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INTRODUCAO

Hemina pertence a uma classe de compostos organicos denominados de porfirinas. As
porfirinas possuem como base estrutural um macrociclo tetrapirrolico, que contém um
metal no centro ativo (MILAGRON, 1997). A atividade catalitica da hemina engloba
reacdes similares aquelas mediadas por peroxidases e por catalases (MUGNOL et al,
2008). As propriedades redox das porfirinas tém sido amplamente utilizadas em
Medicina e nanotecnologia (ANDRADE, S.M; 2002). Dextrana ¢ um polissacarideo,
soluvel em 4gua e facilmente funcionalizada através de seus reativos grupos hidroxilas
(NAESSENS et al, 2006), por ser atoxico, biocompativel, biodegradavel, e ter boa
solubilidade tem tornado estd molécula alvo de desenvolvimento de sistemas de entrega
de drogas (KIM, S. H ef al, 1999). A compreensdo do papel executado pelas porfirinas
em processos fisiologicos e patologicos, assim como sua aplicacdo em Medicina e
nanotecnologia necessitam do conhecimento das estratégias cataliticas utilizadas por
estes compostos na clivagem de peréxidos (MUGNOL et a/, 2008).

OBJETIVO

O objetivo ¢ sintetizar e verificar se o acoplamento dextrana-hemina interfere nas
atividades cataliticas da hemina nativa (peroxidase e catalase), além de avaliar a
resposta celular ao efeito deletério de peroxido de hidrogénio na presenga do complexo
dextrana-hemina.

METODOLOGIA

Sintese do complexo dextrana-hemina: A hemina contém dois grupamentos
carboxilas que podem ser ativados por carbodiimida (EDAC) (TAKAHASHI, K. 1986).
A ativagdo dos grupos carboxilicos da hemina foi feita em meio aquoso (pH 5,0) na
presenga de um excesso molar (3 x) de EDAC, o pH da solugdo foi ajustado com HCl
diluido, a reacdo foi mantida sob agitacdo a 37 °C por lhora e 30minutos. A seguir foi
adicionado a essa mistura a dextrana aminada 19%, em quantidade sub-estequiométrica
a concentra¢cdo de hemina e a reagdo foi mantida sob agitagdo, pH 5,0 a 37 °C por 3
horas. A separacdo do complexo dos demais reagentes da mistura de acoplamento foi
realizada por didlise excessiva contra dgua deionizada, seguida por centrifugacao.

Atividade de peroxidase: A reatividade do catalisador dextrana-hemina foi
acompanhada em tempo real por espectrofotometria de absor¢do eletronica em 200 a
800nm, seguindo a ordem de reagdo tampao fosfato de sodio 10 mM pH 13,0 complexo



dextrana—hemina (2,0 uM) e HOOH (025mM a 2,4mM) que foi adicionado aos 10
segundos de reacdo em cubeta com caminho optico de 1 cm, com registro de 300
segundos.

Cultura de célula e viabilidade com azul de Trypan: A linhagem de células
leucémicas humanas K562, ¢ derivada de um paciente de leucemia mieldide cronica.
Para os experimentos, as células K562 (3 x 105 cél/mL) foram incubadas com as
seguintes varidaveis: HOOH 0,2 mM, dextrana-hemina 2 pM, dextrana-hemina na
presenga de HOOH nas concentracdes de 2 uM e 20uM, todos comparados ao controle
(células sem nenhum tratamento), e mantidas a 37°C em atmosfera com 5% CO2. Apods
o periodo de incubagdo o total de células viaveis e invidveis foram contadas em camara
de neubauer.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A eficacia da reacdo de acoplamento da hemina a molécula de dextrana-aminada, foi
comprovada por técnica de espectroscopia de absor¢do eletronica UV-vis. Para auxiliar
o acoplamento a molécula dextrana foi aminada previamente para que a reagdo
ocorresse entre os grupamentos amina da dextrana e carboxilatos da hemina. O que
parece ter de fato ocorrido, pelas diferengas espectrais na regido correspondente a propria
molécula de dextrana, j4 que ndo héd grandes alteragdes espectrais na regido das bandas
Soret e transferéncia de carga, como demonstra a figura 1.
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Figura 1: Espectros de absorcio eletronica de hemina nativa e complexo dextrana-hemina. As
condi¢des experimentais foram: complexo dextrana-hemina 3,4 pM, hemina livre 3uM, dissolvidos em
tampao fosfato de sodio 10 mM pH 13,0, a cubeta com caminho 6ptico de 1cm.

A reatividade do complexo dextrana-hemina com H,O, foi acompanhada através do
bleaching da banda Soret do complexo dextrana-hemina, analisamos a relagdo
velocidade de bleaching versus concentragdo de H,O; (figura 2). A reagdo obedece uma
cinética de primeira ordem, ou seja, a velocidade de reacdo ¢ proporcional a
concentragdo de H,O,.
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Figura 2: Velocidade de bleaching (AAbs/s) x [H,0,]. As condigdes experimentais foram: complexo
dextrana-hemina 2uM, H,0, (0,25 — 2,4 mM) adicionados aos 10 segundos de reagéo, tampao fosfato de
sodio 10 mM pH 13, a cubeta com caminho 6ptico de lcm.

Uma vez elucidado que a reagdo de acoplamento ndo interferiu na estrutura e atividade
da hemina complexada, permanecendo a hemina com atividades cataliticas tipo
peroxidase e catalase-/ike, avaliamos a resposta celular, de células leucémicas ao efeito
deletério do perdxido de hidrogénio na presenca do complexo dextrana-hemina. O teste
de viabilidade celular ilustrado na figura 3 demonstra que apenas o complexo dextrana-
hemina quando incubado com células K562, ndo apresenta acdo pré-oxidante. Quando a
incubagdo das células ocorre na presenca do complexo dextrana-hemina e HOOH, ha
um aumento da morte celular, em comparacao as células incubadas apenas com HOOH.
Os testes demonstram ainda que a variagdo da concentracdo do complexo influencia na
resposta celular.

754

50|

% Viabilidade Celular

254

A |

S ® @6’ f
& &
< &,9 &f\,

Figura 3: Teste de viabilidade celular por azul Tripan. As condi¢des experimentais foram: dextrana-
hemina 2 puM e 20uM, H,0; 0,2 mM, periodo de 12 horas. A porcentagem de viabilidade das células
induzida pelo complexo dextrana-hemina foi expressa em relagdo ao controle na auséncia de H,0O, sendo
considerados 100% de viabilidade.

CONCLUSAO
A ligagdo covalente do complexo dextrana-hemina, ndo causou mudangas significativas,

no ferro heminico, por ndo haver mudangas espectrais na regido de absorbancia da
banda Soret, como demonstrado pela técnica de espectroscopia. O complexo



demonstrou ter atividades cataliticas (peroxidase e catalase) e foi capaz de exacerbar a
capacidade de HOOH em induzir a morte celular de células leucémicas K562.
REFERENCIAS

ANDRADE, S.M; COSTA, S.M.B.Spectroscopic Studies on the Interaction of a Water
Soluble Porphyrin and Two Drug Carrier Proteins. Biophysical Journal, Lisboa,
Portugal. v.82, p.1607-1619, 2002. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1301959/pdf/11867473.pdf.  Acesso
em: 08 de novembro, 2010.

KIM, S. H.; WON, C. Y.; CHU, C. C., Carbohydrate Polymers, v. 40, p.183-190, 1999.

MILGRON, L. R.; The Colours of Life: An Introduction to the Chemistry of
Porphyrins and Related Compounds, 1st ed., Oxford University Press: Oxford, 1997.

MUGNOL, K.C.R., PRIETO, T., et al. Inorganic Biochemistry: Research Progress. .
New York: Nova Science Publishers. ed ; 2008, v. 1, 44p.

NAESSENS, M.; CERDOBBELI, A.;, SOETAERT, W.; VANDAMME, Journal of
Chemical Technology and Biotechnology, v. 80, p.845-860, 2005.

TAKAHASHI, K., MATSUSHIMA, A., SAITO, Y, & INADA, Y. Journal Biochem
Biophys Research Commun. v.138,p. 283-288, 1986.



