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Resumo da Tese apresentada no Instituto de Macromoléculas Professora Eloisa
Mano da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos
necessarios para a obtencédo do grau de Doutor em Ciéncias (DSc), em Ciéncia e

Tecnologia de Polimeros.
ISOLAMENTO, PURIFICACAO E MODIFICACAO QUIMICA DE HEMOGLOBINA

Maria Celiana Pinheiro Lima
Orientadora: Cristina Tristdo de Andrade

Substitutos para o sangue sao desenvolvidos com a funcdo principal de
carrear 0s gases oxigénio e dioxido de carbono durante periodo limitado de tempo.
N&o se espera que esses produtos apresentem as fungbes metabdlicas,
hemostéticas e de defesa, caracteristicas do sangue. O uso da hemoglobina bovina
(HbBv) como carreador de oxigénio pode ser justificado pelo fato de o sangue
bovino estar disponivel em quantidades abundantes e os ions cloretos presentes no
plasma atuarem como regulador alostérico. A obtencdo de derivados de
hemoglobina (Hb) tem por objetivo a estabilizacdo de sua forma tetrdmera, para
evitar toxicidade renal e o aumento da massa molar, para aumentar o tempo de vida
atil da Hb na circulagdo corpdrea. Antes ser usada como um carreador de oxigénio a
hemoglobina necessita ser isolada, purificada, modificada quimicamente e testadas
guanto a citotoxicidade. No presente trabalho, a HbBv foi isolada por diferentes
métodos de lise, em seguida, purificada para a extracdo de residuos da membrana
eritrocitaria, por cromatografia de troca idnica, usando duas resinas diferentes (Q-
SFF e AGMP-1), a eficiéncia da purificacdo foi analisada pela técnica de HPLC e
pelas técnicas de eletroforese NATIVA e SDS-PAGE, onde concluimos ter uma
HbBv livre de contaminantes, e pronta para ser modificada quimicamente. As
reacbes de modificacdo quimica foram realizadas com dissacarideos oxidados (o-
sacarose e o-trealose). Foram obtidos diferentes bioconjugados de HbBvV/
dissacarideo oxidado, e foi avaliado o grau de modificagdo quimica da HbBv pelas
técnicas de HPLC e eletroforese SDS-PAGE. E o efeito desses produtos quanto a

agregacao plaquetéria e vasoconstricdo, também foram analisadasin vitro.

Rio de Janeiro - 2006
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ISOLATION, PURIFICATION AND CHEMICAL MODIFICATION OF THE
HEMOGLOBIN

Maria Celiana Pinheiro Lima
Advisor: Cristina Tristdo de Andrade

Substitutes for the blood are developed with the only finction of carrier the
gases oxygen and carbon dioxide during limited period of time. It is not waited that
those products present the metabolic functions, hemostatics and of defense,
characteristics of the blood. The use of the bovine hemoglobin (HbBv) as carried of
oxygen can be justified for the fact of the bovine blood to be available in abundant
amounts and his regulator alostérico to be the chloride ions present in plasma. The
obtaining of derived of hemoglobin (Hb) has for objective the stabilization of her
tetrameric form, to avoid renal toxicity and increase of the mass molar, to increase
the time of useful life of Hb in the corporal circulation. Before to be used as a carrier
of oxygen the hemoglobin needs to be isolated, purified, chemically modified and
tested as the cytotoxicity. In the present work, HbBv was isolated by different lyze
methods, soon afterwards, purified for the extraction of membrane residues of the
cell membrane, by anion exchange chromatography, using two different resins (Q-
SFF and AGMP-1), the efficiency of the purification was analyzed by technique of
HPLC and for techniques of NATIVE and SDS-PAGE electrophoresis, where we
concluded to have HbBv free from pollutants, and available to be chemically
modified. The reaction of chemical modification was accomplished with oxidized
disaccharides (o-sucrose and o-trehalose). Different bioconjugate of HbBv / oxidized
disaccharide were obtained, and the degree of chemical modification of HbBv was
evaluated by the techniques of HPLC and SDS-PAGE electrophoresis. The effect of
this products in the plateles aggregation and vasoconstriction, also were analyzed in

vitro.
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1.INTRODUCAO

Um esfor¢co consideravel tem sido mobilizado para o desenvolvimento de
expansores plasmaticos, capazes de carrear oxigénio, denominados substitutos para
o sangue [1-6]. A molécula de hemoglobina (Hb) é capaz de carrear oxigénio mesmo
fora da heméacia, apos a eliminacdo da membrana celular, e tem sido usada como
material de partida para a obtencdo de substitutos temporarios para o sangue
[3,4,7].

Apesar dos avancos tecnolégicos, o procedimento de transfusdo ainda
apresenta riscos para a saude do doador e do receptor, como 0s riscos relacionados
a transmissao de virus (hepatite B e da hepatite C, HIV), a contaminacdo bacteriana,
a transmissao de malaria, da leishmaniose e da doenca de Chagas [8-13].

Vérios fatores incentivam o desenvolvimento de substitutos para o sangue. O
mais importante deles constitui-se na demanda crescente, associada ao numero
decrescente de doacdes, e este fator € agravado com o envelhecimento da
populacédo e o aumento da expectativa de vida. Um déficit de 4 milhdes de bolsas de
sangue por ano foi projetado até 2030 nos EUA, pais que gasta por ano o
correspondente a 30 bilhdes de ddlares para manter os bancos de sangue. No
Brasil, além de informacdes deficientes sobre doacdes, 20% dos doadores sao
considerados inaptos [14, 15] Dai ser comum ouvirmos apelos insistentes de
autoridades para que a populagéo acorra aos bancos para doagao.

Substitutos para o sangue vém sendo desenvolvidos h& varios anos. Esses
produtos ndo substituem o sangue em funcdes metabdlicas mais complexas e inter-
relacionadas; a principal funcdo desses produtos é a de transportar o oxigénio e o
dioxido de carbono por um periodo limitado de tempo. Uma solucdo estavel
carreadora temporaria de oxigénio ainda teria outras aplicagdes, como na
conservacao de Orgados para transplante e no aumento in vivo da sensibilidade de
orgdos a terapias por radiacao [16]. Além disso, um sistema carreador teria valor
terapéutico em situagdes nas quais 0 sangue nado é capaz de fornecer oxigénio aos
tecidos, como em casos de infarto [17]. Como a tipagem prévia ndo se faz
necessaria, as transfusdes instantaneas seriam facilitadas [18].

Existem varias razfGes para explorar o uso da hemoglobina bovina (HbBv) na
questdo dos carreadores de oxigénio. O sangue bovino esta4 disponivel em

guantidade praticamente ilimitada pois, s6 no primeiro trimestre de 2005, o IBGE



(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) mostrou um nuamero de 6,489 milhdes
de cabecgas de bovinos abatidos em abatedouros com inspe¢bes municipais,
estaduais e federais. Quando se considera o volume de sangue desperdicado ou
sub-aproveitado, muitas vezes descartado na natureza, verificase 0 quanto esse
produto poderia valorizar-se caso viesse a ser usado como fonte de matéria-prima
para a producdo de hemoglobina e, adicionalmente, para a producdo de substituto
para o sangue. Fluidos obtidos a partir de hemoglobina bovina poderiam ser
convencionalmente usados em cirurgias, perfusdo e armazenamento de 6rgaos, na
medicina veterinaria. Uma variedade de outras aplicacdes poderia ser imaginada,
onde a utilizacdo da hemoglobina humana (HbA) ndo € necessaria e de alto custo.
Com relacdo a antigenicidade (capacidade de reagir com anticorpos resultantes de
uma resposta imunologica) da hemoglobina bovina, torna-se relevante citar que o
desenvolvimento de carreadores de oxigénio a base de Hb requer varias
modificacbes na molécula de Hb. Consequentemente, alguns derivados destas
modificagbes podem representar algum risco imunolégico, independentemente da
espécie de hemoglobina usada [15, 19].

A hemoglobina bovina tem uma afinidade por oxigénio menor do que a
hemoglobina humana [20,21]. Isto € devido a sua alta sensibilidade a anions [22,23],
de forma que ions cloreto e ndo fosfatos organicos sdo os moduladores in vivo da
afinidade de O, a HbBv. Como resultado, na concentracao fisiolégica de ions cloreto,
a afinidade por O, da hemoglobina bovina livre do eritrécito € menor do que a da
hemoglobina presente no sangue humano e bovino. Estas caracteristicas conferem
a HbBv a habilidade de liberar mais facilmente o oxigénio contra a pressao parcial de
O, nos tecidos. Na realidade, o maior impedimento para o uso da hemoglobina
humana (HbA) livre do estroma (SFH) como um carreador de oxigénio € que, fora da
hemécia, a HbA perde fosfato orgéanico, fator alostérico responsavel pela regulacao
da afinidade ao O»; a interagdo com o O torna-se alta, o que dificulta a sua
liberacéo para os tecidos [19].

Como podemos perceber, existe uma grande preocupagdo em desenvolver-
se um sistema carreador de oxigénio diciente e seguro. Muito ja foi pesquisado
nesta area, mas ainda ndo se tem um material aprovado para uso comercial. Quatro
produtos encontram-se em fase de testes clinicos; dentre eles, temos um com
excelentes resultados a base de Hb bovina, denominado de Hemopure. Resultados

mostraram que ligacdes cruzadas intramoleculares na Hb humana com fumaril-



diaspirina ndo aumentaram a sua afinidade por oxigénio. Porém, a hemoglobina
bovina tratada com este mesmo agente de ligagdo cruzada causou uma boa
afinidade por O, e o tempo de retencdo na circulacdo foi prolongado em 10 vezes
com relagdo a Hb ndo-modificada [19, 24, 25]. Devido as vantagens acima
relacionadas, aos resultados da literatura e as caracteristicas do produto em fase de
testes clinicos, a realizacdo de modificacées quimicas na Hb bovina com intuito de
obter-se um sistema carreador de oxigénio constiturse na meta principal do presente
trabalho.



2.REVISAOBIBLIOGRAFICA
2.1. SANGUE

O sangue [26, 27, 28] € o liquido que flui pelo sistema circulatério entre os
diversos 6rgaos, e transporta nutrientes, hormonios, eletrélitos, agua, residuos do
metabolismo celular e diversas outras substancias. O sangue circula no organismo
humano, onde carreia oxigénio dos pulmdes para os tecidos, e o oxigénio € liberado
nos capilares. Ao retornar dos tecidos, o sangue conduz diéxido de carbono e os
demais residuos do metabolismo celular, para eliminacdo através da respiracéo, do
suor, da urina ou das fezes.

O sistema de defesa do organismo contra doencas e a invasdo de germes
patogénicos esta concentrado no sangue. O equilibrio e a distribuicdo de agua, a
regulacdo do pH através dos sistemas-tampdo, o controle da coagulacdo e a
regulacdo da temperatura correspondem a outras importantes funces exercidas
pelo sangue.

O sangue é um tecido que contém uma fase sélida, que compreende os
elementos figurados, e uma fase liquida, que corresponde ao plasma (Figura 1). A
fase celular corresponde a 45% do volume de sangue e o restante (55%), ao
plasma. Os elementos celulares do sangue sédo as hemacias, globulos vermelhos ou
eritrocitos, os leucacitos ou glébulos brancos e as plaquetas ou trombdcitos.

As hemacias sao as células encarregadas do transporte de oxigénio e gas
carbbnico do metabolismo celular; os leucdcitos constituem um exército de defesa
do organismo contra a invasdo por agentes estranhos e as plaquetas séo
fragmentos celulares, fundamentais aos processos de hemostasia (acdo ou efeito de

estancar uma hemorragia) e coagulacao do sangue.
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Figura 1 — Diagrama que mostra a composi¢ao do sangue [27]

O plasma é constituido por 10% de elementos sélidos e 90% de agua. Os
elementos soélidos do plasma sao, principalmente, as proteinas, lipideos, hidratos de
carbono, eletrdlitos, sais organicos e minerais, enzimas, vitaminas e hormonios. Em
cada litro de sangue existem cerca de 60 a 80 gramas de proteina. A maior parte
delas é constituida pela albumina; em menores propor¢cdes estdo as globulinas,
relacionadas a formacgéo de anticorpos para a defesa do organismo e o fibrinogénio,
uma proteina fundamental nos processos de agregacdo plaquetaria e de
coagulacédo. As proteinas plasmaticas sdo muito sensiveis aos diversos tipos de
traumatismos, inclusive o térmico. Se submetidas a temperaturas elevadas, da

ordem de 45°C, podem ser desnaturadas perdendo suas fungodes.

2.2. HEMACIAS

Glébulos vermelhos, eritrécitos ou hemacias séo células anucleadas, bastante
complexas, constituidas apenas por membrana plasmatica e citoplasma. Originam-
se na medula O6ssea pela proliferacdo e maturacdo dos eritroblastos, fendmeno
chamado eritropoese. As hemécias possuem forma final anucleada, homogénea de

corpusculos circulares, bicbncavas e de diametro médio de 8 ?m e espessura de 2

?m na periferia e cerca de 1 ?m na sua porgéo central. As fun¢des primordiais dos



glébulos vermelhos sdo a de transportar oxigénio dos pulmdes aos tecidos,
mantendo a perfuséo tissular adequada, e transportar CO, dos tecidos aos pulmdes.
A hemoglobina, que constitui 95% das proteinas das heméacias e esta localizada em
seu interior, € a responsavel por estas fungées [27,28].

A forma biconcava das hemacias € devida a um excesso de membrana, em
relacdo ao conteudo celular (Figura 2). A membrana em excesso permite a hemacia
alterar a sua forma na passagem pelos capilares, sem sofrer distensdo ou ruptura.
Este formato da heméacia favorece a existéncia de uma grande superficie de difusdo
[27,28].

Figura 2 — Estrutura bicdbncava das hemacias [28]

A membrana eritrocitdria € constituida por uma complexa mistura de
fosfolipideos, colesterol nao-esterificado e glicolipideos arranjados sob forma de
camada dupla, onde estdo distribuidos ao acaso canais protéicos transmembrana e
receptores (Figura 3). Os fosfolipideos sdo constituidos por fosfatidilcolina (FC) e
esfingomielina (EM), localizados principalmente na por¢do externa da bicamada
lipidica, enquanto a fosfatidilserina (FS) e a fosfatidiletanolamina (FE) encontram-se
predominantemente na camada interna. Uma translocase dependente de ATP,
denominada lipase, faz o transporte destes fosfolipideos para a camada interna.
Aparentemente, a exposicao de FS e FE na superficie da membrana pode induzir a
ativacdo de fatores da coagulacdo e causar adesdo das heméacias aos macréfagos
[28].

As proteinas da membrana sdo de dois tipos: integrais e periféricas. As
proteinas integrais, representadas pela banda 3 e glicoforinas, sdo glicoproteinas
gue atravessam toda a dupla camada de lipideos, enquanto as proteinas periféricas
formam o citoesqueleto eritrocitario, localizado logo abaixo da camada lipidica. O
citoesqueleto é constituido basicamente de espectrinas alfa e beta, anquirina,



filamentos curtos de actina, tropomiosina, aducina e proteinas 4.1 e 4.2 (ou palidina),
4.9 (ou dematina) e p55. Estas proteinas sustentam cerca de 60% da dupla camada
lipidica pelas ligagBes entre: a) anquirina e banda 3; b) proteina 4.1 e glicoforinas A
e C; c) interacdo direta da espectrina e proteina 4.1 com cargas negativas dos
lipideos. O citoesqueleto é fundamental para a manutencao da forma bicbncava e da
flexibilidade da heméacia e, conseqlientemente, para sua estabilidade em circulacao
[28].

EA GFC
~ ER .
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FS, FE 3
4.2 {ropomiosina i 41 =
. 5P ; >
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sitio de auto-associacao de actina tropomodulina
de espectrina
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Figura 3 — Representacao esquematica dos constituintes da membrana eritrocitaria.
Observar a dupla camada lipidica constituida por fosfatidilcolina (FC), esfingomielina
(EM), fosfatidilserina (FS) e fosfatidiletanolamina (FE), as proteinas integrais banda 3

(3) e glicoforinas A (GFA) e C (GFC) e as proteinas periféricas espectrinas alfa e
beta (?sp e ?sp), anquirina, proteinas 4.1, 4.2, 4.9, p55, actina, tropomiosina,
aducina e tropomodulina. Varios antigenos eritrocitarios encontram-se localizados

nas proteinas integrais [28]

A composicdo lipidica da membrana da hemécia bovina consiste de
esfingomielina > fosfatidiletanolamina > fosfatidilcolina. Ja para ahemécia humana,
encontramos a seguinte composicao: fosfatidilcolina > fosfatidiletanolamina >
fosfatidilserina > esfingomielina [29, 30].

Apo6s cerca de 120 dias em circulagdo, em virtude de seu esgotamento
metabdlico e alteracBes degenerativas, as hemacias sdo removidas e destruidas
intracelularmente em células do sistema monocitico-macrofagico, especialmente no

baco, figado e medula éssea. De grande interesse € o0 mecanismo pelo qual as



hemacias envelhecidas sédo reconhecidas e eliminadas de circulacdo. Varios fatores
contribuem para isso, em especial a reducao da atividade metabdlica e oxidacdo da
hemoglobina. Um mecanismo largamente aceito para explicar a eliminagédo de
hemécias envelhecidas é a formagédo de agregados de proteina de banda 3 (uma
das mais abundantes proteinas transmembranais da hemacia) estabilizados por
moléculas de hemoglobina oxidadas (hemicromos). Estes agregados seriam
reconhecidos como antigenos por anticorpos IgG autélogos e complemento. Com a
decomposicdo de uma densidade critica de anticorpos e moléculas de complemento,
as hemacias que estdo envelhecendo (senescentes) seriam reconhecidas e
eliminadas. Apo6s fagocitada, a heméacia é decomposta em seus componentes,
sendo 0s mais importantes a membrana e a hemoglobina. Proteinas e fosfolipideos
da membrana sao digeridos. A hemoglobina é decomposta em globina (que é
metabolizada dando origem a aminoacidos) e heme, que por sua vez, com a
abertura do anel de protoporfirina, libera o ferro e forma a bilirrubina, onde o ferro

permanece no macréfago e sera reaproveitado na sintese de hemoglobina [28].

2.3. FOSFOLIPIDEOS

Os fosfolipideos sao derivados ou do glicerol, um alcool com trés atomos de

carbono, ou da esfingosina, um alcool mais complexo. Os fosfolipideos derivados do

glicerol sdo denominados de fosfoglicerideos.

2.3.1. Fosfoglicerideos

Um fosfoglicerideo consiste de um esqueleto de glicerol, duas cadeias de
acidos graxos e um alcool fosforilado. Nos fosfoglicerideos, um dos grupos
hidroxilicos primarios do glicerol é esterificado com acido fosférico; os outros grupos
hidroxilicos sao esterificados com acidos graxos. O composto fundamental da série
€, portanto, o éster fosforico do glicerol. Esse composto tem um atomo de carbono
assimeétrico e pode ser designado tanto como D-glicerol-1-fosfato ou como L-glicerol-
3-fosfato. Por essa ambiglidade, a estereoquimica dos derivados do glicerol é
baseada na numeracao estereoespecifica (sn) dos atomos de carbono. Em adi¢éo
aos dois residuos de acidos graxos esterificados a grupos hidroxilicos nos atomos

de carbono 1 e 2, os fosfoglicerideos contém um grupo polar na cabeca, a saber, um



alcool designado X-OH, cujo grupo hidroxilico é esterificado a acido fosforico (Figura
4) [29].

Devido ao fato de os fosfoglicerideos possuirem cabeca polar além de suas
caudas com grupos hidrocarbonetos nédo-polares, eles sdo chamados de lipideos
anfifilicos ou polares. Os diferentes tipos de fosfoglicerideos diferem quanto ao
tamanho (acidos graxos com 16 e 18 atomos de carbono sdo os mais comuns),
forma (&cidos graxos podem ser saturados ou insaturados, a configuracdo das
duplas ligagcbes é quase sempre cis), e quanto a carga elétrica de seus grupos
polares da cabeca. Geralmente existe um acido graxo saturado e um insaturado, o
altimo na posicao 2 do glicerol [29,31].

Os fosfoglicerideos mais abundantes em plantas superiores e animais sao a
fosfatidiletanolamina (FE) e a fosfatidilcolina (FC), as quais contém como grupos da
cabeca os aminoacidos etanolamina e colina, respectivamente. A Figura 4 mostra
uma representacdo esquematica da estrutura dos fosfoglicerideos. Na
fosfatidilserina (FS), o grupo do aminoacido L-serina é esterificado a acido fosférico
[29].

1
O=T_O R; e R, = caudas ndo polares de acidos graxos
Cl) Quando:
H,C— CH—CH,, X = CHp-CH,-NH3* temos a fosfatidil-etanolamina.
c|) c|> X= CHZ-CHZ-IJ\rI(CH3)3temos a fosfatidilcolina.
(:::O l:o X=H,C—CH——COO"~ temos a fosfatidilserina
Ri Fl‘z NH,
+

Figura 4 — Estrutura dos fosfoglicerideos [29]

2.3.2. Esfingolipideos

Os esfingolipideos sao lipideos complexos contendo como esqueleto a
esfingosina, ou uma base relacionada. Sao importantes componentes da membrana,
tanto em células vegetais quanto em células animais. Todos os esfingolipideos

contém uma molécula de acido graxo, uma molécula de esfingosina ou um de seus
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derivados, e um grupo polar na cabeca, que em varios esfingolipideos € muito

grande e complexo [29].

A esfingomielina € o Unico fosfolipidio das membranas que néo é derivado do
glicerol. Ao contrario, o esqueleto na esfingomielina € a esfingosina, um
amonodlcool que contém uma longa cadeia hidrocarbonada insaturada. Na
esfingomielina, o grupamento amino do esqueleto esfingosina esté ligado a um acido
graxo por uma ligacdo amida. Adicionalmente, o grupamento hidroxila priméaria da
esfingosina é esterificado por fosforil colina [29]. As esfingomielinas (Figura 5) tém
propriedades fisicas muito similares as da fosfatidil-etanolamina e da fosfatidilcolina;

elas séo ions hibridos (zwitterions) em pH 7,0 [29].

O
R)J\NH |C|J cHa
+
R N—_
CH3(CH2)12\/\*/O/ \\_O/\/ \CEHE’)
=N o 3
OH

R = cauda nédo polar de &cidos graxos.
Figura 5 — Estrutura da esfingomielina [29]

Quando é realizada a hemdlise da parece celular das células vermelhas do
sangue, os residuos de fosfolipideos remanescentes, EM e FC podem ocasionar
coagulagédo sanguinea tornando-se toxicos e provocando uma reacdo inflamatéria
sistémica, caracterizada pela ativagdo do complemento. FS e FE normalmente se
encontram no interior da membrana dos eritrécitos, e apresentam uma afinidade
particular pela hemoglobina, quando comparados aos outros fosfolipideos. A
interacdo de FS e FE com a Hb causa atividade inflamatoéria [32, 33].

2.4. HEMOGLOBINA

A molécula de hemoglobina é formada por quatro cadeias polipeptidicas: duas

cadeias ? constituidas de 141 residuos de aminoacidos cada e duas cadeias ?
encadeadas por 146 residuos de aminoacidos cada. As cadeias ? e ? tém

seqliéncias de aminoacidos diferentes e encontram-se arranjadas em estruturas
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tridimensionais semelhantes, mediante interacbes nao-polares e ligacbes de
hidrogénio. A molécula de hemoglobina apresenta uma conformagéo quase esférica
(globular), com diametro de 55 A, onde as quatro cadeias formam um tetramero
protéico como mostra a Figura 6, a qual apresenta o grupo heme (cinza e azul) e o

atomo de ferro central (vermelho) [34,35].

Figura 6 — Modelo espacial da estrutura da hemoglobina desoxigenada e suas

guatro cadeias: duas? (amarela e rosa) e duas ? (ciano e verde) com seus

respectivos hemes [36]

Além da parte protéica, a Hb contém grupos nao-protéicos (prostéticos) de
conformacdo planar denominados heme (ferroprotoporfirina). Os grupos heme
consistem de quatro anéis pirrol arranjados concentricamente em torno de um atomo
de ferro. Estes grupos heme formam complexos reve rsiveis com a molécula de O;, o
gue permite que ela seja transportada dos pulmdes até os tecidos. Esta ligacao

entre o complexo heme e a molécula de oxigénio (Figura 7) é fraca e instavel e



depende de uma série de fatores, tais como pH, temperatura e, principalmente, da

presséao parcial de O, na qual a hemoglobina se encontra [37].

i gt

Figura 7 — Complexo ferro-protoporfirina ligado a uma molécula de O, [36]

O complexo entre a Hb e o O, forma-se rapido e reversivelmente, sendo que
cada molécula de Hb pode combinar-se com quatro moléculas de O, cada uma
delas ligada a um dos grupos heme da proteina. Assim, a primeira molécula de O,
liga-se fracamente a desoxi-hemoglobina (Hb ndo oxidada), embora acelere a
ligacdo de mais O, a outras sub-unidades heme da Hb, até atingir a liberagéo do
oxigénio. O mesmo fendmeno acontece no sentido inverso, para a liberacdo do
oxigénio. Isto significa que a Hb tende a ligar-se a quarta molécula de O, trezentas
vezes mais rapido do que a primeira. A esse fenbmeno da-se o nome de
cooperatividade. Esta cooperatividade entre os grupos heme é originada a partir das
estruturas conformacionais assumidas pelas unidades protéicas da molécula de Hb.

A transicdo da estrutura T (desoxigenada) para a estrutura R (oxigenada)
explica as diferencas na afinidade ao O,, exibidas pela desoxi- e pela oxi-
hemoglobina. Em uma baixa concentragdo de oxigénio, quando a Hb se encontra
principalmente desoxigenada, a estrutura quaternaria no estado T (tensa) €
favorecida. Com o aumento na concentracdo de oxigénio e, portanto do grau de
saturacao, o equilibrio € deslocado para uma estrutura de alta afinidade, estado
relaxado (R) [31, 38-42].
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Figura 8 — Estrutura da Hb oxigenada/relaxada (a) e desoxigenada/tensa (b)
[31]

O transporte de oxigénio dos pulmbes aos tecidos é efetuado pela
hemoglobina situada no interior das hemécias. Nos tecidos, o CO, produzido pelo
metabolismo celular difunde-se até as heméacias, onde € hidratado em uma reagéo
catalisada pela anidrase carbénica e convertido a acido carb6nico, que se ioniza em
bicarbonato (HCO3z) e H'. O bicarbonato é transportado pelo sangue até o0s
pulmdes, onde ¢ eliminado como CO; os ions H s&do removidos pela hemoglobina
gue, além de transportar oxigénio, exerce um efeito tamponador e impede que o0s
jons H possam alterar o pH do sangue, com conseqiéncias prejudiciais para o
organismo [43].

A afinidade da hemoglobina pelo oxigénio é tanto maior quanto maior for o
pH. Por outro lado, quando h& diminuicdo na concentracdo de O, a transi¢cao de oxi-
hemoglobina para desoxi-hemoglobina € acompanhada de mudancgas
conformacionais, essas alteracdes na molécula provocam um aumento da afinidade
de alguns radicais da proteina por H". A andlise deste fendmeno revela o papel
fundamental da hemoglobina na manutencéo do pH plasmatico pois, a medida que a
concentracdo de O, diminui e a concentracdo de H aumenta, a hemoglobina libera
O, e capta H*. Quando a concentracdo de O, aumenta e a de H" diminui, a Hb liga-
se ao O, e passa a liberar H". Essas sdo as condicGes encontradas ao nivel de

tecidos e de alvéolos pulmonares, respectivamente. Este efeito do pH e da
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concentracdo de CO, sobre a ligacédo e liberacdo do oxigénio pela hemoglobina &
chamado de efeito Bohr [29, 31, 43].

Existem quatro reguladores primarios na ligagdo hemoglobina-oxigénio: COy;
2,3 difosfoglicerato (2,3-DPG); HCO3; e CI. O acido 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) é
um intermediario do metabolismo da glicose e este penetra entre as cadeias de
hemoglobina, onde uma molécula se liga a dois grupos amino terminais de cadeias ?
diferentes, e compete com o oxigénio, deslocando-o. A concentragdo de 2,3-DPG
aumenta quando o eritrécito carece de oxigénio e seu efeito soma-se ao provocado
pelo aumento de ions hidrogénio e didxido de carbono, acelerando a dissociacao da

oxi-hemoglobina para suprir as células com mais oxigénio [44].

2.4.1. Hemoglobina bovina

E possivel comparar as cadeias ? e ? da hemoglobina de espécies
diferentes. Para esta comparacgéo, alinham-se as cadeias de acordo com o maior
namero de aminoacidos coincidentes. Na maioria dos casos, ou ha uma substituicéo

de aminoacido ou um aminoacido simplesmente encontra-se ausente. A diferenca é
mostrada na Tabela 1 [44].

Tabela 1 - Numero de aminoacidos diferentes dos da hemoglobina humana [44]

Espécie ? ?
Chimpanzé 0 0
Cavalo 18 26
Boi 17 26

A afinidade ao oxigénio por células vermelhas bovinas pode ser modulada por
adicao ou reducao de ions CI da mudanca de pH do meio. Em condig¢@es fisioldgicas
de pH e de ions CI, a afinidade da hemoglobina bovina ao oxigénio € menor do que
a hemoglobina humana. Em presenca de ions CI, a hemoglobina bovina néo é
sensivel ao 2,3-DPG, enquanto que na auséncia de ions CI, as hemoglobinas
bovina e humana respondem ao 2,3-DPG de forma semelhante. Isto é devido a
ligacdo altamente preferencial do halogénio pela conformacédo desoxi no sistema
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bovino. A reagdo da desoxi-hemoglobina com 2,3-dibromo-salicil-fumarato resulta
em uma diminuigdo da afinidade ao oxigénio. As células vermelhas bovinas nao
contém 2,3-DPG e, entdo, podem ser armazenadas sob refrigeracdo em solugéo
salina por pelo menos 2 meses sem modificagBes significativas em relacdo a
afinidade ao oxigénio. A baixa meia-vida plasmatica em ratos, demonstrada em
alguns experimentos, também incentiva a utilizacdo dessa proteina como um
carreador de oxigénio em experimentos de perfusdo de 6rgdos [45]. Outro fator a
favor da utilizacdo da Hb bovina é que ela aparentemente ndo leva a uma rpida

formacao de anticorpos quando injetada em outras espécies [46].

2.5. CARREADORES DE OXIGENIO

Em 1916, Sellards e Minot [47] introduziram células vermelhas do sangue
(RBC) hemolisadas em humanos com a intencdo de avaliar a tolerancia ao
hemolisado. Reconhecendo que a hemoglobina extracelular existe em certos
invertebrados, Amberson e colaboradores [48] foram creditados com o primeiro
estudo in vivo, que estabeleceu a capacidade das solu¢cdes de hemoglobina de
transportar O, em mamiferos. Em 1933, usando um hemolisado bovino, eles o
introduziram em gatos com funcdes neuroldgicas intactas e observaram a morte
desses animais ap0s 5 horas, ndo por causa da hemoglobina ser incapaz de carrear
oxigénio, mas devido a hemorragia. Por volta de 1967, foi observado que pequenas
quantidades de estroma (tecido conjuntivo que constitui as hemacias) levava a
choque anafilatico [49]. Posteriormente, Savitsky [50] demonstrou que uma solucao
de hemoglobina pura ndo-modificada, usada como um substituto para o sangue,
resultava em varias toxicidades, tais como no aumento da pressdo sanguinea,
bradicardia, coagulagéo prejudicada e disfungéo renal.

Duas estratégias para o desenvolvimento de um carreador artificial de
oxigénio foram consideradas [51]. A primeira envolve as solu¢des carreadoras a
base de hemoglobina, em que a molécula de oxigénio esta ligada ao carreador. Na
segunda, a molécula de oxigénio esta dissolvida na substancia carreadora,
representando o grupo dos perfluorocarbonos.

As solucdes de hemoglobina modificada e emulsdes de perfluorocarbono séo

diferentes e estdo resumidos na Tabela 2 [52].
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Tabela 2 — Vantagens e desvantagens das solu¢des de hemoglobina e das

emulsdes de fluorocarbono [52]

Vantagens Desvantagens

Transporte e entrega|- Efeitos colaterais como

Solugdes de de O3 vasoconstricao e
hemoglobina - Curva sigmoidal de|interferéncia no método de
dissociagao de O, analise colorimeétrico

- Facil de manusear

- Transporte e entregal- Acumulo no reticulo
Emulsdes de de O, endoplasmatico
fluorocarbono - Poucos efeitos colaterais |- Surfactantes fazem -se
- Toxicidade desconhecida | necessarios e causam
toxicidade

Algumas caracteristicas devem ser incorporadas em um sistema substituto de

hemacias [2, 53]:

- Universal (sem incompatibilidade);

- Isenta de desencadear alergia;

- Sem riscos de transmisséo de doencas (virus);

- Propriedades fisioldégicas normais (osmolaridade, viscosidade);

- Sem outras atividades que nao o transporte e liberacéo de oxigénio;

- Longo tempo de permanéncia vascular;

- Capacidade de ser armazenado por tempo prolongado;

- Estavel a alteracdes de temperatura;

- Custos reduzidos na producao;

- Capacidade de producgéo em larga escala;
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Como potenciais areas clinicas de aplicacdo destes produtos, a maior parte
dos estudos [54-56] com substitutos sanguineos tem sido conduzidas em cirurgias
cardiovasculares, com o propésito primario de evitar a transfusédo alogénica neste
grupo de paciente. O método visa a utilizacdo da substancia carreadora em
combinacdo com doacao autdloga per-operatéria. Em outro método, o composto em
estudo é administrado somente quando os limites para transfuséo séo atingidos.

Varias aplicagbes [18, 57,58], além da cirurgia cardiaca, tém sido descritas,
entre elas a reposicéo e estabilizacdo da volemia em pacientes politraumatizados,
em cirurgia eletiva (ortopedia, oncologia) associada a hemodiluicdo normovolémica
ou como reposicado volémica peroperatéria, ou em condigbes que necessitem do
aumento do transporte de oxigénio, como na doenca vascular periférica e na
angioplastia.

Carreadores de oxigénio a base de hemoglobina utilizam como substrato a
molécula de hemoglobina obtida de unidade de sangue com data de validade
expirada, do sangue bovino ou obtidas por meio da engenharia genética [59].

A hemoglobina livre de estroma (SFH) n&o pode ser usada diretamente
depois de purificada como fluido transportador de O, na circulacdo porque se
dissocia em dimeros, que sdo rapidamente oxidados e excretados pelos rins (Figura
9). Devido a reducgéo do peso molecular da Hb (64 kDa), os dimeros sao facilmente
filtrados pelos glomérulos, causando toxicidade renal e reduzindo o tempo de meia-
vida na circulagdo. Um aumento na meia-vida plasmatica ocorre a troca da
eliminacao pelos rins destes produtos de Hb modificadas para o metabolismo pelo
figado e sua excrecdo na bile que € um modo mais desejavel de eliminagdo. Além
disso, a Hb livre de estroma encontra-se também isolada dos fosfatos organicos
(DPG), substancias que regulam a afinidade do complexo Hb-O,. Deste modo, a
hemoglobina ndo tem a capacidade de transportar o oxigénio de maneira eficiente
para os tecidos. Temos também problemas causados por rea¢des anafilaticas que
sdo devidos a lipopolissacarideos ligados a molécula de Hb e a coagulacdo
vascular, que resulta de residuos do estroma liberados durante a obtencdo da Hb
[52]. Por outro lado, a hemoglobina € um material biocompativel que transporta O,
nas quantidades para o metabolismo tecidual e, por isso, modificacdes quimicas da
hemoglobina livre de estroma devem ser feitas para usala em formulacdes de

expansores plasmaticos com capacidade transportadora de O2 e assim serem
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utilizados como substitutos para o sangue. Vérias estratégias foram usadas no
sentido de aumentar as propriedades fisiologicas da SFH para propiciar sua fungéo
como carreador de oxigénio eficiente e para as terapias necessarias. As
modificagdes quimicas incuem a formacao de liga¢des cruzadas intramoleculares, a
polimerizacao, a conjugacdo e o0 uso de combinacao tecnoldgica para sintetizar Hb
gue seja eficiente e segura [37, 58, 60-72].

ol a2 alfi
Hb livre injetada hhavmusumn@_ "
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Figura 9 - Molécula de Hb livre como um tetrdmero, constituido de quatro sub-
unidades (? 1, ?1, ?2, ?2), e que retém 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG), o qual auxilia
no transporte do O,. Quando a Hb livre € injetada intravenosamente, ocorre a

dissociagéo do tetramero e a formacgéo de dois dimeros, o0 que € tdxico para 0s
rins [60]

Tais modificagbes requerem o uso de agentes de ligagbes cruzadas que
promovam a reticulagédo intramolecular das cadeias de Hb e aumentem o tempo de
retencdo vascular, evitando sua eliminacao pelos rins, ou seja, evitando a formacgéao
dos dimeros. As modificacBes quimicas que a Hb tem sofrido para transforma-la em
um carreador de oxigénio envolvem um numero limitado de reacgfes, que incluem
essencialmente alquilagéo redutiva e a acilagdo de grupos amina primaria, amidacéo
de funcdes carboxilicas, e alquilagdo S de grupos sulfidrila. Os reagentes para a
modificacdo quimica da hemoglobina devem ser atOxicos, ndo-imunogénicos e
devem apresentar o minimo de atividade detergente para evitar a desnaturacédo da
proteina [17].

Antes de a Hb ser submetida a reac6es de modificacdo quimica, ela precisa
ser obtida com alto grau de pureza. O critério para que a hemoglobina seja
considerada pura reside na eliminacéo total dos fosfolipideos oriundos da parede
celular e das proteinas residuais do plasma [73]. Estudos mostram que as condi¢fes

de hemodlise interferem no grau de pureza da Hb. Para quatro procedimentos
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diferentes utilizando agua, solu¢do tampao de tris-HCI pH7,4, solucdo de NaCl a
0,001 M e ultra-som, o ultimo método levou a maiores porcentuais de células
hemolisadas, maior concentracdo de Hb e menor quantidade de fosfolipideos apos
purificagédo de uma solugéo de Hb humana [36, 74].

Existem dois sitios principais nos quais os agentes de ligacdo cruzada podem
ligar-se as hélices da Hb. O primeiro sitio corresponde aos residuos de lisina 82 da
cadeia de globina ?, o que leva a formacao de uma ligagdo cruzada ?-?. O segundo
sitio ocorre entre as cadeias da globina ? nos residuos de lisina 99 e resulta em uma
ligacdo do tipo ?-? na Hb. Os grupamentos ?-amino do residuo de lisina sdo os mais
abundantes na molécula da Hb e grande parte deles esta na superficie da proteina
[17]. Contudo, existem ao todo 44 residuos de lisina com grupos ?-amino nas
cadeias laterais, 28 residuos de acido aspartico, 24 residuos de acido glutdmico com
grupamentos acido carboxilico nas cadeias laterais, alguns grupos imidazoéis da
histidina; grupos guanino da histidina e grupos fendlicos da tirosina, que podem
participar de varias reacdes [17]. S&o em geral caracterizadas como reagfes de sitio
especifico as reacdes de piridoxilagdo, carboximetilagdo, alquilacdo-S e reacdes
para a formacdo de ligacbes cruzadas, que utilizem reagentes carregados
negativamente, enquanto que reacfes de polimerizacdo e conjugacdo a polimero,
tais como reagBes com glutaraldeido, glicolaldeido e polissacarideos oxidados por
NalO, ocorrem essencialmente ao acaso em diversos sitios na superficie da
proteina. A aparente especificidade de um reagente é freqientemente um simples
reflexo da diferenca na velocidade de reacdo e ppde mudar com 0 meio e razao
reagente/proteina [75, 76]. Modificacdes quimicas sucessivas levam ao aumento da
heterogeneidade dos produtos e em alguns casos, os diversos reagentes competem
por um mesmo sitio reativo. Cada modificagdo pode obviamente ter conseqiiéncias
nas propriedades da proteina. As sub-unidades ligadas durante os diferentes tipos

de reacdo de modificacdo estéo representadas pela Figura 10.
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Figura 10 — Esquema das principais rea¢fes de modificagdo quimica em

hemoglobinas [17]

O uso de agentes de ligacdo cruzada para aplicacbes especificas em
bioquimica tem-se difundindo. Existe uma ampla variedade de reagentes sintéticos e
naturais. Eles sdo usados em estudos da estrutura e das funcdes de proteinas e de
outras macromoléculas [83-85]. Os agentes de ligacdo cruzada mais citados na
literatura sdo: derivados salicilicos [(bis-3,5-dibromossalicilico) fumarato, sebacato,
succinato e glutarato], derivados de carboxilato de benzeno [pentacarboxilato de
benzeno (BPC), tetracarboxilato de benzeno (BTC)], derivados de fosfato de
piridoxila [tetrafosfato de bis-piridoxila (bis-PL)P4 e 5-fosfato de 2-nor-2-
formilpiridoxal (NFPLP)] bem como modificagdes nas unidades de aminoacido da Hb
recombinante, que resultam na infusdo das cadeias ?? da Hb. Muitos outros agentes
de ligacdo cruzada vém sendo utilizados sem apresentar resultados relevantes para
estudos in vivo. Agentes tais como a rafinose oxidada e glutaraldeido tém-se
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mostrado efetivos para a obtencéo de Hb polimerizada. O poli(glicol etilénico) (P EG),

um PEG modificado na forma de ? carboximetil- ?-carboximetoxipolioxietileno, reage

com a Hb no exterior do tetramero, aumentando o M. (Figura 10). Muitos destes
agentes de modificagdo quimica atualmente sdo usados em produtos que se
encontram em fases diferentes de testes clinicos [80].

Dentre os principais produtos a base de Hb modificada que se encontram em
fase de testes clinicos, pode-se citar o Hemolink (Hemosol Inc.), o PolyHeme
(Northfield Laboratories Inc.), o PHP (Apex Bioscience) e o Hemopure (Biopure
Corp.), que tém mostrado resultados favoraveis para uso farmacoldgico.

O Hemolink é obtido a partir da reacdo de Hb humana com a orafinose
(polialdeido obtido a partir do trissacarideo rafinose apds oxidacdo com periodato),
que leva a formacdo de ligagBes cruzadas intra- e intermoleculares, Apresentou
meia-vida entre 14 e 20 horas, podendo ser armazenado a 4 °C por
aproximadamente um ano [81, 82]. Este produto encontra-se na fase Ill dos estudos
clinicos no Canada e Reino Unido, onde 299 pacientes submetidos a cirurgia
cardiaca receberam 750 mL do produto. Os resultados sugerem um perfil favoravel
em relacdo a sua seguranca e eficacia. O Hemolink surge como uma importante
alternativa a transfusdo alogénica de sangue em razédo dh facilidade da doacéo
autdloga per-operatdria em cirurgias cardiacas. A aprovacao clinica do produto foi
solicitada no Canadd, porém dois estudos estdo em andamento no Reino Unido e
Estados Unidos [83,84].

Para a obtengédo do PolyHeme, a Hb humana foi piridoxalada e polimerizada
com glutaraldeido. O produto parece consistir de uma mistura heterogénea [37]. O
piridoxal fosfato € uma co-enzima natural relacionada a vitamina B6, com funcao
analoga ao DPG. As cargas negativas do grupo fosfato posicionam o reagente no
sitio antes preenchido com o DPG. O grupo imina formado é reduzido a amina com
boroidreto de sodio.

O PHP resulta da piridoxilacdo da Hb humana seguida da formacédo de
ligacdes cruzadas intra- e intermoleculares com o poli(glicol etilénico) [85].

O Hemopure consiste de Hb bovina polimerizada por meio da formacao de
ligagbes cruzadas com glutaraldeido e purificada para reduzir o tetrAmero de Hb
residual em menos de 3%. Pouca informacdo € dada sobre a caracterizacdo

quimica, mas os sitios mais provaveis de reacdo com o glutaraldeido sdo os grupos



?—amino de residuos de lisina [17]. Apresenta meia-vida circulante em torno de 9 a
24 horas, menor afinidade ao oxigénio ou seja um baixo Pso (pressédo parcial de
oxigénio na qual 50% dos hemes estdo ocupados) (Psp = 34 mmHg), podendo ser
armazenada em temperatura ambiente por até dois anos [87]. O Hemopure foi
avaliado em pacientes submetidos a cirurgia cardiaca e vascular [56, 87]. Nos
pacientes submetidos a revascularizacdo do miocérdio, a transfusdo sangiinea foi
evitada em 34% contra 0% no grupo controle. Estudos pré-clinicos [88-90]
envolvendo a ressuscitacdo hipovolémica em modelo animal sugerem que o uso do
Hemopure restaura rapidamente a funcéo cardiovascular, o que permite suficiente
perfusdo tissular e transporte de oxigénio. Jahr e colaboradores [91] demonstraram
em pacientes submetidos a cirurgia ortopédica uma reducdo na transfusdao em
59,4% no grupo Hemopure, 42 dias apos a cirurgia. Este porcentual alcangou 96,3%
dos pacientes no dia da cirurgia. Estes resultados, segundo os autores, significam a
efetividade do composto em eliminar a necessidade de transfusdo em um grande
porcentual de pacientes submetidos a cirurgias ortopédicas. Segundo Stowell C.P.
[92] o Hemopure foi aprovado para uso limitado em humanos na Africa do Sul, e o
Oxyglobin, um produto semelhante ao Hemopure, foi licenciado para uso na
medicina veterinaria.

No presente estudo, a hemoglobina é de origem bovina, e a reagdo que
utilizamos foi a de oxidacdo de dissacarideos com periodato de sodio. A oxidacao
com periodato de sédio € uma reagdo simples e bastante usada como ferramenta na
elucidacao estrutural de carboidratos complexos [93]. A oxidacdo de amido com
periodato até pouco tempo atras, era uma das poucas reagfes usadas para obter-se
novas propriedades com aplica¢des industriais [94,95]. No entanto, a modificacao
por oxidacdo com periodato tem sido proposta para outros polissacarideos como a
pullulana [95], a escleroglucana [97-100] e a goma guar [101] como materiais
funcionalizados capazes de reagir com quitosana ou ainda serem utilizados para

interagdo com metais pesados [98].

A reagdo com o periodato é seletiva, pois ela ocorre entre atomos de
carbonos com hidroxila vicinal. A Figura 11 mostra diferentes unidades de acucares
reagindo com o periodato de sddio. Observa-se que a Unica unidade nao-oxidada é
a (b) devido as ligac6es glicosidicas na posi¢do 1 e 3 ndo permitirem duas hidroxilas

vicinais. Quando em uma cadeia principal as unidades s&o ligadas (1? 3), a
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oxidacdo com periodato leva a introducdo de grupamentos aldeido somente nas

cadeias laterais, sem degradacéo da cadeia principal [93].
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Figura 11 — Seletividade da reag&o de periodato de sédio com unidades de

acucar substituidos em diferentes posicdes [93]
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A andlise do consumo de periodato possibilita a determinacdo da proporcao
de unidades duplamente oxidadas. O controle da estequiometria
periodato/polissacarideo pode produzir materiais com diferentes graus de oxidagao.

Os grupos aldeido das unidades oxidadas podem reagir com borohidreto de
sédio (NaBHg4) para formar o poliadlcool correspondente [102] ou com clorito de sédio
(NaClO,) para formar os correspondentes policarboxilatos [97]. O estudo de
derivados aldeidicos funcionalizados € interessante devido a sua alta reatividade
com grupamentos amina de quitosana ou até mesmo de proteinas.

Até 2003, todos os esforcos em busca de um substituto para o sangue
baseavam-se em obter um produto que apresentasse propriedades similares
aquelas das células vermelhas humanas. Esta primeira geracdo de produtos que se
encontram em fase de testes foi desenvolvida de acordo com esses parametros.
Tais produtos apresentaram resposta hipertensiva, que foi inicialmente atribuida a
diminuicdo da concentracdo de oxido nitrico (NO), causada pela interacdo com o0s
sitios da Hb. O NO produzido no interior das células endoteliais, desempenha um
importante papel na manutencao do tonus vascular [58].

O NO endotelial € produzido quando a enzima sintetase de Oxido nitrico
(ecNOS) é ativada pelo complexo calcio/calmodulina. A calmodulina € uma proteina
de baixo peso molecular que se liga ao calcio e sua funcdo é ativar a ecNOS. A
conversao do amino&cido L-arginina a NO e L-citrulina é catalisada em duas etapas
como pode ser visto na Figura 12. O mesmo doador de elétron, nicotinamida-
adenina de nucleotideo fosfato (NADPH), € necesséario em ambas as etapas. Na
primeira etapa, ocorre uma oxidacdo, na qual a L-arginina € hidroxilada para N-
hidroxi-L -arginina ligada a enzima ecNOS. Na segunda etapa, ocorrem reagfes de
oxi-reducéo e levam a producdo de agua, NO e L-citrulina. Os 4tomos de oxigénio
gue séo incorporados ao NO e a L-citrulina derivam-se de moléculas distintas de
oxigénio, o que significa que duas moléculas de oxigénio ligam-se a enzima durante
um ciclo catalitico para gerar o NO. Em ambas as etapas, ocorre formacédo de H,O.
As reacdes de hidroxilacdo sao ativadas por célcio e calmodulina, e séo aceleradas
pela tetra-hidrobiopterina (Hjbiopterina). Esta enzima estabiliza a atividade da
ecNOS; a auséncia da H;biopterina causa inativacdo parcial na enzima ecNOS, que
continua a oxidar NADPH, mas ndo consegue juntar os elétrons liberados nesta
reacdo para a sintese do NO. Quando isso ocorre, os elétrons séo transferidos para

0 oxigénio (O2) para formar superéxido (O2’), peroxido de hidrogénio (H202) e agua.
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Portanto, a Hbiopterina € necessaria para manter a enzima ecNOS ativa in vivo
[103, 104].
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Figura 12 - Biossintese do NO. A ecNOS catalisa a oxida¢éo do nitrogénio guanidino

da L-arginina para formar NO e L-citrulina. N-hidroxi-L-arginina é formada como um
intermediario [103]

As células endoteliais presentes no interior dos vasos sanguineos liberam o
oxido nitrico dentro do espaco intersticial da parede vascular. Quando o NO esta
presente causa relaxacdo da parede do musculo liso, por este modo a quantidade
de NO liberada pode controlar a vasoatividade da parede vascular. Qualquer fator
gue venha a reduzir a producédo de NO resultara em vasoconstricdo. Por outro lado,
fatores que acarretem um aumento na producédo de NO resultard em vasodilatacéo.
O NO também age no plexo nervoso e em outros sitios no corpo [58].

As juncdes intercelulares das células endoteliais (Figura 13) permitem a
passagem do tetramero de hemoglobina; assim, a Hb liga-se ao NO e o tetrdmero
deixa a circulacdo e age como um sequestrador de NO resultando em
vasoconstricdo. Murray reportou espasmo esofagiano em paciente tratados com Hb
modificada, que apresentavam uma alta concentracdo de Hb com ligacdes
intramoleculares, portanto este espasmo pode ter sido devido a remocéao de NO pelo
tetramero de Hb [105].
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Hb encapsulada

Figura 13 — Diferentes tipos de Hb modificadas. O tetramero de Hb por ser pequeno
pode mover-se atraves da jungdo entre as células endoteliais e ligar-se ao NO. Esta
Hb ligada ao NO causa reducéo na concentracao de NO livre e, como conseqiéncia,

avasoconstri¢ao [58]

Portanto, as hemoglobinas modificadas intramolecularmente sdo usadas
como substancias terapéuticas em caso de choque hipotensivo. Substitutos para o
sangue preparados de poli-hemoglobina, Hb encapsulada e Hb conjugada,
dependendo da preparagdo, podem conter uma quantidade variavel de tetrameros
da Hb, os quais também podem ligarse ao NO e causar vasoconstricdo. Portanto,
ao preparar um substituto para o sangue deve-se evitar a presenca de uma grande
quantidade de tetrdmeros de Hb. Uma outra maneira é, quando for administrar um
substituto temporario para o sangue com uma alta concentracédo de Hb tetramérica,
adicibnar concomitantemente agentes farmacéuticos para contrabalancear os efeitos
da vasoconstricdo. Outra alternativa € usar a tecnologia recombinante para mudar
um aminoacido com o intuito de bloquear o sitio de adsor¢do do NO. Um outro modo
consiste em remover o tetramero da Hb. Gould [106-108] preparou poli-Hb com
menos de 1% de tetramero de Hb para teste clinicos. Isto permitiu a infusédo de 3000
mL de poli-Hb sem efeitos colaterais. Shorr também reportou a remocdo do
tetramero de Hb da PEG-conjugada para reduzir efeitos esofagianos [109].

Estudos realizados por Winslow [110], com tecnologias mais modernas,
permitiram a investigacdo do transporte de O, através da microcirculacdo e a
conclusdo de que os carreadores de oxigénio com valores de Psy entre 5 e 10

mmHg, e com baixa difusdo macromolecular, apresentaram perfis mais parecidos
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aos do concentrado de células vermelhas (RCB) quanto ao transporte de O. A
resposta hipertensiva dos carreadores de O, obtida nos testes clinicos foram
atribuidas a consequéncia da super-oxigenacao dos tecidos. O estudo comparou o
perfil da curva de transporte do O, das células vermelhas humanas com trés tipos
diferentes de Hb; Hb peguilada (Hb-PEG), Hb com ligacdo cruzada a cadeias ??
(Hb-??) e solucdo de Hb purificada. A Hb-PEG e a solugcdo de Hb purificada
possuem valores de Pso semelhantes (~12mmHg). No entanto, apresentaram perfis
bastante diferentes, o que levou a conclusdo de que o parametro P 5o ndo se constitui
no fator determinante do comportamento de transporte e liberacdo de O,. No
entanto, os parametros reol6gicos mostraram-se muito importantes. A Figura 14

apresenta o grafico obtido nos estudos de Winslow [110].
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Figura 14 - Gréfico de saturacao versus tempo para Hb-PEG, Hb purificada e
Hb-?? [110]

Essa descoberta desencadeou uma revisdo dos conceitos até entdo bem
estabelecidos e a introdugcédo de novos parametros de avaliagdo para um carreador
de oxigénio. Na Tabela 3 estéo listados os parametros utilizados para a primeira

geracgao de produtos e o paradigma atual.
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Tabela 3- Comparacgdo entre os paradigmas antigo e atual [52]

Propriedade Paradigma antigo Paradigma atual

Ligacdo com oxigénio | Como a do sangue: Py ~ 28| Psp~ 5-10 mmHg

mmHg
Viscosidade Como a da agua ~ 1cP ~4cP
Pressédo oncotica Como a do sangue ~15 mmHg | Aumentada

Concentracdo de Hb | Como a do sangue ~ 15 g/dL A menor possivel

Meia-vida plasmatica | A mais longa possivel A mais longa possivel
Uso clinico Substituto para as células| Agente transportador de
vermelhas oXigénio

Para o desenvolvimento de substitutos para o sangue, faz-se necessaria a
producdo de hemoglobina de alta pureza, sob condi¢des de esterilizacdo, pois essa
serd a base para a producé@o de carreadores de oxigénio condizentes com a sua
finalidade funcional. O processo utilizado ndo pode levar a desnaturacdo da
proteina. Apés este procedimento, deve ser realizada a modificacdo quimica da Hb,
de modo a evitar-se a dissocia¢do de tetramero de Hb a dimeros. O produto obtido
deve carrear oxigénio, e ndo deve apresentar toxicidade para a aplicagao in vivo.

A contribuicdo efetiva do presente trabalho consistiu da purificacdo e
caracterizacdo da HbBv. A sua modificacdo quimica foi conseguida mediante a
reacdo da HbBv purificada com dissacarideos oxidados (sacarose e trealose). A
caracterizacdo desses produtos de modificagdo da HbBv foi realizada por HPLC e
eletroforese SDS-PAGE para a determinacdo do grau de modificacdo quimica.

Testes que avaliam a toxicidade in vitro foram realizados.
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3.0OBJETIVOS

Obter uma hemoglobina bovina livre de contaminantes para ser utilizada
como um sistema carreador de oxigénio, em substituicdo ao sangue, por meio de

reac6es de modificacdo quimica na HbBv. Para isso foi necessério:
- Isolar a HbBv.

- Purificar a solucdo de HbBv quanto a presenca de fosfoliptleos livres e

qguanto a presenca de outras proteinas diferentes da HbBv.

- Sintetizar um novo reagente formador de ligacdes cruzadas, a partir de

acucares nao-redutores, tais como, sacarose e trealose.

- Caracterizar o agente formador de ligacbes cruzadas por meio de

espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho;
- Realizar reacdes de modificacao quimica com a HbBuv.
- Caracterizar os produtos obtidos quanto ao grau de modificagdo quimica.

- Caracterizar a HbBv gquimicamente modificada quanto a aspectos de
toxidez no sistema vascular: efeito de agregacdo plaquetaria e

vasoconstri¢ao.



4 .MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS

O sangue bovino foi fornecido pelo Abatedouro JN de Abreu Comércio de
Carnes SIE n° 572 sob inspecéo Estadual. Os animais foram abatidos e o sangue
coletado diretamente da ferida de sangria em frasco ja contendo a solucéo
anticoagulante (63 mL da solucdo CPDA-1/450 mL de sangue). No momento da
coleta, evitou-se o contato entre o frasco coletor e a pele do animal. Depois de
coletado, o sangue foi mantido sob refrigeracdo a aproximadamente 5°C. Todos 0s
reagentes utilizados neste trabalho foram de grau de pureza analitica.

Cada 100 mL da solucao CPDA-1 é composta de: 2,63 g de citrato de sodio
dihidratado, 0,33 g de &cido citrico, 0,22 g de fosfato de sddio monobasico

monohidratado, 3,19 g de dextrose monohidratada e 0,027 g de adenina.

Reagentes: Citrato de sodio dihidratado (Vetec-BR), &cido citrico, fosfasto de sodio
monobasico (Vetec-BR), dextrose (Vetec-BR), NaCl (Vetec-BR), MgCl, (Vetec-BR),
NaOH (Vetec-BR), H3PO, (Vetec-BR), acido latico (Vetec-BR), mono-oleato de
sorbitan (Tween-80) (Vetec-BR), diclorometano (Vetec-BR), glicerol (Vetec-BR), azul
de bromo fenol (Vetec-BR), &alcool etilico (Vetec-BR), CBR-250 (Vetec-BR),
metaperiodato de sodio (Vetec-BR), boroidreto de soédio (Vetec-BR), Albumina
bovina (Sigma-USA), Tris (Sigma-USA), acrilamida (Sigma-USA), bisacrilamida
(Sigma-USA), N,N,N, N-tetrametiletilenodiamina (Temed) (Sigma-USA),
fosfolipideos padrées (Sigma-USA), proteinas mdrées (MW-SDS-70L kit) (Sigma-
USA), glicina (Sigma-USA), dodecil sulfato de sddio (Sigma-USA), ?-mercaptoetanol
(Sigma-USA), trealose (Sigma-USA), acido araquidbnico (Sigma-USA), sacarose
(Reagen-BR), Acido cloridrico (Tédia-USA), persulfato de aménio (Tédia-USA),
cloroférmio  (Tédia-USA), metanol (Tédia-USA), acetonitrila (Tédia-USA),
Hemoglobina padréo (Doles Reagentes-BR), Reagente de cor (Doles Reagentes-
BR),

Resinas: Q-Sepharose fast flow da Pharmacia Biotech (Wikstroms, Suécia) e
AGMP-1 da Bio-Rad (Bromley, Inglaterra).
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Equipamentos: Espectrofotdmetro Thermolyne Turner modelo SP-870 (Dubuque,
USA), Ultra-som 500 W Cole Parmer (Vernon Hills, USA), Microscopio Olympus
América Inc. Modelo BX 60M (Melville, USA), Centrifuga Hermle Z 383K National
Labnet Company Inc. (New Jersey, USA), Flash 12i Biotage (Charlottesville, USA),
sistema de HPLC equipado com uma bomba da Pharmacia-Biotech LKB 2248
(Uppsala, Swedwn), equipada com valvula de inje¢cdo Rheodyne 7125 (Cotati, USA),
integrador HP 3396 Series Il da Hewlett Packard (Palo Alto, USA), Eletroforese
vertical P81 da Owl Scientific, Inc. (Woburn, USA) acoplada com um transformador
de voltagem Electrofhoresis Power Supply E835 da Consort (Turnhout, Bélgica),
agregbmetro Chrono-Log modelo 560-CA (Havertown, USA), Espectrofotdmetro de
absorcéo na regido do infravermelho da Perkin Elmer, modelo 1720X (Beaconsfield,
UK), Rotavapor Buchi, Rotavapor R-114 (Suica).

4.2. METODOLOGIA

4.2.1. Isolamento de hemacias

No laboratério, o sangue bruto foi submetido a carbonilagdo, pelo
borbulhamento de CO durante 180 segundos, sob leve agitacdo. Esta etapa é
realizada para estabilizar a hemoglobina sob a forma de HbCO.

Leucécitos, plaquetas e proteinas diferentes da Hb devem ser eliminados.
Para tal, 200 g sangue de bovino foram centrifugados a 1000x g durante 20 min, e a
solucédo sobrenadante foi descartada, a centrifuga utilizada foi a Hermle Z 383K da
National Labnet Company Inc. (New Jersey, USA). O concentrado de hemacias foi
lavado com igual quantidade de solugdo isotbnica (0,9% NaCl). A mistura do
concentrado de hemécias com a solucéo isotdnica foi homogeneizada lentamente, e
centrifugada a 1000x g durante 20 minutos. Em seguida, a solu¢cdo sobrenadante foi
coletada e submetida a analise por espectrofotometria no visive | para determinar-se
a concentracao de albumina, que avalia a eficiéncia da lavagem. O procedimento de

lavagem foi repetido até que a analise revelasse a auséncia de albumina.
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4.2.2. Determinacéo da concentragdo de albumina

Para a determinagdo da concentragcdo de albumina, o espectrofotbmetro
Thermolyne Turner modelo SP-870 (Dubuque, USA) foi usado. Uma solucdo
cromogénica foi preparada com 50 mg de verde de bromocresol, 6,5 mL de NaOH
1N, 3,0 mL de acido lactico a 90%, 1,0 mL de mono-oleato de sorbitan (Tween-80) e
50 mL de 4gua deionizada [111]. O pH foi levado a 4,0 com acido latico e o volume
completado a 100 mL com agua deionizada. Desta solucdo foram coletados 10 mL e
adicionados 50 mL de agua deionizada. Essa solucdo recebe a denominacao de
solucdo cromogénica.

Para a determinacdo da curva padrao, foi preparada uma solugdo de
albumina a 4%, a partir desta solugéo foram preparadas por diluicdo outras solugbes
de concentracbes (3%, 2%, 1%, 0,5% e 0,1%). As solucbes de leitura no
espectrofotbmetro foram preparadas pela adicdo de 0,025 mL de cada amostra de
solucdo de concentracdo conhecida, e o como branco foi utilizado 4gua. Cada 0,025
mL, tanto de solucdo como de agua foi adicionado a 5,0 mL de solugéo
cromogénica, agitado e entdo foi realizada a leitura da absorbancia no
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 626 nm. Para cada amostra foram
feitas cinco leituras e a média foi colocada na curva de absorbancia versus
concentracdo de albumina e foi entdo obtida a equacéo da reta para a determinacéo
de albumina nos sobrenadantes. A medida de absorbancia nas amostras
sobrenadante foi realizada adicionando 0,025 mL de soluc&o sobrenadante a 5,0 mL
de solucdo cromogénica, agitado e lido no espectrofotbmetro. Com as amostras

também foram realizadas cinco leituras.

4.2.3. Hemolise

Experimentos realizados nos laboratérios do IMA-UFRJ com sangue humano
mostraram que o método usado para a lise de hemécia tem um papel importante néo
SO sobre o rendimento, como também sobre o processo posterior de purificagéo da
Hb [74].

A hemdlise foi realizada em meio hipoténico (dgua, NaCl 0,001M e tampéao
Tris/HCI 0,01 M pH 7,4) nas proporcdes 1:1 e 1:2 (concentrado de células vermelhas

(RBC):solucéo hipotdnica). Apos a adicdo do meio hipoténico ao RBC as misturas



foram deixadas em repouso durante uma noite a 8 °C na auséncia da luz. A
hemodlise foi realizada também por ultra-som em um Processador Ultra-sénico 500 W
Cole Parmer (Vernon Hills, USA) com sonda padréo de 13 mm de diametro e
amplitude ajustada em 40% durante 5min em banho de gelo.

ApoGs a lise, as amostras sofreram tratamento térmico a 60°C em banho
d’agua, na auséncia de luz, durante 1 h, para desnaturar todas as proteinas
hidrossoluveis excetuando-se a HbBv-CO. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 2000x g durante 40 min. Os sobrenadantes foram coletados e os
precipitados descartados. As amostras foram filtradas primeiramente em carvao
ativo sob vacuo e, posteriormente, em membrana Millipore de 0,22 ?m, dando

origem a solugdes de hemoglobina para a purificagcdo adicional.

4.2.4. Microscopia Optica

Para avaliar-se a ocorréncia da hemdlise, foi realizado um estudo por
microscopia 6tica das amostras de RBC antes e ap6s a hemdlise. As amostras
foram preparadas por esfregacos sanglineos, colocando-se uma gota de amostra a
um centimetro da extremidade de uma lamina de microscopia. Outra lamina foi
colocada com uma inclinacdo de 45° em relagédo a primeira. A lamina inclinada foi
deslizada rapidamente em direcdo a extremidade oposta a gota. Depois de seco, 0
esfregaco foi rotulado e submetido a analise por microscopia em um microscopio
Olympus America Inc. Modelo BX 60M (Melville, USA).

4.2.5. Purificagéo adicional da HbBv

4.2.5.1. Lavagem da resina de troca idnica

Na purificagdo da solucdo de hemoglobina bovina foram usadas as resinas
comerciais AG MP-1 da Bio Rad (Bromley, Inglaterra) e a resina Q Sepharose Fast
Flow (Q-SFF) da Pharmacia Biotech (Wikstroms, Suécia).

Ambas as resinas sdo anidnicas fortes e possuem grupo funcional composto
de uma amina quaternaria. No entanto, elas possuem matrizes diferentes; a resina

AG MP-1 apresenta uma matriz de poliestireno macroporoso, ja a resina Q-SFF



possui uma matriz de agarose altamente reticulada. A Figura 15 (a e b) mostra a
estrutura do grupo de troca ibnica destas resinas.

As resinas foram lavadas durante 30 minutos com &lcool etilico e filtradas em
funil sinterizado. Este procedimento foi repetido até o alcool ficar limpido. Em
seguida, a resina foi lavada com agua deionizada e filtrada novamente. Esta etapa
foi repetida até a retirada total do alcool etilico.
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Figura 15 — Estrutura do grupo de troca i6nica da resina AG MP -1 (a) e da
resina Q-SFF (b)

4.2.5.2. Dinamizacao das resinas

Solucdes de HCI 0,1M e NaOH 0,1M foram preparadas. As resinas foram
lavadas com NaOH 0,1M durante 15 minutos sob agitagéo, filtradas e neutralizadas
com agua destilada e deionizada. Em seguida, as resinas foram lavadas com HCI
0,1 M durante 15 minutos sob agitacao, filtradas e neutralizadas com agua des tilada
e deionizada. Este procedimento foi repetido mais duas vezes. Em seguida, as
resinas foram lavadas em solucao-tampéao Tris/HCI pH 7,4 até pH constante e igual

ao pH da solugéo-tampao.
4.2.5.3. Cromatografia em Flash 12i
Para a avaliacdo das melhores condigdes de purificagdo, pequenas

quantidades de Hb isoladas foram submetidas a purificacdo adicional por meio de

cromatografia de troca idnica, em sistema Flash 12i (Charlottesville, USA). O sistema
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Flash 12i é composto de um reservatorio para solvente com entrada de ar
comprimido, de um médulo de injecdo de amostras, do médulo Flash 12i e de uma

valvula reguladora, conforme pode ser visto na Figura 16.

Seringa para
injecao da amostra
Medidor de
pressdo
—_—
ar Reservatorio
dacoluna |+
COm aresina
Feseryatorio da coletor de
fase mdwvel amostras i

Figura 16 — Os principais componentes do sistema Flash 12i

Antes da utilizagdo do sistema Flash 12i, as resinas trocadoras de ions foram
condicionadas. As resinas foram colocadas na coluna de polietileno (7,5 cm
comprimento x 12 mm didmetro) fornecida pela Biotage para o sistema de
cromatografia Flash modelo 12i e condicionadas dentro da prépria coluna por meio
da passagem da solucédo-tampéo 0,001M Tris-HCI pH 7,4 pela coluna até ndo mais
ocorrer variacdo de pH. Aproximadamente 12 g de resina foram adicionados a
coluna. Para cada amostra de 1 mL de HbBv em diferentes meios hipotdnicos foram
preparadas colunas como descrito anteriormente. Foram também preparados
cartuchos contendo metade de resina AG MP-1 e metade Q-SFF, ao qual foi
denominado de leito-misto.

A coluna preenchida com a resina foi introduzida no mdédulo Flash 12i. A
solugéo tampéo 0,01M Tris-HCIl a pH 7,4 foi diluida dez vezes com agua deionizada
e introduzida no reservatorio de solvente. Aplicou-se ar comprimido no reservatério
de solvente sob pressédo de 10 dyn/cm?. O fluxo de solvente foi aberto para o médulo
Flash 12i e bram coletadas amostras do solvente para garantir que o sistema

funcionava corretamente.



O fluxo de solvente foi fechado e 1 mL da amostra de solugdo hemolisada foi
introduzido com auxilio de seringa. O fluxo do solvente foi reaberto e fragbes de 1
mL da solucao heluida foram coletadas. A coluna néo foi reutilizada; todo o processo
de limpeza e de condicionamento da resina foi refeito para cada uma das amostras

injetadas.

4.2.5.4. Cromatografia liquida em coluna

Na técnica de cromatografia liquida em coluna foi usada uma coluna de vidro
com diametro de 5,5 cm e 20,0 cm de altura. Esta metodologia foi utilizada para
obtermos uma grande quantidade de sangue purificada, pois pelo sistema de
cromatografia em Flash 12i, para cada 1 mL de amostra injetada apenas 2 mL de
solucédo de HbBv eram coletados, porém diluidos. Por esta técnica foram usados 23
mL de resina para purificar 100 mL de solu¢édo de HbBv. A coluna foi empacotada
manualmente por gravidade e foi deixada passar solu¢cado-tampao de Tris-HCI pH 7,4
durante um dia para verificarse a eficiéncia do fluxo. Sempre antes da injecdo da
solugéo de HbBv, o pH era medido. Para esta metodologia foram usados as resinas

AG MP-1, Q-SFF e um leito misto composto de ambas as resinas.

4.2.6. Determinagé&o da concentracdo de hemoglobina

A concentracao de Hb na solucdo hemolisada e nas fracdes coletadas apds
passagem pela coluna de cromatografia foi determinada pelo método da cianomete -
hemoglobina, utilizando-se o0 mesmo espectrofotometro que foi usado na
determinagdo da concentracdo de albumina. O reagente de cor concentrado da
Doles Reagentes (10 mL) foi diluido a 1000 mL com agua deionizada. O reagente é
composto de fosfato de potassio monobasico a 0,1 M, ferricianeto de potassio a 0,06
M, cianeto de potassio a 0,077 M e Triton X-100 a 0,082 M. Foram pipetados 20 ?L
de cada amostra de solucdo de HbBv e adicionados 5 mL do reagente de cor
diluido. A solugcédo foi homogeneizada e deixada em repouso por trés minutos. A
leitura da absorbancia foi efetuada no comprimento de onda de 540 nm, como
branco foi utilizada agua deionizada.

A curva padrdo de Hb foi realizada usando como padrdo cianeto de

hemoglobina da Doles Reagentes, pois esta solucdo de hemoglobina possui
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concentracdo conhecida de 14%. A partir desta foram realizadas diluigcbes para obter
concentragdes de (10%, 5%, 2%, 1%, 0,5%, 0,25% e 0,1%) de hemoglobina. Cada
concentracao foi lida a absorbancia na proporgdo de 0,02 mL de solugédo de Hb em 5
mL de reagente de cor. Foi realizada cinco leituras para cada concentragdo e o
gréfico de absorbancia versus concentracdo de hemoglobina foi obtido e através da
equacédo da reta é possivel determina a concentracdo de Hb nas amostras antes e
apos purificagéo por resina de troca ibnica.

A curva de eluicao foi construida para a amostra com as concentracdes de Hb
das fracdes coletadasversus o volume. E as duas fracfes mais concentradas foram

misturadas para a avaliacdo de fosfolipideos residuais e eletroforese.

4.2.7. Avaliacao da purificagédo da HbBv

4.2.7.1. Extracao dos fosfolipideos residuais

A extracdo de fosfolipideos das amostras foi feita de acordo com o método
modificado de Bligh e Dyer [112]. Foram adicionados 25 mL de &gua deionizada a
2,0 g de solugdo hemolisada. A 20 mL desta solugdo, 50 mL de alcool metilico
(CH30OH) e 25 mL de cloreto de metileno (CH2Cl2) foram acrescentados. A mistura foi
agitada durante 10 minutos e 25 mL de CH,Cl; e 25 mL de cloreto de potassio a 2 M
foram adicionados. Essas condi¢des foram mantidas por mais 10 minutos. A solugao
foi deixada em repouso em funil de decantagdo durante 30 minutos e a camada
inferior foi recolhida. A camada inferior foi seca em rotavapor (Buchi, Rotavapor R-
114, Switzerland) sob vacuo a 40°C na auséncia da luz, posteriormente redissolvida
em 1 mL de cloroférmio e filtrada em filtro de teflon de 0,2 ?m. Em seguida, as
amostras foram analisadas por HPLC nas condi¢cfes descritas abaixo.

O mesmo procedimento foi usado para a solu¢cdo de HbBv apds purificacdo por

cromatografia de troca ibnica.
4.2.7.2. HPLC
A técnica de cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) e fase normal foi

usada para a andlise quantitativa de fosfolipideos remanescentes nas solugcfes de

HbBv isolada e HbBv purificada pelas resinas AGMP-1 e Q-SFF. Solugdes-méae de



fosfolipideos foram preparadas na concentracdo de 0,15%. Os fosfolipideos
utilizados foram fosfatidilserina (FS, PM = 745,08), fosfatiditetanolamina (FE, PM =
718,02), fosfatidilcolina (FC, PM = 760,10) e esfingomielina (EM, PM = 875,41).
Estes fosfolipideos foram misturados para formar a solu¢do-padrédo de acordo com a
sensibilidade do equipamento.

A extracdo de fosfolipideos foi realizada para avaliar o processo de
purificacdo da amostra de HbBv, anteriormente hemolisada e submetida a
cromatografia de troca i6nica. Em seguida, a amostra foi analisada por HPLC em
comparacdo a solucdes-padrédo de fosfolipideos de concentracbes conhecidas.
Neste experimento, foi utilizada uma coluna de 250 mm x 4,6 mm (diametro interno),
empacotada com silica de 5 ?m e com poros de 100 A (Luna 5? Silica (2)
Phenomenex, Montgomeryville, Torrance, CE, USA). A fase movel consistiu de uma
mistura de acetonitrila/metanol/acido  fosférico, na proporcdo 900:95:5,
respectivamente. Utilizou-se uma bomba de HPLC Pharmacia LKB-HPLC pump
2248 da Pharmacia-Biotech (Uppsala, Sweden), equipada com valvula de injecao
Rheodyne 7125 de 20 ?L (Cotati, CA, USA), integrador HP 3396 Series Il da Hewlett
Packard (Palo Alto, USA) e detector de UV-Vis Shimadzu, modelo SPD-10AV
(Shimadzu Scientific Instruments, Columbia, Md, USA) do IQ/UFRJ. Os solutos
foram detectados a 210 nm. O fluxo foi mantido a 1,1 mL/min durante todo o
experimento.

4.2.8. Eletroforese

4.2.8.1. Preparacao das solugdes para eletroforese

Solucéo-tampéo Tris.HCI 1M, pH 6,8

Foram pesados 60,56g de base Tris dissolvidos em agua bidestilada até
aproximadamente 450 mL. O pH foi levado a 6,8 com acido cloridrico e o volume foi
completado a 500 mL com &gua deionizada. A solucéo foi filtrada em membrana

Millipore de 0,45 pm e armazenada entre 2 e 8°C.

Solugéo-tampéo Tris.HCI 1,5M, pH 8,8

Foram pesados 90,84 g de base Tris, a metodologia descrita no item anterior

foi seguida, levando-se o pH até 8,8.
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Solucéo de acrilamida/bis-acrilamida (T=30%, C=3%)

Foram pesados 58,2 g de acrilamida e 1,8 g de bis-acrilamida dissolvidos em
agua bidestilada, a quente, até um volume final de 200 mL. A solugéo foi filtrada em

membrana Millipore de 0,45 pm e armazenada entre 2 e 8°C em frasco ambar.

Solucéo de persulfato de aménio 10%

Foi pesado 0,1 g de persulfato de aménio, que foi dissolvido em 1 ml de agua

deionizada. Esta solugéo foi preparada na hora do uso.

Solucdo-mée de Tris.Glicina (Tris a 250 mM e Glicina a 1,92 mM), pH 8,3, para

serem usadas em camaras anddica e catédica

Foram pesadas 30,28 g de Tris e 144,0 g de Gly ambas dissolvidas a quente,
com agua bidestilada até o volume final de 1 L. Este tamp&o ndo precisou ser
ajustado. A solucao foi filtrada em membrana Millipore de 0,45 um e armazenada em

camara fria. Antes de usar, este tampao foi diluido 10 vezes com agua bidestilada.

Solucdes de incubacgéo

Eletroforese nativa: solucdo foi composta de 1,2 mL de glicerol 87%, 0,5 mL de
solucéo de azul do bromo fenol (ABF) 0,02% e 8,8 mL de solucdo-tampéo de tris/HCI
a pH 6,8.

Eletroforese desnaturante (SDS): A solucéo foi composta de 1,6 mL de solucdo de
dodecil-sulfato de sodio (SDS) a 10%, 0,8 mL de glicerol a 87%, 0,4 mL de ?-
mercaptoetanol, 0,2 ml de solu¢cdo de az ul de bromo fenol (ABF) 0,05%, 1,0 ml de

solugédo-tampéo Tris.HCl a pH 6,8 e 4 ml de agua deionizada.



4.2.8.2. Preparacgdo dos géis para a eletroforese

Eletroforese desnaturante descontinua em presenca de SDS

Tabela 4- Reagentes utilizados na preparacao do gel fracionador (T = 7,5%)

Reagente Volume (ml)
Solugéo de Acrilamida/Bis T=30%, C=3% 1,25
Solugéo-tampéo Tris.HCla 1,5 M, pH 8,8 1,25
SDS a 10% 0,50
Agua bidestilada 2,00
Temed 0,07
Persulfato de amoénio a 10 % 0,07

Tabela 5 - Reagentes utilizados na preparacgéo do gel concentrador (T = 3,5%)

Reagente Volume (ml)
Solucéo de Acrilamida/Bis T=30%, C=3% 0,60
Solugao-tampéo Tris/HCI a 1,0 M, pH 6,8 0,63
SDS a 10% 0,50
Agua bidestilada 3,30
Temed 0,10
Persulfato de amoénio a 10% 0,10

As placas de vidro sobrepostas foram pincadas e vedadas com gel de agar-
agar 15%. A solucéo de gel fracionador foi colocada até uma altura de 1 cm abaixo
da altura onde deve ser colocado o pente para a preparacdo dos pogos de
amostragem. Apos a polimerizagdo do gel, o volume restante foi completado com a
solucdo de gel concentrador e o pente foi colocado. Apds aproximadamente 20

minutos, a reacdo de polimerizagéo foi dada como finalizada.
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4.2.8.3. Preparacgédo das amostras para eletroforese

As amostras foram preparadas pela mistura da solugéo de incubacéo em
composicdo apropriada para interagir com 10 ?g de proteina, por poco do gel. O

volume de amostra injetado em cada poco foi de 10 ?L.

4.2.8.4. Corrida eletroforética

A analise de eletroforese em gel de arilamida foi realizada numa cuba
vertical P81 da Owl Scientific, Inc. (Woburn, USA) acoplada com uma fonte da
Consort Electrofhoresis Power Supply E835 (Turnhout, Bélgica).

As placas de vidro foram colocadas no suporte do aparelho e o volume das
camaras catddica e anddica foi completado com solucdo-tampéo de corrida. As
amostras foram aplicadas nos po¢os com o auxilio de uma micro-seringa (10 ?1) e a
corrida eletroforética foi iniciada mantendo-se as condi¢bes entre 30 mA e 120 V.
ApoOs o tempo (~ 2 h) necessario para a separacdo das bandas, a corrida foi

interrompida.

4.2.8.5. Coloracao e descoloracéo dos géis

Para a coloracdo do gel, a solugdo de CBR-250 a 1%, diluida em solucao
acética/etandlica (10%/45%) foi utilizada. O gel ficou mergulhado na solugéo corante
durante 12 horas. O gel foi descorado com solucdo acética/etandlica (10%/45%) até
ficar incolor apenas com as bandas protéicas coradas durante um periodo de
aproximadamente 12 horas. O gel foi seco em papel celofane com solugéo acética a

7% e glicerol, e armazenado na geladeira.

4.2.8.6. Preparacéo dos padrdes de proteinas para a eletroforese

Foi usado um kit de proteinas padrbes da Sigma (MW-SDS-70L Kkit),
composto das seguintes proteinas: ? -Lactoalbumina (14,2 kDa); Tripisinogeno (24,0
kDa); Anidrase carbdénica (29,0 kDa); Gliceraldeido-3-fosfato (36,0 kDa) e Albumina
bovina (66,00 kDa).
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O padréo foi preparado pela mistura de todas as proteinas acima citadas,
numa concentracdo de 0,1% de cada proteina na solugédo de incubagédo para SDS-
PAGE.

4.2.9. Obtencéo dos reagentes formadores de ligacdes cruzadas

4.2.9.1. Reacdo de oxidagao dos dissacarideos

As Figuras 17 e 18 mostram as reacdes estequiométricas da sacarose e da
trealose, respectivamente, com o metaperiodato de sodio (NalO4) para a obtencéo
do sacarideo oxidado (o-sacarideo). A reacéo foi realizada na auséncia de luz e a
temperatura ambiente durante 42 horas, sob agitagdo. A reacdo foi terminada com

glicol etilénico na raz&o molar de 1:1 com relagdo ao NalO4, sob agitacdo durante 30

min.
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Figura 17 — Reacéo de oxidacao da sacarose
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Figura 18 — Reacao de oxidagao da trealose

4.2.9.2. Caracterizacao dos reagentes modificadores da HbBv

Os dois dissacarideos oxidados, a serem usados como agentes de formacao
de ligagbes cruzadas na HbBv foram caracterizados por espectroscopia de absorcao
na regido do infravermelho, em espectrofotdometro Perkin Elmer, modelo 1720X
(Beaconsfield, UK). Para tal caracterizacdo, apos a reacdo de oxidacdo, uma

pequena fracdo (~10 mL) foi isolada por evaporacdo da agua, o precipitado foi



redissolvido em alcool etilico, filtrado a vacuo e uma nova secagem no rotavapor foi
realizada. O soélido resultante foi analisado por espectroscopia na regido do

infravermelho.

4.2.10. Reacdes de modificacdo da HbBv com os dissacarideos oxidados

As reacOes foram realizadas com os dois sacarideos oxidados (o-sacarideo)
em diferentes razdes molares (o-sacarideo:HbBvV). As solugbes de HbBv e o-
sacarideo foram desoxigenadas sob N por 30 min antes da reacdo. Eles foram
colocados para reagir sob borbulamento de N, e agitacdo magnética e na auséncia
de luz. O agente redutor boroidreto de sddio (NaBH,) foi adicionado com o objetivo
de estabilizar a ligagdo imina entre o sacarideo oxidado e a HbBv por meio de sua
transformacdo em grupo amina. Essa reacdo de reducao foi realizada durante 30
min. O acido ascérbico foi adicionado na concentracdo de 0,2% no inicio da reacao,
para evitar a oxidagdo da HbBv. Apds a reacdo, as amostras foram colocadas em
dialise utilizando membrana da Spectrum MW 12-14.000 (Rancho Dominguez, USA)
em solucdo tampao tris -HCI pH 7,4 por 24 horas a 4°C, sob agitacdo e na auséncia
da luz. A solucdo tampéao foi trocada a cada 12 horas, e o volume de tampao foi de
25L.

As reacdes foram realizadas em diferentes raz6es molares de sacarideo
oxidado/HbBv, tempo reacional e raz8o molar agente redutor (NaBH,)/sacarideo
oxidado. As razbes molares encontram-se listadas na Tabela 6. As amostras foram

denominadas da seguinte maneira:

[o-sacarideo]:[HbBv]/tempo de reacao/[NaBH,]:[o-sacarideo]



Tabela 6 — Condic8es reacionais para os sacarideos oxidados

o0-sacarose o-trealose
5:1/2h/2:1 5:1/2h/2:1
5:1/2h/5:1 6,36:1/6h/10:1

5:1/2h/10:1 20:1/2h/2:1
20:1/2h/2:1 20:1/4h/5:1
20:1/2h/5:1 20:1/4h/15:1
20:1/2h/10:1 40:1/3,2h/10:1
5:1/6h/2:1 40:1/6h/1,59:1
5:1/6h/5:1 40:1/6h/18,4:1
5:1/6h/10:1 40:1/6h/10:1A
5:1/24h/2:1 40:1/6h/10:1B
5:1/24h/5:1 60:1/4h/2:1
5:1/24h/10:1 60:1/4h/5:1

4.2.11. Caracterizacao dos produtos de HbBv modificados

4.2.11.1. Eletroforese SDS

As amostras de HbBv modificadas foram analisadas por eletroforese
desnaturante em gel de poliacrilamida na concentracdo de 7,5% para o gel
fracionador e 3,5% para o gel concentrador. A solucdo padrdo foi a mesma
utilizada no procedimento da eletroforese utilizada na purificagdo, assim como o

meétodo de preparacdo das amostras.

4.2.11.2. HPLC

A técnica de cromatografia liquida de alta pressao (HPLC) em fase normal foi
usada para a analise quantitativa do grau de modificacdo quimic a dos produtos de
HbBv. Foi preparada uma solucdo de HbBv a 0,1% em meio tamponante.

Em seguida, as amostras foram analisadas por HPLC em comparagdo a
solugéo de HbBv sem modificar. Neste experimento, foi utilizada uma coluna Biosep
Sec S 3000 da Phenomenex com 300 mm x 7,0 mm (didmetro interno)

(Montgomeryville, USA). A fase movel consistiu de uma solugéo tampéo de 0,1N de



Tris/HCIl a pH 7,4 com 0,2 M de MgClL. O MgCh serve para dissociar dimeros nao
reticulados. Utilizou-se uma bomba de HPLC Pharmacia LKB-HPLC pump 2248 da
Pharmacia-Biotech (Uppsala, Swedwn), equipada com valcula de inje¢cdo Rheodyne
7125 de 20 ?L (Cotati, CA, USA), integrador HP 3396 Series Il da Hewlett Packard
(Palo Alto, USA) e detector de UV-Vis Shimadzu, modelo SPD-10AV (Shimadzu
Scientific Instruments, Columbia, Md, USA) do IQ/UFRJ. Os solutos foram

detectados a 280 nm. O fluxo foi mantido a 0,7 mL/min durante todo o experimento.

4.2.12. Testes bioldgicos in vitro dos produtos de HbBv modificados

4.2.12.1. Estudo da agregacédo plaquetaria em plasma rico em plaquetas (PRP) de

coelho in vitro

A agregacao plaquetaria foi determinada em PRP (plasma rico em plaquetas)
citratado de coelhos, através do método turbidimétrico de BORN & CROSS [113],
monitorada no agregdbmetro Chrono-Log modelo 560-CA (Havertown, USA). Este
método consiste na monitorizacdo da agregacdo plaquetaria através da
transmitancia, onde um feixe de luz, de comprimento de onda igual a 240 nm
atravessa a suspensao de plaquetas. O aparelho é calibrado para que o PRP
corresponda a 0% de transmitancia, e o plasma pobre em plaquetas (PPP)
corresponda a 100% de transmitancia. Apds a adi¢cdo do agente agregante ao PRP,
observa-se inicialmente uma queda de transmitancia luminosa, refletindo as
alteracdes na forma plaquetéaria (shape-change), seguida da formacéo de agregados
plaguetarios (Figura 19). Tais agregados permitem a passagem de luz através da
suspensdo plaquetaria, aumentando quantitativamente a transmitancia,

proporcionalmente ao processo de agregacao [114,115].
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Figura 19 — Curvas de agregacéao plaquetéria induzidas por acido

araquidonico [115]

As substancias analisadas foram pré-incubadas com 400 pyL de PRP durante
5 min, a 37°C sob agitacdo de 1200 rpm, antes da adicdo do agonista. O agonista
empregado foi o &cido araquidénico (200 ?M) e este foi mantido a 0°C. Os ensaios
foram realizados em duplicata, mantidos até a obtencdo maxima de agregacdo ou
até 5 min apés a adicdo do agonista. A agregacao plaguetaria promovida pelo acido

araquidonico é expressa em porcentagem de agregacao.

4.2.12.1.1. Obtencéo de PRP e PPP

Coelhos albinos de ambos os sexos, pesando entre 2,5 - 3,5 kg, foram utilizados
para a obtencao de sangue através de puncao da artéria central da orelha.

O sangue foi coletado em solucdo aquosa de citrato trissodico 3,8%, na
proporcdo de 9 volumes de sangue para 1 volume de citrato. O PRP foi obtido por

centrifugacdo do sangue durante 12 minutos a 200x g, a temperatura ambiente. O
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plasma pobre em plaquetas (PPP) foi obtido por centrifugacdo do concentrado de
células vermelhas apoés a retirada do PRP a 500x g, por 12 minutos, a temperatura
ambiente. O PRP obtido foi utilizado nas trés horas apds sua coleta, pois apos esse
periodo as plaquetas perdem sua capacidade maxima de agregacao [114].

4.2.12.2. Testes preliminares de vasoconstri¢cao in vitro

Cobaias albinas de ambos os sexos, pesando entre 400 e 600g foram
utilizadas nesse experimento. Os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e posterior exsanglinagdo. Em seguida, suas aortas foram extraidas,
mantidas em solugéo fisioldgica na seguinte composicdo em mmol/L: NaCl 119; KCI
4,7, KH,PO4 1,2; MgSO4 1,2; NaHCO3 14,9; CaCl 1,6; glicose 11,5 e oxigenada
com mistura carbogénica (95% O, e 5%CO,), procedendose a remocao do tecido
conectivo e adiposo aderido. Dessas aortas foram obtidos segmentos (6-8 anéis) de
2 mm cada [116].

Esses anéis foram adaptados em cubas de vidro de 2,0 mL contendo solu¢ao
fisiolégica e aeracdo continua com mistura carbogénica. As cubas sédo mantidas em
um banho termostatizado Ugo Basile 4050 (Comerio, Italia) (Figura 20) sob
temperatura constante de 37,0 ? 0,5°C, mimetizando assim as condic¢es fisiologicas
in vitro. Os anéis da aorta foram conectado a transdutores de forga isométrica Ugo
Basile 7011-4 (Comerio, Itélia), submetidos a uma tensédo de 10 mN e mantidos em
repouso por 1 hora, com troca de solucéo fisiologica em intervalos de 15 minutos,
para obter-se o equilibrio a essa tenséo.

Figura 20 — Aparelho de 6rgéo isolado com duas cubas, Ugo
Basile 4050 [115]



Apbs o equilibrio da preparacéo, o 6rgdo € tratado com agonistas que irdo
induzir contracdes e relaxagdes (Figura 21). Essas seréo transduzidas, amplificadas
e registradas em um registrador potenciométrico Chrono-Log Corporation 21025
(Comerio, Italia). A contracdo do musculo liso vascular é induzida com a adicdo a
preparacdo fenilefrina a 10 ?M. No platd da contragcdo muscular € adicionado
acetilcolina a 10 ?M a cuba experimental para confirmar a integridade do endotélio
vascular. O endotélio é considerado integro quando o relaxamento observado apoés
a adicdo de acetilcolina for maior que 80% e destruido quando o relaxamento for

menor do que 10%.

ApGs a obtencdo da contracdo maxima, lava-se a preparagdo com a solugao
nutriente, em intervalos de 15 minutos, até que a mesma retorne a linha de base. Em
seguida, é realizado o ensaio com a amostra. Para tal, foram adicionados 200 ?L de
amostra a concentracdo de 0,03 g/mL de hemoglobina. ApGs a adicdo, esperamos
10 minutos para ver alteracdo de tensdo. Apos 0 ensaio com a amostra, lavamos o
sistema com solucéo fisiologica até estabilizacdo e em seguida realizamos outro
teste de contracdo/relaxacdo com 0s agonistas para ver a integridade do 6rgao, s6
entdo pudemos adicionar uma outra amostra.

Foram testadas a HbBv sem modificar e a HbBv modificada com a o-trealose

na seguinte composicao: o-trealose 40:1/6h/18,4:1.

As preparagOes de aorta foram utilizadas apenas no dia de sua retirada, com
uma durabilidade de cerca de 12 horas. As respostas foram expressas em % de
contracdo, considerando-se 100% de contracdo aquela obtida com o agonista. Os

volumes administrados nas cubas nédo excederam 0,1% do volume total.

o Agonista Agonista Adicido da
fenilefina Acetilcolina amostra

Estabilizag ao | Lavagens

1hora Y 40min ¥

Aorta sob tensao
10 mN

Tensao

?

W

Tempo (min)

Figura 21 — Esquema ilustrativo do experimento de 6rgéo isolado
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. DETERMINAGAO DO TEOR DE ALBUMINA NO SOBRENADANTE

Duas a trés lavagens sdo suficientes para a eliminagdo dos leucdcitos,
plaguetas e proteinas hidrossoluveis no concentrado de células vermelhas do
sangue humano [17]. A Figura 22 mostra a curva-padrdo de albumina que foi
construida para que se obtivesse a equacgao da reta
{[albumina]=(absorbéancia+0,06)/14,18}, a partir da qual foi possivel o céalculo da
concentracdo de albumina nos sobrenadantes, para avaliar-se a eficiéncia das
lavagens. A Figura 23 mostra a concentracdo de albumina apos cada lavagem do
concentrado de hemécias com solucdo isotbnica de NaCl. Como pode ser
observado, foram necessarias quatro lavagens para a eliminacao total da albumina

do concentrado de células vermelhas bovinas.
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Figura 22— Curva de calibracdo da concentragédo de albumina versus absorbancia
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Figura 23 — Efeito do niumero de lavagens no procedimento de extracdo de albumina

do concentrado de células vermelhas

5.2. OCORRENCIADAHEMOLISE

O processo de hemdlise foi acompanhado por microscopia 6ptica. A Figura
24a mostra a micrografia de hemécias intactas, ou seja, antes da hemodlise e
apresenta membrana celular bem definida. A auséncia de células intactas mostra a
eficiéncia da hemdlise por ultra-som (Figura 24b). No processo de hemolise por
meios hipoténicos foram utilizados agua deionizada (Figuras 24c e 24d), solucao de
NaCl 0,001M (Figuras 24e e 24f) e solugdo tampao Tris-HCI 0,01M pH 7,4 (Figuras
249 e 24h) nas proporcdes 1:1 e 1:2 (concentrado de células vermelhas bovinas:
meio hipotdnico), respectivamente. Todos 0s meios (nas duas proporcdes)
provocaram drastica hemolise no concentrado de hemacias estudado, pois nédo se
observa a presenca de células intactas, somente residuos de membrana celular
foram observados nas micrografias, exceto na lise por ultra-som, pois este quebra a

membrana eritrocitaria em partes ndo detectadas por microscopia optica.



a - HbBv antes da hemolise. b — HbBv Ultra-som.

e

¢ —HbBwH;0 1:1 d - HbBwH,O 1:2

e — HbBv-NaCl 1:1

f — HbBv-NaCl 1:2
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Figura 24 — Micrografias das células vermelhas bovina antes da lise (a) e dos

hemolisados (b-h)

Apo6s a hemolise, a amostra sofreu tratamento térmico durante uma hora a
60°C em camara escura para desnaturar as proteinas hidrossollveis diferentes da
hemoglobina. Apds este tratamento, foi realizada uma centrifugacdo a 200x g
durante 45 min, seguida de filtracdo em carvado ativo e membrana 0,22 ?m para a

retirada de proteinas diferentes da HbBv que compdem a membrana celular.

5.3. CROMATOGRAFIA DE TROC A IONICA

5.3.1. Cromatografia em Flash 12i

As amostras foram purificadas no sistema de cromatografia Flash 12i, usando
dois tipos de resinas comerciais aniénicas fortes, a AG MP-1 e a Q-SFF, a coluna
“cartucho de polietileno” foi preenchida individualmente com cada resina e também
um cartucho foi preenchido utilizado as duas resinas, o qual foi denominado de leito
misto (L. Misto).

As amostras foram denominadas da seguinte maneira: HbBv-meio de lise,
propor¢ao (concentrado de células vermelhas:meio hipotdnico) e tipo de resina, por
exemplo: HbBv-H,0 1:1 Q-SFF.

Uma quantidade de 1mL de solucdo de hemoglobina foi eluida na

cromatografia em Flash 12i e as curvas de eluicdo obtidas foram preparadas em



relacdo a cada tipo de hemolise e de resina utilizada. Os fluxos médios observados

em cada analise estdo discriminados na Tabela 7.

Tabela 7 — Fluxo médio das elui¢cdes por cromatografia em Flash 12i

Amostra Fluxo Amostra Fluxo Amostra Fluxo

AGMP-1 (mL/min) Q-SFF (mL/min) L. Misto (mL/min)
HbBv-H,0 1:1 0,12 HbBv-H,0 1:1 0,45 HbBv-H,0O 1:1 0,14
HbBv-H,0 1:2 0,14 HbBv-H,0 1:2 0,68 HbBv-H,0 1:2 0,16

HbBv-NaCl 1:1 0,18 HbBv-NaCl 1:1 0,41 HbBv-NaCl 1:1 0,42

HbBv-NaCl 1:2 0,21 HbBv-NaCl 1:2 0,52 HbBv-NaCl 1:2 0,18

HbBv-Tris 1:1 0,16 HbBv-Tris 1:1 0,56 HbBv-Tris 1:1 0,19

HbBv-Tris 1:2 0,15 HbBv-Tris 1:2 0,57 HbBv-Tris 1:2 0,30

HbBv Ultra -som 0,17 HbBv Ultra-som 0,65 HbBv Ultra -som 0,05

As variacoes de fluxo podem ser explicadas devido ao empacotamento nao
ter sido feito industrialmente; conseqientemente, ndo apresenta homogeneidade no
fluxo entre as amostras, e também devido aos componentes das amostras
interagirem com as resinas, alterando suas mobilidades e a pressdo em cada area
seccional da coluna. A pressdo exercida no sistema foi a mesma para todas as
amostras, porém a resina Q-SFF apresenta uma taxa de fluxo maior como ja era
esperado, pois se trata de uma resina de fluxo rapido.

As curvas de eluicdo das amostras utilizando as resinas (Figuras 25 a 31),
mostraram que, apesar das alteracdes no fluxo, ndo houve mudancas significativas
na distribuicdo das fracdes de Hb nos volumes eluidos, ou seja, todas apresentaram
comportamento gaussiano tipico de uma eluicdo cromatografica. Em todos os casos,
somente um pico foi detectado. A hemolise por ultra-som apresentou fragfes de
hemoglobina purificada em maiores concentracdes (5,95 — 9,74 g/dL) comparados
com o0s meios hipoténicos que apresentou concentracdo de HbBv na faixa de (1,56 —
4,94 g/dL).
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Figura 25 — Curva de eluicdo da amostra do hemolisado,0 em agua na propor¢éo 1:1
utilizando as resinas AGMP-1, Q-SFF e L. Misto
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Figura 26 — Curva de eluicdo da amostra do hemolisado em agua na proporgéo 1:2

utilizando as resinas AGMP-1, Q-SFF e L. Misto
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Figura 27 — Curva de eluicdo da amostra do hemolisado em NaCl na proporgéo 1:1
utilizando as resinas AGMP-1, Q-SFF e L. Misto
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Figura 28 — Curva de eluicdo da amostra do hemolisado em NaCl na proporgéo 1:2

utilizando as resinas AGMP-1, Q-SFF e L. Misto
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Figura 29— Curva de eluicdo da amostrado hemolisado em Tris-HCI na proporcao
1:1 utilizando as resinas AGMP-1, Q-SFF e L. Misto
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Figura 30— Curva de eluicdo da amostra do hemolisado em Tris-HCI na proporcao

1:2 utilizando as resinas AGMP-1, Q-SFF e L. Misto
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Figura 31 — Curva de eluicdo da amostra do hemolisado por ultra-som utilizando as
resinas AGMP-1, Q-SFF e L. Misto

5.3.2. Cromatografia liquida em coluna

A amostra hemolisada por ultra-som foi purificada por cromatografia de troca
ibnica com as resinas anibnica forte (Q-SFF, AGMP-1 e L. Misto) com o objetivo de
extrair fosfolipideos livres da membrana celular, que poderiam estar presentes como
contaminantes junto a solucdo de HbBv. Na cromatografia liquida em coluna, o
volume de solugéo a ser purificada é superior ao do sistema de cromatografia em
Flash 12i, pois necessitamos de um volume maior de solucdo de hemoglobina
purificada para podemos realizar as reac6es de modificacdo quimica para preparar o
substituto tempordario para o sangue, que é o objetivo principal deste trabalho. As
Figuras 32-34 mostram as curvas de eluicdo obtidas para a amostra hemolisada por
ultra-som, a partir do processo de purificacdo por cromatografia liquida em coluna
onde a taxa de fluxo médio foi de 0,28; 0,46; e 0,39 mL/min para as resinas AGMP-
1, Q-SFF e L. Misto, respectivamente.

Como pode ser observado nas curvas de eluigdo (Figuras 32, 33 e 34), foram
obtidas pequenas distor¢gdes, em comparagdo a um comportamento gaussiano ideal,
explicada em fungdo do procedimento de empacotamento manual da coluna

cromatografia sob condi¢cdes atmosféricas, e que a resina Q-SFF apresentou uma



maior velocidade de fluxo, logo esta ser4d uma resina com boa aplicacdo para

obtermos maiores quantidades de solugéo de HbBv purificada em um menor tempo.
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Figura 32 — Curva de eluicdo da amostra hemolisada por ultra-som usando resina
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Figura 33 — Curva de eluigdo da amostra hemolisada por ultra-som usando resina
Q-SFF
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Figura 34 — Curva de eluigdo da amostra hemolisada por ultra-som usando resina

leito misto
5.4. DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO DE HEMOGLOBINA

A concentrag ao de Hb foi calculada para as solugbes de hemoglobina antes e
apos a purificagdo com resinas de troca ibnica, pelo método da cianomete-
hemoglobina [117]. Para tanto, uma curva de calibracdo foi mostrada (Figura 35),
com valores de concentragdo de 0,05 a 14,00 g/dL de Hb padrédo da Doles

reagentes. A equacgdo da concentracdo de Hb em relagédo a absorbancia pode ser

escrita como: ¢ 2 A7 000144 002641 " onde C é a concentracdo de Hbem g/dL e A é

a absorbancia. A concentracdo de Hb foi calculada e os resultados obtidos séo
mostrados na Tabela 8, onde o método que apresenta uma maior concentracdo de
hemoglobina é o do ultra-som visto que este ndo causa diluicdo na amostra. Dos

métodos de lise por meio hipotbnico ambos mostraram concentracdo de HbBv
semelhantes.
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Figura 35— Curva de calibracéo da concentracdo de hemoglobinaversus

absorbancia

Tabela 8- Concentracdo de hemoglobina nas amostras isoladas por diferentes

processos de hemdlise

Amostras [HbBvV] (g/dL)
HbBwH,0 1:1 15,81 ? 0,005
HbBwH,0 1:2 10,33 ? 0,002
HbBwNaCl 1:1 14,24 ? 0,002
HbBwNaCl 1:2 9,61 ? 0,002
HbBWwTris 1:1 14,77 20,002
HbBWTris 1:2 8,54 70,001
Ultra-som 23,09 ? 3,60

A Tabela 9 mostra os valores de concentracdo de hemoglobina ap6s o
processo de purificagdo por cromatografia em Flash 12i onde podemos perceber
que, para todas as amostras, ocorreu diluicdo; porém, a lise por ultra-som resultou
em amostras mais concentradas, portanto este método de lise € o mais indicado

para obtermos uma solucdo de HbBv para ser modificada quimicamente. Os valores
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de concentracdo mostrados na Tabela 9 séo referentes a média das duas aliquotas

mais concentradas da eluicdo em Flash 12i.

A Tabela 10 apresenta os valores de concentragdo de HbBv das amostras

hemolisadas por ultra-som e purificadas pelo sistema de cromatografia liquida em

coluna onde temos uma solu¢éo mais concentrada quando utilizamos o leito misto.

Os valores de concentracdo mostrado na Tabela 10 referem-se as médias das

amostras mais concentradas, que pode ser visto nas curvas de eluicdo das Figuras

32-34.

Tabela 9- Concentracao de HbBv ap6és purificacao no sistema cromatografia em

Flash 12i

Amostra [HbBV] Amostra [HbBV] Amostra [HbBvV]

AGMP-1 (g/dL) Q-SFF (g/dL) L. Misto (g/dL)
HbBwH,0 1:1 4,39?0,40 | HbBv-H,0 1:1 4,4070,68 | HbBwH,0 1:1 4,94?71,28
HbBwH,0 1:2 1,56?0,80 | HbBv-H,0 1:2 2,217?0,52 [ HbBw+H,0 1:2 2,3470,61
HbBwNaCl1:1 |4,8870,61 | HbBv-NaCl 1:1 |4,10?0,68 | HbBw-NaCl1:1 |3,3670,15
HbBwNaCl1:2 |3,07?1,35 | HbBv-NaCl 1:2 3,1570,72 | HbBwNaCl 1:2 |2,1970,29
HbBwTris 1:1 4,44?21,31 | HbBv-Tris 1:1 3,42720,37 | HbBwTris 1:1 3,81?70,75
HbBwTris 1:2 2,8970,75 | HoBv-Tris 1:2 2,477?0,72 | HbBv-Tris 1:2 1,6870,32
HbBv Ultra-som |5,95?1,04 | HbBv Ultra-som |6,23?1,15 | HbBv Ultra-som |9,74?0,15

Tabela 10 — Concentracao de HbBv apos purificacdo no sistema de cromatografia

liqguida em coluna

Amostras

[HbBv]
(g/dL)

HbBv Ultra-som AGMP -1

12,5974,51

HbBv Ultra-som Q-SFF

7,74?2,33

HbBv Ultra-som L. Misto

16,6972,34
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5.5. ANALISE DEHPLC

Foi realizado um estudo da analise dos fosfolipideos residuais apds a
purificacdo da solugédo de HbBv por cromatografia de troca idnica tanto no sistema
flash 12i como no sistema de cromatografia liquida em coluna. Os fosfolipideos
residuais extraidos foram analisados por HPLC, técnica considerada como a mais
sensivel para identificar o tipo e a quantidade de fosfolipideos presentes em funcao
dos respectivos tempos de eluicdo, em comparagdo com os tempos de eluicdo de
amostras-padrdo. Os padrées de fosfolipidio usados foram a fosfotidilserina (FS), a
fosfotidiletanolamina (FE), a fosfatidilcolina (FC) e a esfingomielina (EM), pois sé&o os
principais fosfolipideos constituintes da membrana eritrocitaria. A Figura 36 mostra o
cromatograma da solucao-padrao, preparada com os fosfolipideos comerciais, que
apresentam tempos de eluicdo de 4,16 min (FS); 5,3 min (FE); 10,0 min (FC) e 15,2
min (EM). A EM aparece como um pico largo ou duplo, pois a esfingomielina

sintética € constituida de diastereoisémeros [118-120].

1 FE

FC

k EM
]._- Il

6 & 10 15 20
Tempo (min)

Figura 36 — Cromatograma de HPLC da solucao de fosfolipideos -padrédo

Os fosfolipideos FS, FE, FC e EM sdo os principais componentes da
membrana das hemacias [114]. As Figuras 37 — 43, mostram os cromatogramas de

HPLC das amostras HbBv isoladas por diferentes processos de lise, onde esses



fosfolipideos estdo presentes. Os tempos de eluicdo para esses fosfolipideos foram
4,32; 5,55; 9,95 e 15,10 min, respectivamente. Dois outros picos foram detectados a
6,57 e 7,94 min (Figura 43a). Essas substancias foram denominadas de Ul e U2 por
outros pesquisadores, que também as detectaram em solu¢bes de hemoglobina
humana [33, 74, 118]. Embora a origem dessas substancias ndo tenha sido
completamente esclarecida, foi sugerido que sdo produtos de degradacdo dos
fosfolipideos, formados durante o tempo de armazenamento das amostras, sendo
que um deles foi identificado como um diacilglicerideo [118].

Todas as amostras, independentemente do tipo de hemdlise sofrido, tiveram
removidos completamente os fosfolipidios por meio de cromatografia com as resinas
em uso. Os picos correspondentes a U2 ndo mais foram observados e uma redugéo
significativa no teor de Ul pode ser detectada. Pelos valores mostrados na Tabela
11 podemos observar que o método de hemdlise tem influéncia na eliminagéo dos
fosfolipideos, pois podemos perceber que, dentre os meios hipotbnicos, a lise com
agua foi a que apresentou uma menor quantidade de fosfolipideos, ja a lise por ultra-
som além de originar uma maior concentracdo de HbBv temos uma menor

quantidade de fosfolipidios.
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Figura 37 — Cromatograma de HPLC: a) HbBv-H;O 1:1 néo purificada, b) HbBwH,O
1:1 AGMP-1, c) HbBv-H,0O 1:1 Q-SFF e d) HbBv-H,O 1:1 Leito Misto
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Figura 38 — Cromatograma de HPLC: a) HbBv-H,O 1:2 néo purificada, b) HbBwH,O
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Figura 39 — Cromatograma de HPLC: a) HbBv-NaCl 1:1 purificada, b) HbBv-NaCl 1:1

AGMP-1,

c) HbBv-NaCl 1:1 Q-SFF e d) HbBv-NaCl 1:1 Leito Misto
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Figura 40 — Cromatograma de HPLC: a) HbBv-NaCl 1:2 nao purificada, b) HbBv-
c) HbBv-NaCl 1:2 Q-SFF e d) HbBwNacCl 1:2 Leito Misto
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Figura 41 — Cromatograma de HPLC: a) HoBv-Tris 1:1 n&o purificada, b) HbBwTris
c) HbBv-Tris 1:1 Q-SFF e d) HbBv-Tris 1:1 Leito Misto
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Figura 42 — Cromatograma de HPLC: a) HbBv-Tris 1:2 ndo purificada, b) HbBwTris
c) HbBv-Tris 1:2 Q-SFF e d) HbBv-Tris 1:2 Leito Misto
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Figura 43 — Cromatograma de HPLC: a) HbBv Ultra-som néo purificada, b) HbBv
Ultra-som AGMP -1, c) HbBv Ultra-som Q-SFF e d) HbBv Ultra-som Leito Misto
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Tabela 11 - Concentracéo de fosfolipideos em ?g por mL de solu¢cédo de HbBv em

amostras purificadas no sistema Flash 12i

AMOSTRAS FS FE FC EM
?g/mL ?g/mL ?g/mL ?g/mL

HbBv-H,0O 1:1 31,39?3,89 | 4,57?0,28 | 20,02?3,03 | 54,9673,07
HbBv-H,0 1:1 AGMP -1 nd nd nd nd
HbBv-H20 1:1 Q-SFF nd nd nd nd
HbBv-H,0 1:1 L-Misto nd nd nd nd
HbBv-H,0 1:2 nd 0,137?0,03 nd nd
HbBv-H,0 1:2 AGMP -1 nd nd nd nd
HbBv-H,0 1:2 Q-SFF nd nd nd nd
HbBv-H,0 1:2 L-Misto nd nd nd nd
HbBv-NaCl 1:1 97,07?7,24 | 14,87?1,88 | 77,39?4,76 | 93,6870,18
HbBv-NaCl 1:1 AGMP -1 nd nd nd nd
HbBv-NaCl 1:1 Q-SFF nd nd nd nd
HbBv-NaCl 1:1 L-Misto nd nd nd nd
HbBv-NaCl 1:2 nd 0,2170,06 | 10,0572,39 nd
HbBv-NaCl 1:2 AGMP -1 nd nd nd nd
HbBv-NaCl 1:2 Q-SFF nd nd nd nd
HbBv-NaCl 1:2 L-Misto nd nd nd nd
HbBv-Tris 1:1 126,89711,24 | 21,21?1,14 | 97,63?9,39 | 137,48?74,98
HbBv-Tris 1:1 AGMP-1 nd nd nd nd
HbBv-Tris 1:1 Q-SFF nd nd nd nd
HbBv-Tris 1:1 L-Misto nd nd nd nd
HbBv-Tris 2:1 nd 0,5670,03 nd nd
HbBv-Tris 1:2 AGMP-1 nd nd nd nd
HbBv-Tris 1:2 Q-SFF nd nd nd nd
HbBv-Tris 1:2 L-Misto nd nd nd nd
HbBv ultra-som 23,4672,69 | 1,6670,48 | 3,71?1,09 | 36,8770,91
HbBv ultra-som AGMP-1 nd nd nd Nd
HbBv ultra-som Q-SFF nd nd nd nd
HbBv ultra-som L-Misto nd nd nd nd

nd —nao detectado.



A Figura 44 mostra o cromatograma de HPLC da HbBv purificada pela
cromatografia liquida em coluna utilizando as resinas AGMP-1 e Q-SFF. Como pode

ser observada, a purificagdo levou a eliminacdo completa dos fosfolipideos e de U2,
e a uma reducéo no teor de U1.
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Figura 44 — Cromatograma de HPLC: a) HbBv Ultra-som néo purificada, b) HbBv
Ultra-som AGMP-1, c¢) HbBv Ultra-som Q -SFF e d) HbBv Ultra-som Leito Misto

A Tabela 12 mostra a média das concentracdes dos fosfolipideos por mL de
solucdo de HbBv. Como se pode observar, o teor dos fosfolipideos varia na ordem
EM > FS > FE > FC; ou seja, a eliminacado foi proporcional a composicdo original da
membrana. Como anteriormente citado, a composi¢cdo de fosfolipideos na
membrana eritrocitaria bovina foi analisada por outros autores que, no entanto, nao
mencionaram a presenca de FS em solu¢cfes de HbBv [29, 30]. Ainda na Tabela 12,
os fosfolipideos FS, FE, FC e EM nado foram detectados na amostra de HbBv

purificada, o que confirma a eficiéncia da purificagéo.
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Tabela 12 - Concentracdo de fosfolipideos em ?g por mL de solugcédo de HbBv em

amostras purificadas n o sistema cromatografia liquida em coluna

AMOSTRAS FS FE FC EM
HbBv ultra-som 23,4672,69| 1,6670,48 | 3,71?1,09 | 36,8770,91
HbBv ultra-som AGMP -1 nd nd nd nd
HbBv ultra-som Q -SFF nd nd nd nd
HbBv ultra-som L -Misto nd nd nd nd

nd —né&o detectado.

ApoOs a etapa de purificacdo e de andlise dos fosfolipideos por HPLC, as
amostras purificadas por cromatografia liquida em coluna usando a resina QSFF
foram mantidas a —18°C por um periodo de 2 meses. Apds esse periodo de
armazenamento, foi decidido que uma nova série de andlises deveria ser realizada
com estas amostras, com o objetivo de verificar-se a estabilidade dos fosfolipideos
na amostra isolada e dos produtos de degradagcdo na amostra purificada. A Figura
45a mostra que o pico referente a FC ndo mais foi detectado e houve uma inversao
na intensidade dos picos referentes a Ul e U2. O pico atribuido a U2 ficou mais
intenso e na amostra de HbBv apés a purificagdo, durante o mesmo periodo,
somente o U2 foi detectado (Figura 45b) com intensidade menor do que Ul &
Figura 44c. Esse resultado confirma que tanto Ul como U2 sdo produtos de
degradagéo, pois as suas concentragcdes variam com o0 tempo de armazenamento
das amostras. As concentracbes de Ul e de U2 variam com o tempo de
armazenamento, o que corrobora a idéia de que Ul € instavel e se transforma em

U2, com o tempo (Figura 44c e 45b).
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Figura 45— Cromatogramas de HPLC das amostras ap0s dois meses de
armazenamento: a) solugéo de HbBv ultra-som e b) solucéo de HbBv ultra-som

Q-SFF

A Tabela 13 mostra as concentracdes de fosfolipideos na amostra de HbBv
isolada e posteriormente armazenada durante 2 meses. Quando os resultados da
Tabela 12 sdo comparados com os dados da Tabela 13, pode ser verificado que o
teor da maioria dos fosfolipideos decresceu ao longo do tempo de armazenamento.
No caso da FC, a reducdo na concentracdo, no minimo, alcancou niveis tdo baixos

gue nao mais foi detectada pela técnica de HPLC.

Tabela 13 — Concentragdo de fosfolipideos em ?g/mL de solucdo de HbBv apds 2
meses de armazanam ento

FS FE FC EM
?9/mL ?g/mL ?g/mL ?g/mL

AMOSTRAS

HbBv ultra-som
7,29?2.41| 1,6670,45 nd 34,5170,25

apos 2 meses

nd - ndo detectado.
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5.6. ANALISE DE ELETROFORESE

As amostras das solucdes de hemoglobina bovina foram também analisadas
por detroforese nativa e desnaturante. Estas técnicas foram utilizadas com intuito
principal de verificar o efeito da hemolise e da purificagdo na conformacao da
hemoglobina e a presenca de proteinas diferentes da HbBv.

Na eletroforese nativa (Figuras 46a, 46b, 48a, 48b e 50a) todos os meios de
hemdlise e os diferentes tipos de resinas mantiveram a conformacdo da
hemoglobina inalterada como pode ser observado pela baixa mobilidade
eletroforética. A eletroforese desnaturante (Figuras 47a, 47b, 49a, 49b e 50b)
apresentou apenas uma banda em torno de 14 kDa, que corresponde a cada globina
do tetrdmero, portanto os diferentes meios de lise e as resinas AGMP-1 e QSFF

foram eficientes para eliminagdo de proteinas contaminantes diferentes de HbBv.

kDa kDa

66,0 .

1.2 3 4 5 6 7 | 12 3 4 5 6 7

66,0 -

a

Figura 46 — Eletroforese nativa da HbBv hemolisada nas propor¢des 1:1 (a) e 1:2 (b);
hemolisados antes da purificacdo: H,O (linha 2), NaCl (linha 4) e Tampé&o Tris/HCI
pH 7,4 (linha 6). Hemolisados apos purificagdo com resina AGMP -1: H;O (linha 3),
NacCl (linha 5) e Tampéao Tris/HCI pH 7,4 (linha 7). Na linha 1 encontra-se o padrao

albumina bovina
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Figura 47 — Eletroforese desnaturante da HbBv hemolisada nas propor¢des 1:1 (a) e
1:2 (b); hemolisados antes da purificagdo: H,O (linha 2), NaCl (linha 4) e Tampéao
Tris/HCI pH 7,4 (linha 6). Hemolisados ap0os purificagdo com resina AGMP -1: H,O

(linha 3), NaCl (linha 5) e Tampéao Tris/HCI pH 7,4 (linha 7). Na linha 1 encontra-se a

mistura de proteinas padrbes

Da
-

w50 [

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7

a b
K
kDa

Figura 48 — Eletroforese nativa da HbBv hemolisada nas proporgdes 1:1 (a) e 1:2 (b);
hemolisados antes da purificacdo: H,O (linha 2), NaCl (linha 4) e Tampé&o Tris/HCI
pH 7,4 (linha 6). Hemolisados apds purificacdo com resina Q-SFF: H,O (linha 3),
NaCl (linha 5) e Tampéao Tris/HCI pH 7,4 (linha 7). Na linha 1 encontra-se o padrao
albumina bovina
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Figura 49 — Eletroforese desnaturante da HbBv hemolisada nas propor¢des 1:1 (a) e

1:2 (b); hemolisados antes da purificagdo: H,O (linha 2), NaCl (linha 4) e Tampéao

Tris/HCI pH 7,4 (linha 6). Hemolisados apos purificagdo com resina Q-SFF: H,O

(linha 3), NaCl (linha 5) e Tampéao Tris/HCI pH 7,4 (linha 7). Na linha 1 encontra-se a
mistura de proteinas padrbes
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Figura 50 — Eletroforese da HbBv hemolisada pela técnica de ultra-som; nativa (a) e

desnaturante (b); hemolisados antes da purificacdo: (linha 2). Hemolisados apd6s
purificagdo com resina AGMP-1 (linha 3), Q-SFF (linha 4) e Leito Misto (linha 5). Na

linha 1 encontra-se o padréo albumina bovina na Figura a e na Figura b linha 1 a

mistura de proteinas padrdes
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5.7. OBTENGCAO DOS REAGENTES FORMADORES DE LIGA GOES CRUZADAS

Sacarideos e polissacarideos sao estudados como agentes promotores de
ligacdes cruzadas com a Hb, pois os produtos assim modificados, fornecem valores
de Pso ? 8 mmHg, onde estdo de acordo com o paradigma atual proposto por
Winslow [72], pois valores de Psy baixos facilitam a oxigenacao dos érgaos e tecidos.
E para aumentar o tempo de meia-vida na circulacdo deve-se trabalhar com
produtos com baixa concentracdo de Hb e alto peso molecular.

Neste trabalho utilizamos os dissacarideos sacarose e trealose como
reagentes promotores de ligagdes cruzadas intra e intermoleculares da HbBv (Figura
51). Como ja visto, os dissacarideos foram oxidados com o periodato de sodio
(NalOy), o qual promove a quebra da ligacdo C-C com grupos hidroxila vicinais, e
leva a tri e tetra-aldeidos. Os aldeidos reagem com residuos de aminoacidos
disponiveis na HbBv formando grupamentos iminas instaveis, que sao reduzidos
com boroidreto de sddio (NaBH;) e formam grupos amina estiveis (reacao de
formacao de base de Schiff) [121].

a) b)
produto de reacio produto de reacio
iniramolecular intra- e intermolecular

Figura 51 — Estruturas propostas para as espécies formadas a partir de

reacdo da HbBv com os o-dissacarideos

As Figuras 52 e 53 mostram o0s espectros de absor¢cdo na regido do
infravermelho para os diss acarideos sacarose e trealose, respectivamente, e para 0s
produtos resultantes de suas reacdes de oxidacdo. A presenca do pico a 1720 cm™,
caracteristico de estiramento da ligagdo C=0O de aldeido, indica que ocorreu a

formacao desses grupos funcionais (-CHO).
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Figura 52 — Espectro de absorcéo na regido do infravermelho obtido para o

dissacarideo sacarose antes (sacarose) e apos a reacao de oxidacao com NalOy4

(o-sacarose)
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Figura 53 — Espectro de absorcéo na regido do infravermelho obtido para o

dissacarideo trealose antes (trealose) e apds reacao de oxidacdo com NalO4

(o-trealose)
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5.8. MODIFICACAO QUIMICA DA HbBV ANALISADA POR HPLC E POR ELETROFORESE

A amostra de HbBv purificada e as amostras de HbBv modificadas por meio
de reacdes com os dissacarideos oxidados, o-sacarose e o-trealose, foram

analisadas por HPLC e por eletroforese desnaturante (SDS-PAGE).

Pela técnica de HPLC, com uma coluna de exclusdo por tamanho é possivel
determinar o grau de modifica¢éo quimica (Figura 51). O cromatograma de HPLC na
Figura 54 apresenta um pico a 13,5 min, referente ao tetramero de HbBv dissociado
devido a adicdo de MgC} no eluente.

O objetivo desta dissociacdo € a diferenciacao dos picos da HbBv purificada,
e os picos das HbBv modificadas. Na HbBv modificada, as unidades do tetramero
mantém-se unidas por ligagbes covalentes; portanto, ndo ocorrera dissociagdo e 0s
picos relativos as ligacbes intra e intermoleculares terdo menores tempo de

retencdo, sendo assim possivel suas separacoes.

Ja a técnica de andlise em SDS-PAGE, o emulsificante dodecil-sulfato de
sédio (SDS) é usado para quebrar as interacbes fisicas responsaveis pela
estabilizagcdo do tetramero (64 kDa). Logo, o tratamento térmico com SDS dissocia o
tetrAmero em quatro subunidades (14,2 kDa). Assim, a HbBv purificada exibe uma
banda correspondente a 14,2 kDa como pode ser visto nas Figuras 57, 60 e 63
(linha 2). Nas Figuras 57, 60 e 63, a linha 1 corresponde ao padrdao de proteinas

usado e encontra-se descrito na metodologia.
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Figura 54 — Cromatograma da HbBv sem modificagéo



Analisando os produtos de HbBv modificada com osacarose nas razdes
molares 5:1 e 20:1 (o-sacarose:HbBv), foi observado que na propor¢cao 5:1 de o-
sacarose apareceu um ombro na regido de menor tempo de retengdo, como pode
ser visto na Figura 55 a-c indicado pelas setas, o que indica modificacdo quimica, e
guando a proporcédo de o-sacarose foi aumentada para 20:1, houve a formacéo de
um pico a 13,0 min, indicando a formacéo de interacfes intramoleculares, entre as
unidade da molkcula de HbBv (Figura 56). Através da integracéo da area sob o pico
de HbBv a 13,5 min, na Figura 54, foi calculado o grau de modificagdo quimica para
a HbBv modificada com osacarose na proporcao 20:1 de 31,2% para a reacao
20:1/2h/2:1, 35,1% para a reacdo 20:1/2h/5:1 e 4,6% para a reacdo 20:1/2h/10:1.
Isso pode ser confirmado pela eletroforese SDS-PAGE (Figura 57), pois para a
razdo molar 20:1, todos apresentaram bandas intensas na regido de ligagcéo
intramolecular com pesos moleculares na faixa de 24,0 kDa, o que corresponde a
meros de HbBv ligados.

13,5

135
n 1 13,5

|\

15

5 1015 5 10 _
a Tempo (min) b Tempo (min) c Tempo (min)
Figura 55 — Cromatograma de HPLC da HbBv modificada com o-sacarose:

a) 5:1/2h/2:1, b) 5:1/2h/5:1 e c¢) 5:1/2h/10:1
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Figura 56 — Cromatograma de HPLC da HbBv modificada com o-sacarose:

a) 20:1/2h/2:1, b) 20:1/2h/5:1 e c) 20:1/2h/10:1
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Figura 57 — Eletroforese da HbBv modificada com o-sacarose; padréo (linha 1),
HbBv sem modificar (linha 2), 5:1/2h/2:1 (linha 3), 5:1/2h/5:1 (linha 4), 5:1/2h/10:1
(linha 5), 20:1/2hR2:1 (linha 6), 20:1/2h/5:1 (linha 7) e 20:1/2h/10:1 (linha 8)
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Seguindo o estudo com o-sacarose como reagente modificador da HbBv, foi
utilizada a concentragdo 5:1 em diferentes tempos de reagdo. Foram realizadas
reacoes de 6 e 24 horas. E os resultados de HPLC e SDS-PAGE mostram que, com
0 aumento do tempo reacional houve um consideravel aumento da formacdo de
ligacbes cruzadas intra e intermolecular, pode ser visto os picos a 13,0 e 12,0 min
respectivamente (Figuras 58-60). Na Figura 61 um aumento no tempo reacional
seguido de um aumento na concentracdo de boroidreto de sodio, aumentou
consideravelmente o porcentual de espécies modificadas usando a o-sacarose como
reagente modificador da HbBv. Palmer conseguiu um aumento de espécies
modificadas, quando aumentou o tempo de reacfes nas quais o glutaraldeido foi
usado como agente modificador da HbBv [122].

13.5 13,0
13,5
13,0
13,5
13,0
L 12,0 12,0
5 10 15 5 10 15 5 10 15
a Tempo (min) b Tempo (min) c Tempo (min)

Figura 58 — Cromatograma de HPLC da HbBv modificada com o-sacarose:
a) 5:1/6h/2:1, b) 5:1/6h/5:1 e c) 5:1/6h/10:1
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Figura 59 — Cromatograma de HPLC da HbBv modificada com o-sacarose:
a) 5:1/24h/2:1, b) 5:1/24h/5:1 e c¢) 5:1/24h/10:1
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Figura 60 — Eletroforese da HbBv modificada com o-sacarose; padréo (linha 1),
HbBv sem modificar (linha 2), 5:1/6h/2:1 (linha 3), 5:1/6h/5:1 (linha 4), 5:1/6h/10:1
(linha 5), 5:1/24h/2:1 (linha 6), 5:1/24h/5:1 (linha 7) e 5:1/24h/10:1 (linha 8)
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Figura 61 — Porcentual total de modificac&o versus razdo molar [boroidreto]/[o-

sacarose]

O estudo com o dissacarideo o-trealose foi realizado em condic¢des diferentes
em relacdo a o-sacarose. Foi realizado um delineamento experimental central
composto e o modelo matematico de superficie de resposta seriam empregados
para o estudo de trés variaveis independentes (concentracdo de dissacarideo
oxidado [o-dissacarideo], tempo (h) e concentracédo de agente redutor [NaBH,]) e da
interagcdo entre elas. Nesse delineamento, foram adotados trés niveis codificados (-
1, 0, +1) e dois niveis de variaveis axiais (-?, +?), com quatro repeticdes do ponto
central. Para a variavel p-dissacarideo], o valor do ponto central foi de 40, e a
variacdo dos niveis codificados foi de 20. Para a variavel tempo, o ponto central foi
de 6, com variaces de 2. O valor do ponto central para a variavel [NaBH,] foi de 10;
0s outros niveis codificados tiveram intervalos de 5. O valor de ? foi determinado
como igual a 1,682. A Tabela 1 resume o delineamento experimental, para o qual os
valores maximos e minimos de cada variavel independente foram estabelecidos com
base em ensaios preliminares. Esse delineamento foi realizado com auxilio do

programa computacional Statistica para Windows versao 5.0 (1995).
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Tabela 14 - Variaveis independentes codificadas

Niveis
Variaveis independentes 2 -1 0 +1 +?
[o-dissacarideo], X3 6,36 20 40 60 73,63
Tempo (h), X2 3,2 4 6 8 9,4
[NaBH;], X3 1,59 5 10 15 18,41

Para andlise dos resultados, o software Statistica também seria empregado com 0
uso da Regressdo e da Analise de Variancia (ANOVA). Um modelo de segunda
ordem seria usado para o estudo das variaveis dependentes:

y = Bo + Bixy + BoXo + Baxs + B1iXe® + BoXo® + BagXa® + BioXaXe + BigXiXs + BoaXoXs
Equacéo (1).

Porém, no desenvolver dos experimentos ocorreram problemas de formagéo
de gel (desnaturacdo da proteina), em fungdo da concentracdo de otrealose em
relacdo ao agente redutor [NaBHa]. Logo, aqui s serdo discutidas as rea¢des que
foram possiveis de serem realizadas.

A Tabela 15 mostra para as diferentes condicdes de reagdo o grau de
modificac@o quimica para a HbBv usando o-trealose como reagente de modificacao.
O tempo é um fator determinante na obtenc&do de um alto rendimento de modificacédo
guimica, pois com o tempo de 2 horas, em ambas as concentracdes (5:1 e 20:1), o
porcentual de modificagéo foi muito baixo. A melhor condicdo de reagao foi para a o-
trealose 40:1/6h/18,4:1, pois praticamente todos os tetrameros de HbBv foram
modificados (Figuras 64e e 65, linha 6), e um grande numero de ligacdes
intermoleculares foi formado, mostrado através do pico intenso em 8,0 minutos
(Figura 64e), pois como o HPLC né&o considerou o pico em 13,5 min, esta amostra
foi denominada 100% modificada, porém sabe-se que tem um pequeno outro na
Figura 64e relativo a tetrAmeros de Hb ndo modificados. Espécies de altos pesos
moleculares também foram formadas nas propor¢des 60:1/4h/2:1 e 60:1/4h/5:1, o

gue mostra que o tempo, a concentracdo de dissacarideo oxidado e a concentracao



do agente redutor séo fatores determinantes na obtencéo do produto final com um

alto grau de modificagdo quimica [121,122].

Tabela 15— Porcentual de modificag&do quimica para a HbBv modificada por o-

trealose
Amostras Modificacdo quimica

(%)
5:1/2h/2:1 2,3
6,36:1/6h/10:1 72,0
20:1/2h/2:1 2,81
20:1/4h/5:1 77,4
20:1/4h/15:1 74,3
40:1/3,2h/10:1 47,4
40:1/6h/1,59:1 76,0
40:1/6h/18,4:1 100,0
40:1/6h/10:1A 47,5
40:1/6h/10:1B 46,8
60:1/4h/2:1 81,1

60:1/4h/5:1 78,0
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Figura 62 - Cromatograma de HPLC da HbBv modificada com a o-trealose:
a) 5:1/2h/2:1, b) 20:1/2h/2:1, c) 20:1/4h/5:1 e d) 20:1/4h/15:1
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Figura 63— Eletroforese SDS-PAGE da HbBv modificada com a o-trealose; padréo
(linha 1), HbBv sem madificar (linha 2), 5:1/2h/2:1 (linha 3), 20:1/2h/2:1 (linha 4),
20:1/4h/5:1 (linha 5), 20:1/4h/15:1 (linha 6)
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Figura 64 - Cromatograma de HPLC da HbBv modificada com a o-trealose:
a) 6,36:1/6h/10:1, b) 40:1/3,2h/10:1, c) 40:1/6h/1,59:1, d) 40:1/6h/10:1,
e) 40:1/6h/18,4:1, f) 60:1/4h/2:1 e g) 60:1/4h/5:1
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Figura 65 - Eletroforese SDS-PAGE da HbBv modificada com a o-trealose;
padréo (linha 1), HbBv sem modificar (linha 2), 6,36:1/6h/10:1 (linha 3),
40:1/3,2h/10:1 (linha 4), 40:1/6h/1,59:1 (linha 5), 40:1/6h/18,4:1 (linha 6),
40:1/6h/10:1A (linha 7), 40:1/6h/10:1B (linha 8), 60:1/4h/2:1 (linha 9) e 60:1/4h/5:1
(linha 10)

5.9. TESTES BIOLOGICOS IN VITRO DOS PRODUTOS DE HbBV MODIFICADOS

5.9.1. Estudo da agregacédo plaquetaria em plasmarico em plaguetas (PRP) de

coelho in vitro

Testes de agregacao plaquetaria foram realizados nos produtos obtidos, com
o intuito de analisar se estes produtos teriam alguma influéncia na atividade de
agregacao plaquetaria. A Figura 66a, mostra o porcentual de agregacao
representada pelo porcentual de transmitancia induzida pelo agonista acido
araquidonico em funcdo do tempo. A Figura 66b apresenta a curva de agregacao
plaguetaria com o tempo da amostra o-trealose 40:1/6h/18,4:1. O mesmo
comportamento foi observado para todas as amostras. Podemos concluir que estes
produtos em contato com o sangue ndo causam mudancas na atividade plaquetaria,
pois eles ndo induzem e nem inibem a agregacdo, pois nenhum efeito no %T foi
observado quando os produtos de modificagdo bram colocados em contato com o
concentrado de plaquetas. Também ndo causam mudancas na forma das plaquetas,

que é representada pelo pico abaixo do 0% de agregacgéao (Figura 66a).
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Figura 66 — Cromatograma do porcentual de agregacdo em funcéo do tempo para o
estudo da agregacao plaquetaria: a) Agregacéo induzida com o acido araquidénico e
b) amostra 40:1/6h/18,4:1 para a o-trealose

5.9.2. Testes preliminares de vasoconstri¢éo in vitro

Os anéis da aorta de ratos albinos foram colocados em um banho
termostatizado, a 37 °C contendo solucio fisioldgica. Os anéis foram conectados a
transdutores de forca isométricas, e submetidos a uma tensao de 10 mN e mantidos
em repouso por 1 hora, com troca da solucéo fisiolégica a cada 15 minutos, para

obter-se o equilibrio a essa tensao.

A Figura 67 mostra o comportamento da tensdo em funcéo do tempo. A curva
representada pela fenilefrina representa como esta funcionando o 6rgédo isolado, que
€ um agonista para a contracdo e, como pode ser observado, ele sofreu uma
contracao maxima de 3,4 mN. Como pode ser visto, a amostra de HbBv modificada
causou uma maior contracdo em relagdo a HbBv ndo modificada. Isto pode ser
explicado devido ao porcentual de modificacdo quimica. Como tem um grande

numero de tetrameros de HbBv néo dissociados na HbBv modificada, isso faz com



gue a hemoglobina ligue-se ao NO presente no endotélio e, como consequéncia,
ocorre a vasoconstricdo. Em todas as curvas, ocorreu um aumento de tensao em
funcdo do tempo. Porém, um patamar de constancia para ambas foi atingido em
torno de 4 minutos de analise. Este efeito do aumento da tensdo nas amostras de
HbBv ndo modificada e modificada pode melhor ser observado na Figura 68, na qual
apresenta o porcentual de tensdo maxima em um tempo de quatro minutos.
Somente foi analisada a HbBv modificada com o-trealose 40:1/6h/18,4:1 devido ao
grau de modificacdo elevado, mas as outras amostras também serdo futuramente

analisadas.

Também foi adicionado um agonista, a acetilcolina, para avaliar a integridade
do endotélio nas aortas quanto ao poder de relaxagdo. Apenas anéis com o poder
de relaxacdo na faixa de 75-100% foram usados. Para cada injecdo das amostras,
tanto antes como apés a injecdo, foi adicionada a acetilcolina para avaliar a
integridade do endotélio. O resultado encontra-se na Figura 69, na qual uma mesma
aorta, sofreu o procedimento de injecdo de trés amostras. Pode ser visto que, ela
mantém o endotélio inalterado. Com este resultado pode ser concluido que a
vasoconstricdo realmente acontece com a HbBv modificada; porém, o mecanismo
até entdo dito dependente de NO [17, 58, 123], pode sofrer influéncias de outros
parametros presentes no endotélio vascular, pois quando a aorta tinha uma resposta
de relaxagcdo menor do que 50%, ou seja, seu endotélio ndo estava atendendo ao
estimulo da acetilcolina, a adicdo da HbBv modificada, ndo ocorria a contragao.

Portanto, a contracdo induzida pela HbBv € dependente de endotélio e ndo o destroi.
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Figura 67 — Comportamento da tensé&o sofrida pela aorta em func¢éo do tempo
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Figura 68 — Gréafico do porcentual de tensdo em um tempo de 4 minutos, barra vazia

corresponde a HbBv sem modificar e a barra com listas corresponde a HbBv
modificada com o-trealose 40:1/6h/18,4:1
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6. CONCLUSOES

1.

Um concentrado de células vermelhas bovinas isento de leucécitos, plaquetas e
proteinas hidrossoluveis foi obtido apds quatro lavagens.

O processo de isolamento da HbBv por meio de hemdlise por ultra-som foi o
mais eficiente e ndo levou a diluicdo na amostra.

As purificagdes adicionais por cromatografia de troca iénica, tanto no sistema
Flash 12i, como em coluna por gravidade, ndo diluiu significativamente as
solugbes de HbBv e, de acordo com os resultados de HPLC eliminou
completamente os fosfolipideos livres (FS, FE, FC, e EM) presentes nas
amostras de HbBv isoladas. Os picos Ul e U2 foram denominados produtos de
degradacédo dos fosfolipideos com o tempo de armazenamento das solucdes de
HbBvV e estes produtos sao instaveis com o tempo.

A técnica de eletroforese desnaturante, em presenca de SDS, mostrou a
auséncia de outras proteinas diferentes da HbBv.

Reagentes formadores de ligagdes cruzadas foram obtidos como resultado da
oxidagao da sacarose e da trealose, e foram caracterizados por espectroscopia
de absorc¢ao no infravermelho.

Em reacdes continuadas, a hemoglobina bovina purificada foi modificada
guimicamente em presenca desses dissacarideos oxidados. Os produtos
dessas reacdes foram analisados por HPLC e eletroforese SDS-PAGE, que
revelaram a formagéo de poli-HbBv.

Os produtos foram avaliados quanto a capacidade de causar agregacao
plaquetaria. Foi observada a completa auséncia deste efeito.

O efeito de vasoconstricao foi observado na HbBv modificada com otrealose
na proporcdo 40:1/6h/18,4:1. Este efeito € dependente de endotélio e
independente de NO.



92

. SUGESTOES

. A avaliagdo quantitativa da propriedade de carreador de oxigénio forneceria

dados consistentes para a selegcdo de condigbes reacionais e potenciais

substitutos para o sangue.

. Testes que venham a esclarecer sobre o efeito dos derivados de hemoglobina

guanto a vasoconstricdo deverao ser realizados.

. A determinagdo do teor de mete-hemoglobina em cada um dos produtos
obtidos fornecerd informacdo importante quanto a aplicacdo destes como

substituto para o sangue.

. Outros tipos de reacdo poderdo ser realizados, com o objetivo de diminuir a
concentragdo de Hb modificada intramolecularmente. Pro exemplo, a Hb
poderia ser modificada por meio da criacdo de um sitio de ligacdo com o NO,
para que ela carreie e entregue NO juntamente com o O2. Esse tipo de acdo
evitaria o efeito de vasoconstricdo, ja que o NO tem a funcdo de
vasodilatador.
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