utilizando o software Origin®, conforme pode ser
visualizado na Figura 36. O coeficiente angular da curva de calibragdo da
forma desoxigenada foi de a, = 0,0058 uM-cm’'.
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Figura 36 - Curva de calibragao da absorbancia (D.O.) em fung¢do da concentragao
de desoxi-hemoglobina (uM) mensurada no comprimento optico em 415 nm
(Banda de Soret).
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

4.4 EXPERIMENTOS DE DESOXIGENACAO DA
OXI-HEMOGLOBINA NO SFM 4000/S

A reacdo de desoxigenagdo da oxi-hemoglobina realizada no
SFM 4000/S fornece valores de absorbancia ao longo do tempo. Os
resultados experimentais obtidos nesse equipamento para cada valor de
concentracdo de oxi-hemoglobina utilizado (10, 20, 30, 40 ¢ 50 pM) estdo
mostrados conjuntamente na Figura 37, de modo que se pode concluir que
o comportamento qualitativo de todas as curvas é semelhante.

E importante explicar que os valores finais de absorbancia,
quando a curva atinge o patamar, correspondem as absorbancias somente
da desoxi-hemoglobina no comprimento de onda de 415 nm. A partir
desses valores € que a curva de calibracdo da desoxi-Hb foi construida.
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Figura 37 - Grafico da desoxigenagdo de todas as concentragdes de
oxi-hemoglobina (10; 20; 30; 40 e 50 uM) analisadas por 4 s no SFM 4000/S
utilizando o comprimento de onda em 415 nm (regido da banda de Soref).
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

Com a inten¢do de analisar mais detalhadamente o
comportamento de todas as curvas e melhor visualizar a etapa inicial da
reagdo que ocorre rapidamente, o grafico da Figura 37 foi ampliado e
analisado apenas até 0,2 s, conforme demonstrado na Figura 38.

A partir da Figura 38 € possivel concluir que, de fato, a parte
dindmica da reacdo ocorre antes de 0,2 s e nessa figura também pode ser
explicado o intervalo referente ao tempo morto obtido no inicio de cada
curva analisada (10; 20; 30; 40 ¢ 50 uM). Em fungdo dessa caracteristica, a
otimizacdo sera realizada apenas para esse intervalo de tempo,
minimizando o erro acumulado por um grande numero de pontos que nao
fazem parte da regido de interesse no que diz respeito ao estudo cinético
das reacgdes.
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Figura 38 - Grafico ampliado da desoxigenagdo de todas as concentragdes de
oxi-hemoglobina para 0,2 s, demonstrando o tempo morto para cada uma das
concentragdes de oxi-hemoglobina analisadas (pelas flechas).
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).
4.5 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DO MODELO

Apbs a obtengdo das curvas de absorbancia em fungdo do tempo
(0,2 s), fez-se a otimizag¢do das constantes cinéticas do modelo para a
desoxigenagdo da oxi-hemoglobina. O processo de otimiza¢do foi
realizado de acordo com determinados passos a fim de facilitar o
desenvolvimento de diversas analises que serdo aqui descritas.

A primeira etapa foi a execucdo da busca unidirecional
permitindo uma analise inicial com relagdo aos possiveis valores para os
parametros do modelo. Para isso, na inicializagdo do método de
otimizagdo foram gerados quarenta mil conjuntos de sete niimeros
aleatérios que, antes de serem aplicados na busca unidirecional, foram
analisados. Os valores dos pardmetros para cada um desses quarenta mil
conjuntos podem ser visualizados nas Figuras 39 a 42 para as constantes
cinéticas do modelo k_g4, k_3, k_, e k_;, respectivamente.
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Figura 39 - Valores gerados aleatoriamente para a constante cinética k_, .
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Fonte: Desenvolvida pela autora (2016).
Figura 40 - Valores gerados aleatoriamente para a constante cinética k_3 .
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Fonte: Desenvolvida pela autora (2016).




Figura 41 - Valores gerados aleatoriamente para a constante cinética k_, .
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Fonte: Desenvolvida pela autora (2016).

Figura 42 - Valores gerados aleatoriamente para a constante cinética k_; .
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Fonte: Desenvolvida pela autora (2016).
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Figura 43 - Valores gerados aleatoriamente para o coeficiente intermediario da
curva de calibragcdo do modelo a, , mostrado em diferentes escalas.
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).
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Figura 44 - Valores gerados aleatoriamente para o coeficiente intermediario da

0,009

curva de calibragdo do modelo a, , mostrado em diferentes escalas.
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).
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Figura 45 - Valores gerados aleatoriamente para o coeficiente intermediario da
curva de calibragcdo do modelo a; , mostrado em diferentes escalas.
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As Figuras 43 a 45 apresentam todos os coeficientes
intermediarios das curvas de calibragdo (a;, a, e as) e para ser melhores
visualizados foram mostrados em diferentes escalas (duas vezes cada
um). A Uunica restricdo na geracdo desses valores aleatérios € o
ordenamento linear dos coeficientes intermediarios das curvas de
calibracdo.

A partir das Figuras 39 a 45 ¢é possivel verificar que os
parametros se distribuem sem regides preferenciais no espago de busca
escolhido, o que era o esperado, uma vez que se utilizou uma distribuigao
equiprovavel para sua selecao.

E importante ressaltar que os quarenta mil conjuntos de
parametros gerados podem ser analisados antes que se execute a busca
unidirecional. Uma das analises presumiveis € com relagdo ao erro obtido
para cada um deles. A Tabela 5 explica detalhadamente a quantidade de
conjuntos que ficam abaixo ou igual a determinados valores de erros.
Todos os quarenta mil conjuntos conduzem a valores de erros menores ou
iguais a 22,10, sendo que somente um deles atingiu o valor menor ou igual
a 0,03 e abaixo ou igual a 0,1 obtém-se 199 conjuntos.

Tabela 5 - Quantidade de conjuntos que resultam em erros abaixo de
determinados valores.

Valor do erro Quantidafle de conjuntos que resul?am em
erros abaixo do valor ao lado especificado
22,10 40.000
2,50 39.779
1,00 2.627
0,50 1.120
0,10 199
0,05 17
0,04 10
0,03 1

Fonte: Desenvolvida pela autora (2016).

Um dos aspectos interessantes ¢ observar os valores dos
parametros das constantes cinéticas k_4, k_3, k_, e k_;, quando
considerados segundo os erros obtidos (2,5; 1,0; 0,5 e 0,1) apos sua
aplicagcdo no modelo, conforme representados nas Figuras 46 a 61.
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Figura 46 - Valor da constante cinética k_, para erro igual ou abaixo de 2,5.
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Fonte: Desenvolvida pela autora (2016).

Figura 47 - Valor da constante cinética k_, para erro igual ou abaixo de 1,0.
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Figura 48 - Valor da constante cinética k_, para erro igual ou abaixo de 0,5.
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Fonte: Desenvolvida pela autora (2016).

Figura 49 - Valor da constante cinética k_, para erro igual ou abaixo de 0,1.
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Figura 50 - Valor da constante cinética k_5 para erro igual ou abaixo de 2,5.
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

Figura 51 - Valor da constante cinética k_5 para erro igual ou abaixo de 1,0.
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Figura 52 - Valor da constante cinética k_5 para erro igual ou abaixo de 0,5.

4000+ i
] 2 2
3500 40 o

-aA%AA %
30004

4 a

2000

k(s

a

1.2
15004.” ¢
4 &

a

1000 -

2500 & 8 s a

a a
| a b Bl

Numero do co!

20000

njunto

Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

Figura 53 - Valor da constante cinética k_; para erro igual ou abaixo de 0,1.
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).
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Figura 54 - Valor da constante cinética k_, para erro igual ou abaixo 2,5.
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

Figura 55 - Valor da constante cinética k_, para erro igual ou abaixo 1,0.
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Figura 56 - Valor da constante cinética k_, para erro igual ou abaixo 0,5.
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

Figura 57 - Valor da constante cinética k_, para erro igual ou abaixo 0,1.
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).
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Figura 58 - Valor da constante cinética k_; para erro igual ou abaixo 2,5.
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

Figura 59 - Valor da constante cinética k_, para erro igual ou abaixo 1,0.
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Figura 60 - Valor da constante cinética k_; para erro igual ou abaixo 0,5.
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

Figura 61 - Valor da constante cinética k_, para erro igual ou abaixo 0,1.
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Nas Figuras 46 a 61 podem ser observados os valores de todas as
constantes cinéticas para erros iguais ou abaixo de 2,5; 1,0; 0,5 ¢ 0,1,
sendo que em alguns parametros € possivel verificar uma concentragio
em determinada regido a partir de erro menor ou igual a 1,0. E interessante
destacar que o parametro k_, apresenta-se mais concentrado em
compara¢do com os outros (k_3, k_,, k_q), ou seja, o parametro que
controla a reacdo mais lenta, segundo a hipotese da cooperatividade
(YONETANI; KANAORI, 2013). Em oposi¢do, o pardmetro k_; € o
mais disperso, o que também ¢ coerente com essa teoria, uma vez que 0s
parametros que controlam reagdes mais rapidas influenciam menos no
resultado final (GIBSON, 1970 e 2004).

Uma outra maneira de avaliar os pardmetros ¢ uni-los em apenas
um grafico por meio de um espago de fase, segundo descrito na
metodologia. O espago de fase para os conjuntos de pardmetros que
resultam em erros iguais ou abaixo de 2,5; 1,0; 0,5 e 0,1 estdo
representados em mesma escala nas Figuras 62 a 65. E plausivel concluir,
a partir da analise da Figura 62 a 65, que parametros os quais resultam em
erros mais baixos apresentam um espaco de fase menos disperso. Esse
tipo de avaliagdo sera melhor discutido quando os resultados da busca
unidirecional forem expressos.

Figura 62 - Espaco de fase para valor com erro abaixo de 2,5.
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Figura 63 - Espago de fase para valor com erro abaixo de 1,0.
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Figura 64 - Espago de fase para valor com erro abaixo 0,5.
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Figura 65 - Espaco de fase para valor com erro abaixo de 0,1.
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Figura 66 - Espaco de fase em escala ampliada para valores de erro igual ou

abaixo de 0,5.
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Figura 67 - Espaco de fase em escala ampliada para valores de erro igual ou
abaixo de 0,1.
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Com o objetivo de favorecer a visualizagdo da diminuicdo de
dispersdo, o espago de fase ¢ demonstrado nas Figuras 66 ¢ 67 em uma
escala ampliada para os conjuntos de pardmetros que resultam,
respectivamente, em erros iguais ou abaixo de 0,5 ¢ 0,1.

Depois de analisar todos os conjuntos inicialmente gerados,
optou-se por efetuar a busca unidirecional somente com aqueles
conjuntos que obtiveram erro menor ou igual a 0,1. Essa escolha se deu,
principalmente, em fun¢do do esforgo computacional requisitado. Apds
essa decisdo, executou-se a busca unidirecional para os 199 conjuntos que
satisfazem essa condicao (vide Tabela 5 da pagina 99).

Posteriormente, com os resultados dos 199 conjuntos de novos
parametros adquiridos pela busca unidirecional, os valores foram
processados graficamente e podem ser observados nas Figuras 68
(constantes cinéticas) e 69 (coeficientes intermediarios das curvas de
calibragdo). Na Figura 68a estdo representadas as constantes cinéticas
(k_4, k_3, k_5, k_1) de todos os conjuntos. A fim de melhor visualizar
os valores desses pardmetros, a Figura 68b foi construida removendo-se
os 3 pontos de k_, e os 18 de k_; que assumem valores da ordem de
20.000, o que ¢ inconsistente com o problema como um todo.



114

Figura 68 - Valores das constantes cinéticas apds a execucdo da busca
unidirecional: a) todas as constantes cinéticas com valores até 20.000 e
b) todas as constantes cinéticas com valores inferiores a 500.
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E interessante analisar, na Figura 68, a relagdo entre as constantes
cinéticas obtidas a partir da busca unidirecional. Mesmo sem a utilizagdo
de restri¢des, constata-se que os menores erros sdo encontrados, em sua
maioria, quando a seguinte ordem & seguida: k_, <k_; <k_, <k_;.
Esse resultado estd em acordo com o principio da cooperatividade
(YONETANI; KANAORI, 2013) e ¢ relevante explicar que ele surgiu
naturalmente a partir de nimeros gerados aleatoriamente.

Outro aspecto importante que pode ser extraido dos resultados é
que 67,3% dos menores erros estdo associados a valores de k_, entre 46,5
e 55,8. Esses valores estdo proximos ao valor da constante cinética do
modelo de pseudo primeira ordem para essa reacdo, 46,4 s' (SOUZA,
2016), o que € coerente, uma vez que esta ¢ a etapa limitante da reacdo.

Na Figura 70 estd representado o espago de fase com todos os
resultados obtidos apos a execugdo da busca unidirecional e na Figura 71,
por sua vez caracteriza apenas o espaco de fase que apresentam valores
para k_, entre 46,5 e 55,8.

E possivel perceber, a partir da analise da Figura 71, que existe
uma regido de maxima concentragdo dos pontos, que aqui serd
denominado regido viavel, ou seja, ¢ a regido formada pelos conjuntos de
constantes cinéticas que expdem erros aceitaveis e se encontram em
acordo com o principio de cooperatividade.

Outro aspecto fundamental a ser analisado so os erros atingidos
antes (Figura 72a) e ap6s (Figura 72b) a realizagdo da busca unidirecional.
Apesar da busca ser capaz de reduzir o erro para valores de até 0,0067, os
valores que estdo abaixo de 0,028 sdo inconsistentes com a fisica do
problema, uma vez que ndo satisfazem a hipdtese de reacdo completa.
Deste modo, ¢ importante considerar que parece existir uma regido
minima de erro para o problema, cuja média é 0,029.

Vale ressaltar que os conjuntos que néo satisfazem a hip6tese de
reacdo completa sdo aqueles que apresentam valores de k_; inferiores a
50 s”!, conforme pode ser observado na Figura 73.
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Figura 69 - Valores dos coeficientes intermedidrios das curvas de calibragdo apos
a execugdo da busca unidirecional: a) todos os coeficientes angulares da curva de
calibrag@o com valores até 0,01 e b) mesmo grafico ampliado.
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Figura 70 - Espago de fase de todos os pontos gerados na busca unidirecional.
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Figura 71 - Espago de fase dos pontos cujo valor de k_, esta entre 46,5 e 55,8.
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Figura 72 - Erro antes (a) e apos (b)a realizagdo da busca unidirecional.
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Figura 73 - Valores de a) k_; e do b) erro apds a realizacdo da busca unidirecional.
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Como unica restricdo de todo o problema até o momento tinha
sido a ordenacdo dos coeficientes das curvas de calibragdo. A fim de
analisar a influéncia dessa decisdo nos resultados obtidos, essa restrigdo
foi eliminada. As Figuras 74 a 80 apresentam os valores iniciais dos
parametros do modelo utilizados na busca direcional (a) e apds a
aplicacdo desse método de otimizagdo (b), foram excluidos os valores
maiores que 1000, tal como realizado anteriormente por serem
inconsistentes com a fisica do problema analisado. Os valores iniciais
foram gerados de forma analoga a situagdo anterior: quarenta mil
conjuntos foram criados aleatoriamente e selecionaram-se aqueles que
obtiveram erros inferiores ou iguais a 0,1. O nimero de conjuntos que
atendeu a esse critério foi 165.

Assim, como no programa que incorporava a restricdo nos
coeficientes intermedidrios das curvas de calibragdo, € significatico
avaliar que para valores de erro igual ou abaixo de 0,1 hd uma
concentragdo dos valores de k_, em torno de 40 s, antes mesmo da
realizagdo da busca unidirecional, conforme pode ser identificado no
grafico da Figura 74a.

Além disso, nas Figuras 74 a 77 percebe-se claramente que
depois da busca wunidirecional sem restricdo nos coeficientes
intermediarios das curvas de calibracdo, os valores das constantes
cinéticas encontram-se divididos em duas regides bem distintas.
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Figura 74 - Valores de k_, antes (a) e depois (b) da busca unidirecional sem
restrigdo nos coeficientes intermediarios das curvas de calibracao.

a)

4000
o, 4 °
<
3000 ° ° ¢
©
o
ap) o
v, 0
7. 2000 o
' o
o o < @
4 <
OA o
5 . o :
1000
<
00 o . ° 1
T ¢ k_,40s
o -4
L g IR, N v
0~ DL & K7, o X
0 10000 20000 30000 40000
Numero do conjunto
b)
700
600
500
4~ 4004 @ D
z o
) M < °
< 300 - % e i A -
@ © ° o ° oo ©0° S o < Reglaol
2004 o @ ° 0% °s ° &
b2 o J o ° o®
< o
<
100 4\0 S o @ )
> o~
“o £ = oo 0 )4— Regido 2
0 1 1 1 I 1 I 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Numero do conjunto

Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).



122

Figura 75 - Valores de k_; antes (a) e depois (b) da busca unidirecional sem
restrigdo nos coeficientes intermediarios das curvas de calibragao.
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Figura 76 - Valores de k_, antes (a) e depois (b) da busca unidirecional sem
restrigdo nos coeficientes intermediarios das curvas de calibragao.
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Figura 77 - Valores de k_; antes (a) e depois (b) da busca unidirecional sem
restrigdo nos coeficientes intermediarios das curvas de calibragao.
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Figura 78 - Valores de a, antes (a) e depois (b) da busca unidirecional sem
restrigdo nos coeficientes intermediarios das curvas de calibragao.
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Figura 79 - Valores de a, antes (a) e depois (b) da busca unidirecional sem
restrigdo nos coeficientes das curvas de calibragao.
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Figura 80 - Valores de a5 antes (a) e depois (b) da busca unidirecional sem
restrigdo nos coeficientes das curvas de calibragao.

a)
0,010
s 88 a i
RSN 7 ¥l et 4
0,009 - ST ol S S s
a a A‘A = & a, a :Q\
a A o
o A: s ad  a e ) -
- i i 8, 8, a 4
s 0,008 e » i S i o
= s & a a a at oy
& a  * 2 S . a
4 a0 M‘ . 8
00074s * &, , Lo s
. - s a
2 a & a a “
i abd &, as a A a & abda S
0,006 = i W2 s a a &7
a ay i
T T M T T T 1
0 10000 20000 30000 40000
Numero do conjunto
b)
0,0100
0,0095
o a
F a
L a
% 0,0090 B a
0,0085
0,0080 — T T T 1
0 30 60 90 120 150 180
Numero do conjunto

Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).



128

Outro ponto a ser analisado ¢ se a ordem crescente das constantes
cinéticas esta sendo atendida, esta avaliagdo estda demonstrada na
Figura 81. Como a partir do grafico da Figura 81 fica dificil uma
conclusdo a respeito do ordenamento dos parametros das constantes
cinéticas, para uma avaliagdo mais apropriada, calculou-se as médias
desses parametros, assim como a quantidade de pontos que deram origem
a cada um deles, conforme representado na Tabela 6.

Figura 81 - Valores das constantes cinéticas apds a realizagdo da busca
unidirecional sem restri¢do nos coeficientes das curvas de calibragao.
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

Na Tabela 6 estdo expressos todos os valores calculados, assim
como a quantidade de pontos de cada um dos pardmetros cinéticos para
uma melhor comparagao, e observa-se que as constantes k_q, k_, e k_3
concentram-se prioritariamente na Regifio 1. O k_,4, por sua vez, tem uma
presenca maior na Regido 2. Constatando esse fato e baseado nos valores
médios das constantes cinéticas, € provavél concluir que,
majoritariamente, k_, < k_3 < k_, = k_;. Deste modo, o resultado
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obtido sem a restri¢do nos coeficientes intermediarios das curvas de
calibracdo é semelhante ao que considera a restrigdo, com excegdo da
relacdo entre k_; e k_,.

Tabela 6 - Médias calculadas para as duas regides (Regido 1 e Regido 2) de todas
as constantes cinéticas.

1 Numero 1 Numero
k-4 (57) de pontos k-3 () de pontos
Regiio 1 227,14 55 230,00 150
Regiio 2 46,63 109 46,54 11
4 Numero " Numero de
k-2 (s7) de pontos k-1 () pontos
Regido 1 359,30 96 341,25 139
Regido 2 46,84 23 46,23 21

Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

Como também niao ¢é possivel visualizar claramente se a ordem
crescente dos parametros esta sendo correspondida, com relagdo aos
coeficientes intermediarios das curvas de calibragdo, foram calculados os
valores médios e a relagio obtida foi a; =0,0078 uM~1,
a, = 0,0075 uM~1 e a; = 0,0094 yM L.

Na Figura 82 estdo mostrados os valores para os coeficientes
intermediarios das curvas de calibragdo apds a realizacdo da busca
unidirecional sem restri¢do e verifica-se que esses pardmetros seguem o
seguinte ordenamento em que a; = a, < a;.
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Figura 82 - Valores dos coeficientes intermedidrios das curvas de calibragdo apos
a realizagdo da busca unidirecional sem restrigao.

0,010 - S
'_/'\ o al
= . -
3 o E“%o =&n: n Pl o ®° s o
o 0’009_ @ o °u Sa%0 o .o Au o o8 : ° ﬁ Q® op nA % om
18,, ho® o _— E% DA’W a un ‘Punu 6"
E h o0 o o: °: Bo @ o4 op @ a o
Q & o o o L oo, o °
=S a® o o oo . =8,
. 0’008_ °o ° ° n°n o %
[0 o o o o, o © g
ko) Py ° I ° 0g° ° o
© + o o a o o ]
c & °° n°o'__, ° °n° ouc;oo: & °° 27 %
3 0007 o s e T e Lo
a oo oo o
®© 9 0 o °, o o - a ° o ad®
© ] odgo ° ° o,
-.GC_,! °o oo o . u: °nrl Ou a o_0®O o .
a a
@ 0,006-., o 0o 8o 0" o oo o ®
o o ° e ® o o °
K
) ]
o)
&)
0,005 —
0 30 60 90 120 150 180
Numero do conjunto
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Com a intencdo de se definir se os proximos passos serdo com ou
sem a utilizacdo da restri¢ao, na Figura 83 foi comparado o erro entre as
duas opgdes (com ou sem restri¢do dos coeficientes intermediarios das
curvas de calibra¢do). Como a ordem de grandeza do erro ¢ semelhante
nas duas situacdes e o uso da restri¢do conduziu a um ordenamento nas
constantes cinéticas coerente com a hipotese da cooperatividade, por esse
motivo optou-se por manter a restricdo para as proximas analises.
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Figura 83 - Erro ap6s a busca unidirecional para o caso: a) com restri¢do e b) sem
restrigao.
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Depois de toda essa andlise inicial, passou-se a utilizagdo do
algoritmo genético como método de otimizagdo. A principio o
procedimento empregado foi o mesmo espaco de busca e a mesma
restricdo com relacdo aos coeficientes angulares do método de busca
unidirecional. Para a probabilidade de mutagdo igual a 0,30, executou-se
o programa 10 vezes em fun¢@o das diferentes estimativas iniciais que
podem ser geradas.

Uma vez que o erro ¢ um dos critérios de escolha dos pardmetros,
avaliou-se primeiramente o erro do melhor conjunto de cada um dos testes
realizados para 10 diferentes execugdes do programa. Para uma melhor
visualizagdo dos resultados, separou-se o grafico dos erros em duas
partes, dando origem aos graficos das Figuras 84 e 85. E importante
destacar que nos dez primeiros testes, nove das dez execugdes ja atingem
valores de erro inferiores a 0,05. Outra evidéncia é que parece haver uma
regido limite para os valores do erro, com uma média de 0,032, o que
também ocorre na busca unidirecional.

Figura 84 - Erro do melhor conjunto até o 20° teste para 10 execugdes do
programa
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).
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Figura 85- Erro do melhor conjunto desde o 20° teste até o 100° para 10 execucdes

do programa.
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

Com relagao aos parametros do modelo, os valores obtidos pelo
método de algoritmo genético podem ser visualizados nas Figuras 86 e 87
para todas as constantes cinéticas separadamente ¢ na Figura 88 para
todos os coeficientes intermediarios das curvas de calibragdo em
conjunto. Percebe-se que, assim como nos dois casos ja analisados
anteriormente, ha uma dispersdo maior dos valores adquiridos quanto
menos limitante € a reagdo que um determinado parametro controla. Além
disso, os valores de k_, concentram-se por volta de 40 s*!, proximo ao
valor do modelo de pseudo primeira ordem.
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Figura 86 - Valores das constantes cinéticas apds a execucdo do método de
algoritmo genético: a) k_,; b) k_5.
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Figura 87 - Valores das constantes cinéticas apds a execucdo do método de
algoritmo genético: a) k_, e b) k_;.
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136

Figura 88 - Coeficientes intermediarios das curvas de calibracao obtidos
pelo método de algoritmo genético.
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A fim de analisar a influéncia da probabilidade de mutagdo nos
resultados, variou-se esse parametro de 0 a 1,0. Os resultados obtidos para
as constantes cinéticas podem ser vistos nas Figuras 89 a 92. Em funcdo
da dispersdo que se tem de todos os parametros, definiu-se que ndo ha
uma influéncia bem definida da probabilidade de mutagdo nos resultados.
Deste modo, optou-se por realizar todas as préximas analises com todas
as probabilidades, o que corresponde a 100 conjuntos de pardmetros, uma
vez que, para cada uma delas foram realizadas dez execugdes. Os valores
do erro, expostos no grafico da Figura 93, também ndo destaca um tipo
de comportamento especifico em fungido da probabilidade de mutacao.



Figura 89 - Valores de k_, para diferentes probabilidades de mutag@o.
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Figura 90 - Valores de k_5 para diferentes probabilidades de mutag@o.
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Figura 91 - Valores de k_, para diferentes probabilidades de mutagao.
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Figura 92 - Valores de k_; para diferentes probabilidades de mutagao.
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Figura 93 - Valores de erro para diferentes probabilidades de mutago.
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Apbs a execucdo do algoritmo genético, realizou-se a busca
unidirecional utilizando como valores iniciais os resultados do algoritmo
genético (método de otimizagdo hibrido). Os valores para cada um dos
parametros pelo método de otimizagdo hibrido podem ser visualizados
nas Figuras 94 a 97. Novamente, observa-se que a busca unidirecional
concentra os valores iniciais em uma regiao mais bem delimitada.



140

Figura 94 - Valores de k_, obtidos apds usar o método de otimizagdo hibrido.
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Figura 95 - Valores de k_5 obtidos apds usar o método de otimizagdo hibrido.
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Figura 96 - Valores de k_, obtidos apds usar o método de otimizagdo hibrido.
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Figura 97 - Valores de k_; obtidos apds usar o método de otimizagdo hibrido.
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A Figura 98 mostra todas as constantes cinéticas
simultaneamente de modo que se pode ressaltar uma sequéncia
preferencial no ordenamento das constantes cinéticas
(k_y < k_3< k_, < k_q), 0 que estd em acordo com a hipdtese da
cooperatividade.

Figura 98 - Valores das constantes cinéticas obtidas apds a utilizagdo do método
de otimizag¢ao hibrido.
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

O erro obtido utilizando o método de otimizagdo hibrido,
apresentado na Figura 99, igualmente parece atingir uma regido de
minimo cuja média ¢ 0,029. Esse valor ¢ idéntico ao valor médio de erro
encontrado para utilizacdo da busca unidirecional com restri¢do nos
coeficientes intermediarios das curvas de calibragio.
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Figura 99 - Valores dos erros obtidos apds a utilizagdo do método de otimizagado
hibrido.
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Conforme exposto anteriormente, uma das possiveis analises de
serem feitas com o intuito de sintetizar os resultados é com relacdo ao
espaco de fase. A Figura 100 representa o espaco de fase utilizando
somente o algoritmo genético (a) e utilizando o método hibrido (b). E
importante perceber, a partir da Figura 100, que o método de algoritmo
genético concentra o espago de fase, o que ¢é resultado da concentragdo
dos parametros, conforme ja discutido anteriormente.

Dos 100 conjuntos avaliados, optou-se por selecionar aqueles
cujos valores de k_, estdo entre o intervalo de 40 ¢ 60 s™!, o que de fato
ocorre com grande parte de todos os resultados obtidos, ¢ que ha um
ordenamento das constantes cinéticas (k_, < k_3 < k_,< k_;), que esta
em acordo com a hipdtese da cooperatividade. Para essas condi¢des, tem-
se 29 dos 100 pontos avaliados. O espaco de fase para esses pontos pode
ser visualizado na Figura 101.



144

Figura 100 - Espago de fase obtido pelos métodos: a) algoritmo genético e
b) hibrido.
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A Figura 101 aponta uma regido vidvel para o problema. E
interessante destacar que, em sistemas biologicos, € dificil possuir valores
absolutos para as constantes cinéticas das reagdes, uma vez que o sistema
deve operar similarmente mesmo quando exposto a situagdes
diferenciadas. Nesse sentido, os resultados obtidos, tanto pelo método
algoritmo genético quanto pelo hibrido, em concordincia com essa
caracteristica dos sistemas bioldgicos, apontam que ndo se deva falar em
constantes absolutas e sim em regides viaveis.

Figura 101 - Espaco de fase obtido a partir do método hibrido considerando
apenas os conjuntos que tem ordenamento das constantes cinéticas e valor de k_,
entre 40 ¢ 60 s7'.
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

Conhecendo essa regido viavel, analisaram-se os 29 resultados
obtidos com relagdo as curvas de absorbancia e concentra¢do dos
compostos proteicos envolvidos na reacao.

Iniciou-se a analise pelas curvas de calibragdo para todos os
compostos intermedidrios envolvidos na reacdo de desoxigenagdo da oxi-
hemoglobina, que estio todos representados nas Figuras 102 a 104.
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Figura 102 - Curvas de calibragido da Hb(0,);.
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Figura 103 - Curvas de calibragdo da Hb(0,),.
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Figura 104 - Curvas de calibragéo da Hb(0,)5.
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Os graficos das Figuras 105 a 109 demonstram a comparagdo
entre os dados de absorbancia obtidos experimentalmente ¢ o resultado
da absorbancia ao se utilizar o modelo matematico para a reagdo de
desoxigenagdo da oxi-hemoglobina com o ditionito de soédio para cada
uma das concentragdes que foram avaliadas de 10; 20; 30; 40 e 50 uM.
Sédo apresentados os resultados para os 29 conjuntos obtidos pelo método
de otimizacdo hibrido.

E interessante observar que, apesar de valores distintos para os
parametros do modelo, todos 0s conjuntos apresentam o comportamento
de absorbancia muito similar. Isso ja era esperado, uma vez que o erro de
todos eles estd em torno de 0,029. A partir das Figuras 105 a 109, ¢
possivel concluir que o modelo proposto se ajusta bem aos dados
experimentais.
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Figura 105 - Comparagdo entre o resultado experimental e o modelo do presente
trabalho para concentragdo de 10 uM (método de otimizacao hibrido).
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Figura 106 - Comparagdo entre o resultado experimental e o modelo do presente
trabalho para concentragdo de 20 M (método de otimizagdo hibrido).
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Figura 107 - Comparagdo entre o resultado experimental e o modelo do presente
trabalho para concentragdo de 30 uM (método de otimizacao hibrido).
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Figura 108 - Comparagdo entre o resultado experimental e o modelo do presente
trabalho para concentracdo de 40 M (método de otimizagdo hibrido).

0,40 -
v 40 uM Experimental
40 uM Modelo
0,364 %
o
e
®©
S 032+
C
«©
2
[}
8
< 0,28
0,24
T T T T T T T T
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
t(s)
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Figura 109 - Comparagdo entre o resultado experimental e o modelo do presente
trabalho para concentragdo de 50 uM.
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

E relevante comparar os resultados aqui obtidos caso fosse
utilizada a aproximacao de pseudo primeira ordem, comumente utilizada
na literatura para esse estudo (DALZIEL; O'BRIEN, 1957; HOLLAND
etal., 1985; JIA et al., 2004 e 2013; JORGE et al., 2012). A comparagdo
entre o resultado experimental, o modelo do presente trabalho com os 29
conjuntos de parametros obtidos pelo método de otimizagdo hibrido e o
modelo de pseudo primeira ordem apresentado por Souza (2016)
encontram-se demonstrados nas Figuras 110 a 114.

O erro médio obtido pelo método de otimizagdo hibrido é de
0,029. Para o modelo de pseudo primeira ordem esse erro ¢ de 0,18. A
principal diferenca entre eles se dd no inicio da reagdo, cujo
comportamento ndo é bem descrito por uma exponencial decrescente.
Apesar de o modelo matematico do presente trabalho necessitar da
otimizacdo de sete pardmetros, o erro por ele obtido ¢ significativamente
inferior ao do modelo de pseudo primeira ordem.
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Figura 110 - Comparagdo entre o resultado experimental, o modelo do presente
trabalho e o modelo de pseudo primeira ordem para concentragdo de 10 pM.
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

Figura 111 - Comparagéo entre o resultado experimental, o modelo do presente
trabalho e o modelo de pseudo primeira ordem para concentragdo de 20 pM.

0,20 5
° 20 uM Experimental

0,19 20 uM Souza (2016)
\ — 20 uM Modelo

018
017
0,164

0,15

Absorbancia (D.O.)

0,14

0,13

0,12

0v11 T o T T T
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20

t(s)

Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).
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Figura 112 - Comparagdo entre o resultado experimental, o modelo do presente
trabalho e o modelo de pseudo primeira ordem para concentragao de 30 pM.
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

Figura 113 - Comparagéo entre o resultado experimental, o modelo do presente
trabalho e o modelo de pseudo primeira ordem para concentracdo 40 uM.
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).
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Figura 114 - Comparagdo entre o resultado experimental, o modelo do presente
trabalho e o modelo de pseudo primeira ordem para concentragdo de 50 pM.
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

E importante mencionar que o erro, assim como o numero de
constantes a serem otimizadas, ndo é o Unico critério para a escolha do
modelo mais adequado. E necessario também refletir a respeito das
consequéncias da preferéncia por esse modelo. Embora o modelo aqui
proposto tenha um nUmero significativo de constantes a serem
otimizadas, ele ¢ mais adequado que o de pseudo primeira ordem por
possibilitar o calculo das concentragdes dos compostos intermediarios,
além das de oxi-hemoglobina e desoxi- hemoglobina, conforme pode ser
visualizado nas Figuras 115 a 119, utilizando o conjunto de nimero de 29
como exemplo.

Todas as concentracdes representadas nas Figuras 115 a 119
apresentam um comportamento qualitativo e quantitativo coerente. A
concentracdo dos compostos intermedidrios aumenta e em seguida
diminui, pois, os mesmos sdo reagentes em algumas reagdes e produtos
em outras. A oxi-hemoglobina, por sua vez, s6 ¢ reagente de uma reacao.
Portanto, sua concentra¢do somente diminui a partir de um valor inicial.
A desoxi-hemoglobina, por outro lado, ¢ somente produto da reagdo, o
que implica apenas em acréscimo de sua concentragdo a partir do valor
inicial, que é zero.
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Figura 115 - Concentragdo da Hb(0,), em fungdo do tempo.
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Figura 116 - Concentragdo da Hb(0,), em fungdo do tempo.
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).




Figura 117 - Concentragdo da Hb(0,), em fungdo do tempo.
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

Figura 118 - Concentragdo da Hb(0,); em fungdo do tempo.
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Figura 119 - Concentragdo da Hb(0,), em fungdo do tempo.

50 4
: —10uM
- = 20uM
: <030 M
404 b
S 40 M
g “ ......... SOHM
Al
2 304 '-‘
Q -
S '
Qn A
& 1
= [
=] Vi
S 204 .\
E R
Q 1\
1 M T
0,15 0,20
t(s)

Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

E fundamental destacar que as concepgdes utilizadas com relagio
ao modelo determinam o comportamento de cada um dos compostos que
interagem quimicamente. Isso pode ser notado a partir da comparago do
perfil de concentracdo obtido a partir do presente trabalho com o obtido
utilizando o modelo de pseudo primeira ordem, conforme Figuras 120 e
121. A partir das Figuras 120 e 121, conclui-se que a dinamica dos
compostos esta diretamente relacionada ao modelo escolhido. No modelo
do presente trabalho, a oxi-hemoglobina decai mais rapidamente porque
ela ainda se transformara em trés outros compostos antes de se

transformar em desoxi-hemoglobina (Figura 120). A desoxi-
hemoglobina, por sua vez, sera formada mais lentamente no modelo do

presente trabalho porque ha etapas intermediarias para que a mesma seja
produzida (Figura 121).
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Figura 120 - Comparagao entre as concentragdes de oxi-Hb [Hb(0,),] utilizando

o modelo do presente trabalho e 0 modelo de pseudo primeira ordem.
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

Figura 121 - Comparagdo entre as concentragdes de desoxi-Hb [Hb(0;),]
utilizando o modelo do presente trabalho e o modelo de pseudo primeira ordem.

— 10 (um)
——20 (uM)
——30 (uM)
——40 (uM)
—— 50 (uM)

Souza (2016)

= ===10 (uM)
--=-20 (uM)
= ===30 (uM)
- =40 (uM)

-~~~ 50 (uM)

Concentragdo (uM)

t(s)

Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).
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Para construir a Figura 122 foi dividido a concentragdo de
oxi-hemoglobina obtida utilizando o modelo matematico proposto neste

trabalho pela inicial. Observou-se que ha uma curva caracteristica do
problema uma vez que todas as linhas se sobrepdem.

Figura 122 - Curva caracteristica do presente trabalho.
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

E fundamental analisar o comportamento da concentragdo de
todos os compostos proteicos envolvidos na reacdo de desoxigenagdo da

oxi-hemoglobina para os 29 conjuntos selecionados pelo método de
otimizac¢do hibrido. Esses graficos podem ser visualizados nas Figuras
123 a 127.

As Figuras 123 a 127 mostram quéo importantes sio as curvas de
calibrag¢do para o problema em questdo. Os compostos cujas curvas de

calibragdo estdo bem definidas experimentalmente, apresentam o mesmo

comportamento para todos os conjuntos. Os demais compostos, por outro
lado, exibem um comportamento variado.
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Figura 123 - Concentracdo da Hb(0;), em fung@o do tempo para todos os
conjuntos viaveis obtidos pelo método hibrido.
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

Figura 124 - Concentracdo da Hb(0,); em fungdo do tempo para todos os
conjuntos vidveis obtidos pelo método hibrido.
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).
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Figura 125 - Concentracdo da Hb(0;), em fungdo do tempo para todos os
conjuntos viaveis obtidos pelo método hibrido.
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

Figura 126 - Concentragdo da Hb(0,); em fungdo do tempo para todos os
conjuntos vidveis obtidos pelo método hibrido.
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).
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Figura 127 - Concentracdo da Hb(0;), em fungdo do tempo para todos os
conjuntos viaveis obtidos pelo método hibrido.
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Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

A fim de comparar os valores dos resultados das constantes do
presente trabalho, calculou-se uma média de cada um dos parametros dos
29 conjuntos obtidos pelo método de otimizagdo hibrido. Esses valores
estdo demonstrados na Tabela 7, ao lado dos valores obtidos por Gibson
(1970). A comparacdo com Gibson (1970) ¢ relevante uma vez que esse
foi o unico pesquisador a estimar as contantes cinéticas para a reacdo de
desoxigenagdo da oxi-hemoglobina.

Os valores escolhidos para as constantes cinéticas diferem
daqueles encontrados por Gibson (1970) em fung¢do de o mesmo ter como
fungdo objetivo a curva de saturagdo da hemoglobina, além do fato do
tempo morto do presente trabalho ser significativamente menor.
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Tabela 7 - Comparagdo entre os valores médios obtidos para os parametros do
modelo do presente trabalho comparados com as constantes cinéticas obtidas por
Gibson (1970).

Coeficiente Valor otimizado Valores de Gibson (1970)

k_q 385,7 s! 1900 s

k_, 296,0 s 158 s

k_; 198,1 5! 539 57!

k_, 46,6 s 50 s

a, 0,0069 pM! -

a, 0,0078 uM! -

a;z 0,0094 uM! -

Fonte: Desenvolvida pela autora (2016).

Tempos mortos menores possibilitam uma avaliagdo mais
detalhada do inicio da reacdo, permitindo uma analise cinética minuciosa.
A fim de ilustrar a relevancia do tempo morto do presente trabalho,
podem-se visualizar os valores utilizados por demais pesquisadores na
Tabela 8.

Tabela 8 - Representacdo dos valores do tempo morto utilizado na literatura em
comparagdo com o presente trabalho.

AUTORES TEMPO MORTO (ms)
Gibson (1970) 1,2
Johnson, Adamson e Mauk (1998) 1,5
Gelderman et al. (2010) 1,3
Jia et al. (2013) 1,3
Presente trabalho 0,4

Fonte: Desenvolvido pela autora (2016).

Apesar das constantes cinéticas diferirem das encontradas por
Gibson (1970), seus valores sdo bastantes coerentes. As relagdes entre as
constantes estdo em acordo com a hipotese da cooperatividade. Além
disso, a unica constante que ¢ comparavel a de Gibson (1970), k_,, ¢ da
ordem de grandeza da constante para o modelo de pseudo primeira ordem,
o0 que ¢ adequado também em fun¢do de esse pardmetro controlar a
velocidade mais lenta da reacéo.
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5 CONCLUSAO

A utilizag@o do agente redutor ditionito de s6dio tanto na coluna
cromatografica (redu¢do da meta-hemoglobina em oxi- hemoglobina)
quanto na reag¢do de desoxigenacdo da oxi-hemoglobina (SFM 4000/S),
contribuiu para a obtencdo de bons resultados finais, juntamente com
outras metodologias, viabilizando a validagdo do presente trabalho. Além
disso, o SFM 4000/S forneceu uma automagdo apropriada, beneficiando
a aquisicdo de dados fidedignos com a garantia de um tempo morto na
ordem de 0,4 ms, possibilitando uma analise minunciosa da etapa inicial
da reagdo de desoxigenacdo da oxi-hemoglobina.

Concluiu-se que a parte dinamica da reacdo ocorre realmente
muito rapido, em menos de 0,2 s, comprovando que essa € a etapa de
interesse para efetuar a otimizacdo das constantes cinéticas e dos
coeficientes intermedidrios das curvas de calibracdo. A partir dos
resultados da otimizacgdo obtidos pelos métodos de busca unidirecional,
algoritmo genético e hibrido (combinacdo dos dois anteriores), foi
possivel afirmar que ndo ha um conjunto de pardmetros especificos que
satisfazem o problema, mas sim uma regido viavel. Essa regido viavel é
caracterizada por uma sequéncia no ordenamento das constantes cinéticas
em que k_, <k_3 <k_, <k_; e por valores de k_, obtidos em um
intervalo entre 40 a 60 s™!. A analise a partir de um espago de fase permitiu
enxergar a regido vidvel, que estd em acordo com o principio da
cooperatividade (ordenamento das constantes cinéticas), além de
apresentar valores de k_,, constante que controla a velocidade da etapa
mais lenta da rea¢fio, na ordem de 46,6 s™!, corroborando com resultados
apontados na literatura para a constante do modelo de pseudo primeira
ordem.

Foi demostrado que o modelo de pseudo primeira ordem,
amplamente utilizado na literatura, apresenta um erro maior quando
comparado com o modelo que considera as quatro etapas da reagdo. Ainda
foi possivel estimar no presente trabalho as concentragdes dos compostos
proteicos intermediarios, o que ndo ¢ possivel com o modelo
anteriormente citado.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como a hemoglobina é uma macromolécula que pode ser
amplamente pesquisada, segue abaixo algumas sugestdes para serem
concretizadas posteriormente em trabalhos futuros:

1.

efetuar a desoxigenacdo da hemoglobina em um
ambiente hermeticamente fechado para depois efetuar o
procedimento de oxigenacdo da desoxi-hemoglobina
pelo método de mistura rapida com fluxo interrompido;

propor as constantes cinéticas de todas as etapas da
reacdo que considere a oxigenagdo e a desoxigenacao;

realizar o experimento de desoxigenagdo modificando a
temperatura, a fim de estudar a influéncia que a mesma
provoca nos parametros cinéticos;

fazer uma analise comparativa com a metodologia
proposta nesse trabalho para determinacdo das
constantes cinéticas utilizando outros métodos como
flash-fotolise, radidlise  pulsada, fotdlise de
femtosegundo e impulso de Raman (Figura 13), que
também permitem avaliar as reagdes de oxigenacdo e
desoxigenagao.
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APENDICE A - Procedimento experimental

META-HEMOGLOBINA (DIXON& MCINTOSH, 1967)

De acordo com o fabricante Sigma-Aldrich 20 mg de
meta-hemoglobina humana devem ser dissolvidas em 1 mL de agua
destilada gsp. A diluigéo foi feita pesando 200 mg de meta-hemoglobina
para 10 mL de agua destilada gsp, conforme descrito.

20 mg = 0,02 g MetaHb ------------- ImL agua ou tampédo

REDUCAO E PURIFICACAO DA META-HEMOGLOBINA EM
OXI-HEMOGLOBINA (DIXON & MCINTOSH, 1967)

a) a reducdo da meta-Hb e sua posterior purificacdo para oxi-Hb foi
realizada em coluna cromatografica de filtracdo em gel de exclusdo
chamado Sephadex G-25. O Sephadex G-25 ¢ fornecido como um p6 seco
e deve ser reidratado com excesso de tampao em um béquer de 50 mL
antes de inserir na coluna cromatografica de vidro com 2 cm de didmetro
e 40 cm de comprimento. Foi pesado 14 g de Sephadex G-25 para o
preparo de aproximadamente 23 cm de resina na coluna seguindo as
instrugdes do fabricante. A separagdo dos componentes ¢ realizada pela
resina Sephadex G-25, onde as moléculas pequenas (fosfatos organicos)
ficam aderidas nos poros e as grandes (oxi-hemoglobina) sdo eluidas pela
coluna como € previsto pela técnica.

b) deve-se reequilibrar o pH utilizando uma solug¢ao de 100 mL do tampao
Hepes sodico-acido etanosulfonico 4-2 hidroxietil piperazina-1 sal sodico
pH 7,4 (CsHisN204S) contendo 0,1 mL de heparina, até que o pH de
entrada seja 0 mesmo de saida. Apo6s eluir todo o tampao aplicou-se 2 mL
de ditionito de s6dio (NaxS»04) acrescido de 1 mL de tampdo. Em
seguida, foi inserido 10 mL da solug@o de meta-Hb para descer na coluna
por acdo da gravidade. Apds o término de todo o procedimento deve-se
lavar a resina de Sephadex G-25 com uma solugdo de hidroxido de sodio
0,2 M (NaOH) e depois com agua destilada. Para que a coluna nunca
seque sempre se deve deixa-la hidratada com agua destilada.

¢) o tampao (fase movel) deve ser aplicado aos poucos para a meta-Hb
entrar em contato com o ditionito de sdédio, mantendo um fluxo continuo
da fase movel até o final de toda eluicdo. Apds a aplicagdo da meta-Hb na
coluna, iniciou-se a coleta da mesma desprezando-se o inicio e o final da
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amostra de oxi-Hb eluida. Toda a amostra de oxi-Hb recolhida foi
submetida a dialise por 24 h sob agitacdo e refrigeragdo constante para
concluir a confirma¢do de seu grau de pureza e retirar totalmente o
excesso de ditionito de sodio.

d) a oxi-Hb foi quantificada pelo método de Drabkin. A reducdo da
meta-Hb para sua forma oxigenada foi comprovada pelo espectro de

absor¢do dentro da faixa de 390 a 650 nm, de acordo com a literatura.

Calculo do tampéio HEPES 50 mM pH 7.4

m (g) =PM (g/mol) - V(L) - M
m = 260,29 g/mol - 0,5 L - 0,05 M
m=65g

6,5 g -—--100% grau de pureza
x g ----97% grau de pureza

x = 6,38 g de HEPES para 500 mL agua destilada gsp

Calculo do NaOH 0.2 M

m (g) =PM (g/mol) - V(L) - M
m=40g/mol-0,5L-02M
m=4g

4g--——-- 100% grau de pureza
Xg--—-—-- 97% grau de pureza
x = 3,88 g de NaOH para 500 mL agua destilada gsp

3) DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE HEMOGLOBINA
LIVRE (DRABKIN, 1948 e 1950)’

O método para determinagdo da hemoglobina em amostras de
sangue total da Labtest € por reacdo colorimétrica de ponto final. O ferro
(Fe?) do grupo heme da hemoglobina, oxi-hemoglobina e carboxi-
hemoglobina é oxidado ao estado férrico (Fe3) pelo ferricianeto
formando hemiglobina (Hi), que se combina com o cianeto ionizado para
produzir cianeto de hemiglobina (HiCN). Esse produto resultante ¢
mensurado por absorbancia em espectrofotometro SpectraMax Plus 384
no comprimento de onda de 540 nm.
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Amostras Teste
Reagente de cor 5,0 mL
Sangue total 0,02 mL ou 20 pl
Padrdo 0,02 mL ou 20 pl

Depois de misturar todos os reagentes, deve-se esperar 5 min.
Mensurar as absorbancias em 540 nm, acertando o zero com reagente de
cor. O valor da concentragdo obtido em g/dL foi calculado utilizando o
fator de calibragdo com o “padrdo de hemoglobina da Labtest” de 10 g/dL.

Calculo:

O calculo deve ser feito utilizando o produto do “padriao de
hemoglobina da Labtest”.

Absorbéincia do teste

. g\ _
Hemoglobina (dL) =10 Absorbancia do padrao

PREPARACAO DA __ HEMOGLOBINA _DESOXIGENADA
(HOLLAND et al, 1985; DIXON & MCINTOSH, 1967)

a) Apos amostra de oxi-Hb ser purificada e estabelecido o valor de sua
concentracdo, foram iniciados os experimentos de desoxigenagdo no
equipamento SFM 4000/S pelo método de mistura rapida com fluxo
interrompido. Foram utilizadas quatro seringas de 10 mL novas e
estéreis para o procedimento, inserindo a amostra de oxi-Hb na
posicdo 4 do equipamento para ser analisada. Na posi¢ao 1 e 2 foram
colocadas as seringas contendo tampao Hepes e na posicdo 3 a
seringa com o agente redutor ditionito de sodio (NazS204).

b) Pesar 0,075 g de ditionito de sodio 8,6 mM (PM = 174,11) e dissolver
em 50 ml de tampao Hepes gsp. Colocar a solucdo na seringa de 10
ml para ser utilizada no equipamento na posigdo 3. Utilizar essa
solugdo para desoxigenar a oxi-Hb que foi purificada.

C) Ajustar o equipamento MOS/200 na faixa de absorbancia em 415 nm
(regido da banda de Soret), efetuar 20 disparos para cada
concentracdo de oxi-Hb a ser avaliada e analisar todos os resultados
obtidos pelos graficos de absorbancia em func¢ao do tempo (s).
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APENDICE B - Programa computacional

I hhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkkhkhhkrhkhhkrkhkhhhkhhhhrhhhkrkhkhhkhkrhkhhkrkhhkrkkkhkhkkkhkhkkxkkhkkhkrxkxkk

! Programa para determinar melhores constantes cinéticas

! Programa desenvolvido por Adriana Teixeira, Thais A.P. Bartié
! Leonel Teixeira Pinto
!**************************************************************
MODULE VarGlob

IMPLICIT NONE

INTEGER,

PARAMETER: :n_pontos=391,n conjuntos=50,n_tentativas=100,n_ teste
s=10

INTEGER, PARAMETER:: Nmax time = 20000

! INTEGER, PARAMETER::teste calibracao =1 !Encontra valores
entre oxi e desoxi

!INTEGER, PARAMETER::teste calibracao =2 !Encontrar valores
livremente

! INTEGER, PARAMETER::teste calibracao =3 !Ordem crescente
INTEGER, PARAMETER::teste calibracao =4 !Restricao

INTEGER: :n_experimentos

REAL*8 ::Concentracao inicial (100),Absorbancia(100,n pontos), &
tempo_experimental (100, n pontos), total time

REAL*8

::der HB(100,5,Nmax time),C HB(100,5,Nmax time+l),Abs modelo,
REAL*8 ::k(7,n _conjuntos),coeficiente(5), erro(n conjuntos),
erro_pseudo

REAL*8 ::k inferior, k_superior, intervalo k, a inferior,
a superior, & intervalo a, k pseudo

REAL*8 ::delta t,
error_evolution(n_tentativas),erro _acumulado(n_tentativas)
REAL*8 ::erro_acumulado melhores(n_tentativas)

REAL*8 ::theoretical curve pseudo (100, n pontos+l),
theoretical curv (100, n_pontos+l)

REAL*8 ::Concentracao(5,100,n pontos+l),
Concentracao pseudo(5,100,n_pontos+1)
END MODULE VarGlob

PROGRAM Hb Ox constantes
USE VarGlob
IMPLICIT NONE

INTEGER
i,j,m,nt,n conjuntos acasalamento,n trocas,n,ii,nnn,n _exp, teste
REAL*8 :: ran, auxl, aux2(7), delta, ks_minimos(101,7)

CHARACTER:: square*3

! Le arquivos com as concentracdes iniciais e os dados
experimentais

CALL dados_iniciais ()
CALL dados_experimentais ()
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CALL parametros _numericos ()

OPEN (200, file = "Constantes 030.txt")

DO i = 1, n_testes ; WRITE (square, ' (i3) ") 1

OPEN (200+1i, file = "erros 030"//square//".txt"); ENDDO

DO i = 1, n testes ; WRITE (square, ' (i3)"') 1

OPEN (300+i, file = "curvas_ finais 030"//square//".txt");
ENDDO

DO i = 1, n_testes ; WRITE (square, ' (i3) ") 1

OPEN (400+i, file = "Concentracdo B(l) 030"//square//".txt")
OPEN (500+1, file = "Concentracdo B(2) 030"//square//".txt")
OPEN (600+i, file = "Concentracgdo B(3) 030"//square//".txt")
OPEN (700+i, file = "Concentracdo B(4) 030"//square//".txt")
OPEN (800+1i, file = "Concentracdo B(5) 030"//square//".txt")
ENDDO

DO teste = 1, n_testes
50 write(*,*) teste

! Cdlculo dos primeiros coeficientes

DO m = 1, n _conjuntos
CALL calculo_k (m); ENDDO

DO nt = 1, n tentativas
write (*,*) nt

! Resolve o modelo com os valores de K estimados e calcula o
erro

DO m = 1, n_conjuntos
CALL equacoes_modelo(m, 1); ENDDO

! Ordena os valores do erro, do menor para o maior

1 n_trocas = 0
DO n = 1, n conjuntos-1
auxl = erro(n+l)
DO j=1,7;aux2(j) = k(j,n+l); ENDDO

IF ( erro(n) .GT. auxl ) THEN

n_trocas n_trocas + 1
| e
erro(n+l) = erro(n)
DO j=1,7;k(j,n+l) = k(j,n); ENDDO
| e
erro (n) = auxl
DO j=1,7;k(j,n) = aux2(j); ENDDO
| e
ENDIF
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IF (n_trocas.GT.0) GOTO 1
error_evolution(nt) = erro(l)
DO ii=1,7; ks minimos(nt,ii) = k(ii,1); ENDDO

! cria nova geragdo por crossover - ACASALAMENTO - pardmetros
cinéticos

n_conjuntos_acasalamento= n_conjuntos/5 ; nnn = 3
DO n = 1, nnn

DO i =1,2

k(i, n+n_conjuntos_acasalamento) = k(i, n)

k(i, n+n_conjuntos acasalamento + nnn) = k(i, n+nnn)
k(i+2, n+n _conjuntos acasalamento) = k(i+2, n+nnn)
k(i+2, n+n_conjuntos_acasalamento + nnn) = k(i+2, n)
ENDDO

ENDDO

! cria nova geragdo por crossover - ACASALAMENTO - parédmetros
curva de calibracéao

k(5, n_conjuntos acasalamento + 2*nnn+l) = k(5, 8)

k(6, n_conjuntos_acasalamento + 2*nnn + 1) = k(6, 7)

k(7, n_conjuntos_acasalamento + 2*nnn + 1) k(7, 7)

k(5, n_conjuntos acasalamento + 2*nnn + 2) = k(5, 8)

k(6, n _conjuntos acasalamento + 2*nnn + 2) = k(6, 8)

k(7, n_conjuntos acasalamento + 2*nnn + 2) = k(7, 7)

k(5, n_conjuntos_acasalamento + 2*nnn + 3) = k(5, 9)

k(6, n_conjuntos_acasalamento + 2*nnn + 3) = k(6, 10)

k(7, n_conjuntos acasalamento + 2*nnn + 3) = k(7, 9)

k(5, n_conjuntos acasalamento + 2*nnn + 4) = k(5, 10)

k(6, n_conjuntos_acasalamento + 2*nnn + 4) = k(6, 9)

k(7, n_conjuntos_acasalamento + 2*nnn + 4) = k(7, 10)
| e
! prepara as regides 3 e 4 para fazer mutacéo
|

DO n = 1, 2*n_conjuntos_acasalamento
DO i1 =1,7
k(i,n+2*n conjuntos acasalamento) = k(i,n)
ENDDO
ENDDO

delta = 0.30D00
DO n = 2*n_conjuntos_acasalamento+l,
4*n_conjuntos_acasalamento
Do i =1,7
CALL RANDOM NUMBER (ran)
IF (ran.LE.delta) THEN

IF (i .LE. 4) k(i,n) = k inferior + ran * intervalo k
IF (i .GT. 4) k(i,n) = a inferior + ran * intervalo a
ENDIF
ENDDO

ENDDO
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DO n = 4*n conjuntos_acasalamento+l,
5*n_conjuntos_acasalamento
CALL calculo_k (n)

CALL equacoes modelo (1, 2)
DO n_exp = 1, n_experimentos
IF (Concentracao(l,n_exp,n_pontos) .LT.
0.9D00*Concentracao_inicial (n_exp)) THEN
write (*,*)Concentracao(l,n _exp,n pontos), &
Concentracao _inicial (n_exp)
GO TO 50
ENDIF

ENDDO
write(200,7) delta, teste, erro(l), (k(i,1), i=1,7)

DO nt = 1, n_tentativas
WRITE (200+teste,8) nt,error evolution(nt), &
(ks minimos (nt,ii),ii=1,7)

ENDDO

DO i = 1, n_pontos
WRITE (300 + teste, 9) tempo_experimental(l,1i),s&
(Absorbancia (n_exp, i) n_exp=1l,n experimentos) &

(theoretical curv(n exp, i), n _exp=1l,n experimentos)

ENDDO

DO j = 1, n_pontos
WRITE (400+teste,10) tempo experimental(l,j) &
(Concentracao(l,n _exp, Jj), n_exp=1l,n experimentos)
WRITE (500+teste,10) tempo_experimental (1,3),&
(Concentracao (2,n_exp, Jj), n_exp=1,n experimentos)
WRITE (600+teste,10) tempo experimental(l,j),&
(Concentracao(3,n_exp, Jj), n_exp=1l,n experimentos)
WRITE (700+teste,10) tempo_experimental(l,3) &
(Concentracao (4,n_exp, Jj), n_exp=1,n experimentos)
WRITE (800+teste,10) tempo experimental(l,j) &
(Concentracao (5,n_exp, Jj), n_exp=1l,n experimentos)

ENDDO

CALL modelo pseudo (2)
DO i = 1, n testes

WRITE (200+1i,*) "erro pseudo", erro pseudo
ENDDO

7 format (f4.1, 12, 7(el3.6,","), el3.6)
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8 format (i4, 7(el3.6,","), el4.6)
9 format(f13.5,",", 9(fl12.6, ",™)
10 format(f13.5,",", 4(f12.6, ","

£12.6)
£12.6)

- ~
~

SUBROUTINE dados_iniciais
USE VarGlob
IMPLICIT NONE
INTEGER :: 1

OPEN (1, file="Concentracoes_ iniciais.txt")
READ (1, *) ;  READ(1,*) n experimentos

DO i = 1, n_experimentos
READ(1,*) Concentracao_inicial (i)
C HB(i,1,1) = 0.0DO0 ; C HB(i,2,1) = 0.0D0O;
C HB(i,3,1) = 0.0D00O
C HB(i,4,1) = 0.0DOO0 ; C HB(i,5,1) =
Concentracao _inicial (i)
ENDDO

SUBROUTINE dados experimentais( )
USE VarGlob
IMPLICIT NONE

INTEGER 001, 3
REAL*8 :: total time teste
CHARACTER :: square*3

total time = 4.0D00
DO i = 1, n_experimentos
WRITE (square, ' (i3) ") 1
OPEN(i+1, file = "Experimento"//square//".txt")
READ (i+1,*)
DO j = 1, n_pontos
READ (i+1,*) tempo experimental(i,j), Absorbancia(i,]j) &

tempo_experimental (i,]j) = tempo experimental (i,3])
ENDDO
total time teste = tempo_experimental (i,n_pontos)

IF (total time teste .LT. total time) total time =
total time teste
ENDDO

SUBROUTINE parametros_numericos ()
USE VarGlob
IMPLICIT NONE
INTEGER :: m

k _inferior=0.0D00 ; k superior=4.0D03 ;intervalo k
=k _superior-k inferior
coeficiente(l) = 0.0058D00; coeficiente(5) = 0.0094D00
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IF (teste calibracao.EQ.l1.OR.teste calibracao.EQ.3.0R.
teste calibracao .EQ.4) THEN
a _inferior = coeficiente(l); a_superior = coeficiente(5)
ENDIF
IF (teste calibracao .EQ. 2) THEN
a inferior = 0.0000D00; a superior = 1.5000D00

ENDIF

intervalo a = a_superior - a_inferior

coeficiente(l) = a_inferior ; coeficiente(5) = a_superior
k pseudo = 45.4D00 ; delta t = total time / Nmax time

SUBROUTINE calculo_k (m)
USE VarGlob
IMPLICIT NONE
INTEGER :: i,m
REAL*8 :: ran

DO i = 1,4
CALL RANDOM NUMBER (ran) ; k(i,m) = k inferior + ran *
intervalo k
ENDDO
DO 1 = 5,7
IF (teste calibracao .EQ.1) THEN
CALL RANDOM NUMBER (ran);k(i,m)= a_inferior + ran * intervalo_a
ENDIF
IF (teste calibracao .EQ.2) THEN
CALL RANDOM NUMBER (ran);k(i,m)= a_inferior + ran * intervalo_a

ENDIF
IF (teste calibracao .EQ.3) THEN
1 CALL RANDOM NUMBER (ran)
IF (i .EQ. 5 .AND. ran .EQ. 0.0D00) GO TO 1
k(i,m) = a inferior + ran * intervalo a

IF (i .NE. 5) THEN
IF (k(i,m) .LT. k(i-1,m)) GO TO 1

ENDIF
ENDIF
IF (teste calibracao .EQ.4) THEN
2 CALL RANDOM NUMBER (ran) ;7 k(i,m) = a inferior +

ran * intervalo a
IF (k(i,m) .LE. coeficiente(l) + (i-5)*intervalo_a/3
.OR. k(i,m) .GE. coeficiente(l) + (i-4)*intervalo_a/3) GO TO 2
ENDIF
ENDDO

SUBROUTINE equacoes _modelo(m, 3J)
USE VarGlob
IMPLICIT NONE
INTEGER :: n, n_exp, n_tempo, i, m, J
REAL*8 :: tempo modelo(2), auxl
REAL*8 :: C HB int(5), Abs int



DO n exp = 1, n_experimentos

n_tempo = 1

DO n = 1, Nmax time
(n-1) *delta t

tempo _modelo (1) =

tempo _modelo (2) =

der HB(n_exp,1,n)

der HB(n_exp,2,n)
k(2,m)*C _HB(n_exp,3,n)

der HB(n_exp,3,n)
k(3,m)*C_HB(n_exp,4,n)

der HB(n_exp,4,n)
k(4,m)*C HB(n_exp,5,n)

der HB(n_exp,5,n)

DO i =1, 5

tempo _modelo (1)

k(1l,m)*C_HB(n_exp,2,n)
-k(1,m)*C_HB(n_exp,2,n)

-k (2,m)*C HB(n_exp,3,n)
-k (3,m)*C_HB(n_exp, 4,n)

-k (4,m)*C HB(n exp,5,n)

+ delta t
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C HB(n_exp,i,n+l) = C_HB(n_exp,i,n)+der HB(n exp,i,n)*delta t
ENDDO
IF (tempo_modelo(2) .GE.
tempo_experimental (n_exp,n_tempo)) THEN
auxl = tempo_experimental (n_exp,n_ tempo)-tempo modelo (1)

Abs_modelo = 0.0D00

DO i=1,5

C HB int(i)=(C_HB(n exp,i,n+1)-C HB(n exp,i,n)) &

C_HB(n_exp,i,n)

*auxl/delta_t +

Abs int = coeficiente(i)*C HB int (i)

Abs modelo = Abs modelo + Abs int
ENDDO
erro(m) =erro(m)+ (Abs_modelo-Absorbancia(n_exp,n_tempo)) **2
IF (j.EQ.2) THEN
theoretical curv(n_exp, n tempo) = Abs modelo
DO i =1,5
Concentracao(i,n_exp, n_tempo) = C_HB int (i)
ENDDO
ENDIF
n_tempo = n_tempo + 1
ENDIF
ENDDO
ENDDO
|
END

SUBROUTINE modelo pseudo (J)
USE VarGlob
IMPLICIT NONE
INTEGER :: n,
REAL*8
REAL*8

n_exp, Jj,

C_HB int(5)

n_tempo
tempo modelo(2), auxl
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DO n_exp = 1, n_experimentos
n_tempo =1
DO n = 1, Nmax time
tempo modelo(l) = (n-1)*delta t
tempo modelo(2) = tempo modelo(l) + delta t
der HB(n_exp,5,n) = -k pseudo*C_HB(n_exp,5,n)
C_HB(n_exp,5,n+l) = C_HB(n_exp,5,n)+der HB(n_exp,5,n)*delta t
C HB(n exp,1l,n+l) = C HB(n exp,5,1) - C HB(n exp,5,n+l)
IF (tempo_modelo(2) .GE.
tempo_experimental (n_exp,n_tempo)) THEN
auxl = tempo_experimental (n_exp,n_ tempo)-tempo modelo (1)
C HB int(1l) = (C_HB(n exp,1,n+l) - &
C HB(n exp,1,n))*auxl/delta t + C HB(n exp,1,n)
C HB int(5) = (C_HB(n_exp,5,n+l) - &
C_HB(n_exp,5,n))*auxl/delta_t + C_HB(n_exp,5,n)
Abs modelo = coeficiente(l)*C HB int(l) + &
coeficiente (5)*C HB int (5)
erro_pseudo = erro_pseudo + (Abs modelo - &

Absorbancia(n_exp,n_tempo)) **2
IF (j.EQ.2) THEN

theoretical curve pseudo(n exp, n_tempo)= Abs modelo

Concentracao_pseudo(l,n_exp, n_tempo) = C_HB int (1)
Concentracao_pseudo(5,n_exp, n_tempo) = C_HB int(5)
ENDIF
n_tempo = n_tempo + 1
ENDIF
ENDDO
ENDDO

MODULE VarGlob

IMPLICIT NONE

INTEGER, PARAMETER: :n_pontos=391,n conjuntos=272,Nmax time=2000,
n_parametros=7

INTEGER ::n_experimentos, N _interations

REAL*8 :: Absorbancia (100, n pontos), tempo experimental
(100, n_pontos)

REAL*8 :: der HB(100,5,Nmax_time), C HB(100,5,Nmax time+l),
Abs _modelo

REAL*8 :: k(7,n_conjuntos), coeficiente(5),
erro(n_conjuntos), delta t

REAL*8 :: theoretical curv(100,n _pontos+l), Concentracao (5,
100, n_pontos+l)

REAL*8 :: Concentracao inicial(100),total time,a inferior,
a superior, dif a

INTEGER :: i conta 1, i conta 2, IterF, IterP, i convergencia,
n_calculos V

REAL*8 :: valor inicial parametros(n parametros),

parametro (n_parametros), &

valor_ final parametro (n_parametros)

REAL*8 :: alfa inicial, passo_iniciall, passo_inicial2,
passo_inicial, alfa

REAL*8 :: Errol , Erro2
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REAL*8 :: V, V_inicial
INTEGER, PARAMETER :: n_tentativas = 10, NxN = 0, NyN = 272
REAL*8 :: VV(NyN), XX1(NyN,n parametros)

END MODULE VarGlob

PROGRAM OTIMIZAOL
USE VarGlob
USE Functions
IMPLICIT NONE
INTEGER 1, J
CALL dados_iniciais( )
CALL dados_experimentais( )
OPEN (n_experimentos+2, file =
"00000_random/x01 menores_erros_parametros_40.000f 0.10.txt")
CALL constantes ( )
CLOSE (n_experimentos+2)
CALL inicializa metodo busca( )

N interations = 0
DO j = 1, n_conjuntos
N_interations = 0
i_convergencia = 0
DO i = 1 , n _parametros
valor inicial parametros(i) = k(i,3)
ENDDO
CALL executa busca altemada( j )
ENDDO

! usado quando o programa é executado uma uUnica vez para NyN
dados iniciais

! e os resultados gravados no mesmo arquivo.

! NyN = 0, esta estrutura nédo é executada.

! OPEN (20, file="subdiretorio/nome do arquivo.txt")

IF (NyN.GT.O) THEN
OPEN (20, fi1e="00000_random/x01 menores_erros_parametros_40.000f
0.10b.txt")
DO i = 1,NyN ; WRITE(20,21) i, erro(i), (XX1(i,3),3=1,7) ;
write(*,*) i ; ENDDO

ENDIF

21 FORMAT (i5,",",f14.8,",",4(f12.5,","),2(f12.8,","),£f12.8)
END

SUBROUTINE inicializa metodo busca( )
USE VarGlob
IMPLICIT NONE

! Método de Busca Unidirecional :dimensionamento das variaveis
e parametros

! alfa_inicial = coeficiente de contra¢do ou expansdo do passo i

! passo_inicial = tamanho inicial do passo

! Errol, Erro2=criterios para o valor da funcé&o e incremento
nos valores dos parametros i
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! TterP, IterF = numero maximo de iteracoes para cada busca e
de iteracoes totais
alfa inicial = 5.0D-1 ; passo_iniciall = 1.0D00 ; ;
passo_inicial2 = 1.0D-4
Errol = 1.0D-10 ; Erro2 = 1.0D-8 ; IterP = 200 ; IterF =
300
END

SUBROUTINE executa busca altemada( n )

USE VarGlob

IMPLICIT NONE

INTEGER j, n, nn tenta aqui, nnnn, n lixol, n lixo2, jl1, i,
N1(7), LOCAL

REAL*8
auxl,aux2,beta,diferenca, Fl,F2,parametro_aux,parametro_auxl,

n lixol = 30 ; n_lixo2 = 20

Do j = 1,n_parametros

parametro(j) = valor inicial parametros(j)
EndDo

i conta 1 =1

CALL PROBLEMA( n )
V_inicial =V

Do jl1 = 1, n experimentos

IF (C_HB(jl,1,Nmax_time+l) .LT. C_HB(j1,5,1)*0.0l .OR. &
C _HB(jl,1,Nmax_time+l) .GT. C_HB(j1,5,1)*200.5) THEN
WRITE(*,*) jl1, "caiu fora " ; GO TO 110 ; ENDIF

EndDo

1 Continue

i_convergencia = 0

auxl = 0

N interations = N_interations + 1
114 FORMAT (i5, ",", 7(el4.4,","),eld.4)

DO j = 1, n parametros
LOCAL = 0
i conta 2 =1
CALL PROBLEMA( n )
Fl =V
alfa = alfa inicial
2 CONTINUE
parametro aux = parametro(j)
nn_tenta aqui = 0
nnnn = 0
4 CONTINUE
If (j .LE. 4) passo_inicial = passo _iniciall
If (j .GT. 4) passo_inicial = passo inicial2
parametro auxl = parametro(j) + alfa*passo inicial

IF (parametro_auxl .LE. 0) THEN
alfa = alfa/2.D0; nn tenta aqui=nn tenta aqui+l;nnnn =nnnn + 1
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If (nn_tenta aqui .GT. n_lixo2) THEN
alfa = - alfa ; nn_tenta aqui = 0 ; LOCAL = 6 ;go
to 200 ; ENDIF
If (nnnn.EQ.n lixol) THEN; LOCAL = 5; go to 200; ENDIF
GO TO 4
ENDIF

! Estrutura para restringir coeficientes angulares dentro dos
limites definidos

IF (j .GT. 4) THEN

a_inferior = coeficiente(l) + (j-5)/3 * dif a

a superior = coeficiente(l) + (j-4)/3 * dif a

IF (parametro_auxl .LE. a_inferior .OR. parametro auxl

.GE. a_superior) THEN

alfa = alfa /2.D0 ; nn tenta aqui =

nn_tenta aqui + 1 ; nnnn = nnnn + 1

If (nn_tenta aqui .GT. n_lixo2) THEN

alfa = - alfa ; nn_tenta aqui = 0 ; LOCAL = 6 ;go

to 200 ; ENDIF

If (nnnn.EQ.n lixol)THEN ;LOCAL=5; go to 200 ; ENDIF

GO TO 4
ENDIF
ENDIF

parametro(j) = parametro(j) + alfa*passo inicial
If (n_calculos V.GE.n lixo2) then; LOCAL = 7; go to 200; endif

CALL PROBLEMA( n )

F2 =V

diferenca = F2 - F1

i conta 2 =i conta 2 + 1
IF(diferenca.LT.0.) diferenca = - diferenca

! A diferenca e' muito pequena. Mantenha valor e saia

If (diferenca .LE. Errol ) Then

parametro (J) = parametro aux
i_convergencia = 1

LOCAL = 8

GOTO 3

! OK. Esta e' a direcao certa! Acelere!

! Numero maximo de iteracoes. Saia
If (i_conta 2.GE.IterP)Then; 1i_convergencia=3; LOCAL=1; GOTO 3
EndIf
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! Numero maximo de iteracoes. Saia

If (i_conta 2.GE.IterP)Then; i_convergencia=3; LOCAL=2;GOTO 3;
EndIf

alfa = - alfa / 2.0
= alfa
If (beta.LT.0.) beta = - beta

o
10}
o
o
|

! Voce estd no mesmo ponto. Saia

If (beta.LE.Erro2)Then; i convergencia=2; LOCAL=3; GOTO 3;
Endif

GOTO 2
3 continue
200 CONTINUE
EndDo

If (auxl.EQ.0.and.aux2.EQ.0)Then; aux2=1; GOTO 1l; Endif

100 Continue
Do j = 1,n parametros

valor final parametro(j) = parametro(J)
write(*,*) i convergencia, n, j, valor final parametro(3)
EndDo

! usado quando o programa é executado diversas vezes mas oOs
resultados

! gravados juntos no mesmo arquivo. NxN é o numero da execucgdo.
! NxN = 0, esta estrutura ndo é executada.

! NxN = 1, o arquivo é criado, mas estéd vazio

! NxN > 1, o arquivo jé& existente é lido, fechado e depois
reinicializado,

! recolocando os resultados que existiam e incluindo os novos
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IF (NxN.GT.0) THEN
OPEN (20, file="subdiretorio/nome do arquivo.txt")
= 1,NxN - 1 ; READ(20,*) N1(i), (X1(i,j),3j=1,7+1); ENDDO
OPEN (20, file="subdiretorio/nome do arquivo.txt")
DO i = 1,NxN - 1; WRITE(20,21) N1(i), (X1(i,3j),j=1,7+1); ENDDO
WRITE (20,21) NxN, 10*V, (valor final parametro(j),J=1,7)
ENDIF

g

o

.
I

! usado quando o programa é executado uma Unica vez para NyN
dados iniciais

! e os resultados gravados no mesmo arquivo.

! NyN = 0, esta estrutura ndo é executada.

IF (NyN.GT.O0) THEN

WRITE (*,*) "LOCAL = ", LOCAL
DO j = 1,7; XX1(n,j) = valor final parametro(j); ENDDO
ENDIF

21 FORMAT (i5,",",5(f12.5,","),2(f1l2.6,","),£12.6)
|

110 Continue
END

MODULE Functions

CONTAINS
character (1len=20) function str (k)
integer, intent(in) :: k

write (str, *) k

str = adjustl (str)

end function str
END MODULE Functions

SUBROUTINE dados_iniciais( )
USE VarGlob
IMPLICIT NONE
INTEGER :: n_exp

OPEN (1, file="000_Concentracoes_iniciais.txt")
READ(1,*)
READ(1,*) n_experimentos
DO n_exp = 1, n_experimentos
READ(1,*) Concentracao_inicial(n_exp)
C_HB(n_exp,1,1) = 0.0D00
C_HB(n_exp,2,1) = 0.0D00
C_HB(n_exp,3,1) = 0.0D00
C_HB(n_exp,4,1) = 0.0D00
C_HB(n_exp,5,1) = Concentracao_inicial(n_exp)
ENDDO
CLOSE(1)
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SUBROUTINE dados_experimentais( )
USE VarGlob
IMPLICIT NONE
INTEGER iion_exp, n
REAL*8 :: total_time_teste
CHARACTER :: square*3

total_time = 4.0D00
DO n_exp = 1, n_experimentos
WRITE(square, '(i3)"') n_exp
OPEN(n_exp+1, file = "Experimento"//square//".txt")
READ(n_exp+1,*)
DO n = 1, n_pontos
READ(n_exp+1,*) tempo_experimental(n_exp,n), Absorbancia(n_exp,n)
tempo_experimental(n_exp,n) = tempo_experimental(n_exp,n)
ENDDO
CLOSE(n_exp+1)
total_time_teste = tempo_experimental(n_exp,n_pontos)
IF (total_time_teste .LT. total_time) total_time = total_time_teste
ENDDO
delta_t = total_time / Nmax_time
coeficiente(1l) = ©.0057D00; coeficiente(5) = ©.0094D00
dif_a = coeficiente(5) - coeficiente(1)

SUBROUTINE constantes( )
USE VarGlob
IMPLICIT NONE
INTEGER 1i,i1,j
REAL*8 kk1

DO j = 1, n_conjuntos

READ(n_experimentos+2,*) i1, kk1, (k(i,j),i=1,7)
write(*,*) j, (k(i,3),i=1,4)

ENDDO

SUBROUTINE PROBLEMA( j )
USE VarGlob
IMPLICIT NONE
INTEGER :: n, n_exp, n_tempo, i, j
REAL*8 :: auxl, ki(4)
REAL*8 :: C_HB_int(5), Abs_int, tempo_modelo(2), Hemoglobina

DO i =2, 4 ; coeficiente(i) = parametro(i+3) ; ENDDO
DO i=1,4 ; ki1(i) = parametro(i) ; ENDDO

Hemoglobina = ©.0D00
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DO n_exp = 1, n_experimentos
n_tempo = 1
DO n = 1, Nmax_time
tempo_modelo(1l) = (n-1)*delta_t;tempo_modelo(2) = tempo_modelo(1)
+ delta_t

der_HB(n_exp,1,n)
der_HB(n_exp,2,n)
der_HB(n_exp,3,n)
der_HB(n_exp,4,n)
der_HB(n_exp,5,n)

k1(1)*C_HB(n_exp,2,n)
-k1(1)*C_HB(n_exp,2,n) + k1(2)*C_HB(n_exp,3,n)
-k1(2)*C_HB(n_exp,3,n) + k1(3)*C_HB(n_exp,4,n)
-k1(3)*C_HB(n_exp,4,n) + k1(4)*C_HB(n_exp,5,n)
-k1(4)*C_HB(n_exp,5,n)

DOi=1,5
C_HB(n_exp,i,n+l) = C_HB(n_exp,i,n) + der_HB(n_exp,i,n)*delta_t
ENDDO

IF (tempo_modelo(2) .GE. tempo_experimental(n_exp,n_tempo)) THEN
auxl = tempo_experimental(n_exp,n_tempo) - tempo_modelo(1)
Abs_modelo = ©.0D00
DO i = 1,5
C_HB_int(i) = (C_HB(n_exp,i,n+1l) - C_HB(n_exp,i,n))*auxl/delta_t
+ C_HB(n_exp,i,n)
Abs_int = coeficiente(i) * C_HB_int(i)
Abs_modelo = Abs_modelo + Abs_int
ENDDO
erro(j) = erro(j) + (Abs_modelo - Absorbancia(n_exp,n_tempo))**2
theoretical_curv(n_exp, n_tempo) = Abs_modelo
DO i =1,5
Concentracao(i,n_exp, n_tempo) = C_HB_int(i)
ENDDO
n_tempo = n_tempo + 1
ENDIF
ENDDO
Hemoglobina = Hemoglobina + C_HB(n_exp,1,Nmax_time+1)
ENDDO
V = erro(j)



