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INTRODUGAO:

A afinidade da hemoglobina (Hb) pelo oxigénio pode ser modulada por uma variedade de
fatores como pressao de 02 (PO2), H+/CO2 (Efeito Bohr) e presenca de 2,3-bifosfoglicerato
(2,3-BPG). Condigbes patologicas que causam hipoxemia, como na Sindrome da Angustia
Respiratoria Aguda (SARA - inflamagéo pulmonar aguda) sao caracterizadas por diminuigdo da
captacao de oxigénio e pH reduzido, dificultando a ligacdo Hb-O2. O uso de compostos que aumentam
a afinidade Hb-O2 podem ser uma alternativa terapéutica para doengas pulmonares que cursam com
baixa oxigenagao, melhorando o oxigénio pulmonar captado pela hemoglobina. Este estudo tem como
objetivo investigar os efeitos de compostos, mais especificamente 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) e
Voxelotor na HbA, com foco nos valores de P50 e constante de Hill nos pHs 6,5, 7,0 e 7,5 para avaliar
a afinidade Hb-O2, cooperatividade heme-heme e efeito Bohr. Também foi realizada a triagem de
novos compostos que pudessem se ligar a uma regido de interesse na Hb que tivessem o mesmo

efeito.

MATERIAIS E METODOS:

Utilizou-se sangue total isolado de amostras de sangue periférico de 3 voluntarios adultos

saudaveis, sem doencas hematoldgicas, que consentiram sua participagdo no estudo e assinaram o
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TCLE (CAAE 62849022.5.0000.5404). A Hb foi separada e purificada por cromatografia de exclusao
molecular em colunas de Sephadex 25G (Sigma-Aldrich; Missouri, USA) em tampao Hepes 50mM
(Sigma-Aldrich; Missouri, USA) e por cromatografia de troca ibnica (Amberlite MB3; Sigma-Aldrich;
Missouri, USA) para remover moléculas e sais residuais. Obteve-se Curvas de Dissociacao de
Oxigénio (CDO) por espectrofotometria (DU 800, Beckman Coulter-Fullerton, EUA) na temperatura de
250C, 70uM de Hb e relacao estequiométrica Hb:compostos de 1:1.5 (Voxelotor ou 5-HMF). Também
realizou-se experimentos na presenga de Inositol Hexafosfato (IHP, Sigma-Aldrich) 1mM como
mimético do 2,3-BPG. A afinidade de oxigénio foi determinada com a obtengao de P50 (pressao parcial
de O2 necessaria para saturagéo de 50% da Hb total). A Cooperatividade heme-heme foi calculada
pela constante de Hill (n), em que n=1 indica interagdo nao cooperativa e n=2 indica interagao
heme-heme cooperativa. Os experimentos foram realizados nos pHs 6,5, 7,0 e 7,5 para avaliagcédo de

Efeito Bohr, em duplicata experimental.

RESULTADOS:

O Voxelotor aumentou significativamente a afinidade pela Hb nos pHs 6,5 (p=0.004) e 7,0
(p=0.0104) em comparacao a stripped HbA (controle) e em todos os pHs em comparagao com 5-HMF
(p=0.0448, p=0.0109 e p=0.0047). As amostras com 5-HMF nao tiveram altera¢cdes comparado com o
controle. Na presencga de IHP, houve diferenga significativa de P50 nas amostras com Voxelotor em
todos os pHs (6,5 p= 0.0038, 7,0 p= 0.043 e 7,5 p=0.0007), demonstrando mudanca significativa no
alosterismo proteico e efeito Bohr positivo. Foi observada também diferenga significativa entre 5-HMF
e Voxelotor em pH 7,0 (p=0.0275) - figura 1.

Em relagdo a cooperatividade heme-heme, o Voxelotor apresentou valores de n abaixo de 1
para HbA stripped, indicando uma ligagdo nao cooperativa, semelhantemente as mioglobinas.
Diferencas significativas nos valores de n foram observadas entre Voxelotor e controle nos pHs 6.5
(p=0.0114) e 7.0 (p=0.0331), e entre Voxelotor e 5-HMF em todos os pHs (p=0.0047, p=0.026 e
p=0.0248, respectivamente). Na presenca de IHP, ndo foram encontradas diferengas significativas na
cooperatividade heme-heme entre os grupos, e os valores de n foram aproximadamente 2, indicando
que a ligacao de Hb-O2 permaneceu cooperativa e sensivel a ligagdo de fosfatos organicos, como o
IHP - tabela 1.

O screening de novos compostos nao identificou nenhum outro composto, além dos ja descritos

na literatura, capaz de ligar-se a Hb para aumento de sua afinidade ao O2.
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(A)| Amostra | pH [valorde p50oeDP| (B) SemIHp  #Mos Com IHP
6.5 1,99 +0.18
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. 4P 7 15,97 + 1,47 N ;
75 8924+054 D o

Figura 1. Resultados de P50 (mmHg) obtidos nos estudos funcionais (controle e compostos 5-HMF e Voxelotor.
(A) Médias e desvios padrao dos valores de P50 nos pHs experimentais 6.5, 7.0 e 7.5. (B) Graficos das Curvas
de Dissociagado de Oxigénio (CDO) nos estudos conduzidos nos mesmos pHs, mediante presencga e auséncia de
IHP - estdo plotadas as curvas médias da triplicata bioldgica.

Cooperatividade
Amostra pH Constante de Hill (n ) * 1DP
6.5 2.07£0.25
Hb stripped 7 1.89£0.27
7.5 2.02+0.52
6.5 1.74+0.26
IHP 7 1.95+0.61
7.5 2.14+0.14
6.5 1.99+0.08
5-HMF 7 2.11£0.29
7.5 2.03+0.10
6.5 2.33+0.66
5-HMF + |HP 7 1.99+0.03
7.5 1.88+0.43
6.5 0.84+0.12
Voxelotor 7 0.89+0.06
7.5 0.93+0.14
6.5 1.77 £0.02
Voxelotor + IHP 7 2.02£0.13
7.5 1.99+0.23

Tabela 1. Cooperatividade heme-heme (n) da Hb em diferentes pHs nas amostras controle e na presenca de
5-HMF e Voxelotor, com e sem efetor alostérico IHP.
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DISCUSSAO E CONCLUSAO:

O Voxelotor foi inicialmente projetado para aumentar a afinidade da Hemoglobina S (HbS) pelo
oxigénio, favorecendo a conformagéo relaxada (estado R) e impedindo sua polimerizagdo. Apesar de
ter sido projetado para o tratamento da Anemia Falciforme, este composto também pode oferecer
novos efeitos que ainda nao foram descritos e que poderiam ser explorados para outros fins. Este
estudo sugere que o Voxelotor também atua na HbA, podendo aumentar a afinidade de 02,
estabilizando a conformacdo R, reduzindo drasticamente a cooperatividade heme-heme e
demonstrando uma ligacdo muito estavel entre HbA e Voxelotor. No entanto, com a presencga de
fosfatos organicos, como o IHP, a afinidade de oxigénio da HbA permaneceu aumentada, enquanto a

cooperatividade heme-heme foi restabelecida e o Efeito Bohr se manteve presente.

Em conclusado, o Voxelotor aumenta significativamente a afinidade Hb-O2 em diferentes pHs,
particularmente em ambientes acidos e alcalinos, modulando o alosterismo da Hb de acordo com a
presenca de H+ e fosfatos organicos. Estas descobertas indicam algumas propriedades inexploradas
do Voxelotor na dindmica de ligacdo Hb-O2 e que deve ser mais investigada e que pode ser uma
alternativa para condicdes patoldgicas de baixa captacdo pulmonar em associagdo com acidose, como
na SARA.
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