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Introduccion

Como se ha publicado en articulos recientes [1, 2], el proceso de polimerizacion de la
Hemoglobina S (Ho S) [3, 4] es el proceso molecular basico de la Anemia Drepanocitica
(AD) [5]. Por atro lado la patdfisiologia de esta enfermedad esta relacionada con los
cambios de la forma y las propiedades fisicas de los gldbulos rojos [6]. Por esta razon
puede existir una conexion entre la aglutinacion macromolecular y la membrana del
eritrocito: una modificacion ce la interaccion Ho S-membrana. La interaccion entre la HbS
desoxigenada (desoxHbS) y la membrama de globulos rojos incluye interacciones
electrostaticas [7], las que pueden cambiar si se modifica la distribucion de cargas dentro de
la solucion de Ho como resultado de la polimerizacion. En este caso los gradientes de
campo eléctrico de la solucion de Ho pueden ser modificadcs.

Parametros fisicos tales como: tiempos de relgjacion magneética del proton [1], movilidad
macronolecular y microviscosidad [2] dentro de la solucidn de Hb han sido caracterizados
mostrando cambios significativos y dando nueva informacion de la polimerizacion de la
HbS bajo condiciones de desoxigenacion espontanea.

La sensibilidad de la relajacion magneética del deuteron (d) a los cambios de los gradientes
de campo eléctricos en tarno al nuicleo, en contraste con la relajacion magnética del proton
(P) [1], puede dar nueva informacion acerca de los cambios de los gradientes de campo
eléctrico interno, y la alteracion de la distribucion de cargas dentro de la solucion de HoS
bajo condiciones de desoxigenacion espontanea.

Un réapido intercambio es establecido entre las moléculas de agua libre dentro del solvente
(P vy las enlazadas a la Hb (B) en soluciones de Ho deuteradas bajo temperatura,
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concentracion y pH fisiologicos. Entonces, el tiempo de relajacion espin — espin (T>)
medido tanto para el protdn [9-13], como para el deuteron [14-17], pueden ser expresadas
como:
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donde PF y PB representan las poblaciones de agua libre y enlazada respectivamente.

Como ha sido demostrado [1:82], el cociente correspondiente al agua enlazada a la Hb
dominara la relgjacion:
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Para la evaluacion de los cambics de gradientes de campo eléctricos internos, se analiza la
alteracion de la distribucion de carga dertro de la solucion de Ho S como resultado de la
polimerizacion bajo condiciones de desoxigenacion espontanea. Con este objetivo, se

compara el comportamiento temporal del T, del proton y del deuteron determinadcs
simultaneamente en muestras de Ho parcialmente deuteradas.

Materiales y Métodos

Preparacion de las muestras de Hb. Las muestras de sangre fueron obtenidas a partir de
sangre total venosa donadas por individuos voluntarios y pacientes [1, 18]. Para la
obtencion de la solucion de Hb deuterada, los gldbulos rojos fueron incubados en una
solucion de Buffer fosfato salino deuterado (PBSD) durante 2 h, lavados 3 veces con
PBSD, hemolizado por congelacion y centrifugado (2000 rpm, 10 min) para remover el
sobrenadante [1]. Las soluciones de hemoglobina A (Ho A) y Hb S no deuteradas fueron
obtenidas por procedimiento clasico [1, 2]. Luego de esto, se prepararon 20 muestras de
350 [l mezdando 80% y 20 % de solucion de Ho deuteradas y no deuteradas,



respectivamente, para ser usadas en experimentos de Resonancia Magnética Nuclear

(RVN).

IMEtodo de relajacion magnética Protonica. El T, fue determinado en el Giromeg 01 (4
MHz) usando la serie de pulsos de Hahn, a 36 °C, y con un error menor del 5%. Las
mediciones fueron realizadas durante 8 h de desoxigenacion espontanea.

Andlisis estadistico. Para comparar los valores principales de los pardmetros fisicos
analizadcs, se usa un test de student (/=0.05). Antes de esto, se demuestra la distribucion
normal de la data y se usael test de FHsher ((1=0.05) para el anélisis variacional.

Resultados

El comportamiento temporal del T, del protdn y el deuteron en muestras parcialmente
deuteradas de HbAy HbS se muestra en la Figura 1. La explicacion y descripcion detallaca
del compartamiento del T, del praton ha sido publicado [1]. En la HbA tiene lugar €l
comportamiento temporal constante del T, del deuterdn. Sin embargo, en la HbS, se
observan las tres regiones en el camportamiento temporal sigmoidal: la region 1y I,
donde la efectividad de la relajacion es parcialmente constante; y en la region 11, T
disminuye en un tiempo promedio de 2.68 4 0.35 h. El comienzo de este decrecimiento se
define por el tiempo de demora (td) [1, 2, 18].

Haciendo una comparacion, teniendo en cuenta diferentes parametros que caracterizan la
relajacion magnética espin —espin a lo largo del proceso de polimerizacion de la HoS, tales
como los valores de T inicial y final (T2in, T-fin) ytd, son presentadcs en la Tabla 1.

Discusion
Los valores de T, del proton y el deuteron obtenidos a partir de las muestras de Ho Sy Ho

A estan en concordancia con las consideraciones tedricas encontradas en la lteratura [1, 14,
19]. Entrabajos anteriores [1] se ha demostrado gue el T, del proton depende del tiempo de



correlacion rotacional del agua enlazada a la proteina (Lic) y de la frecuencia (w) usada en
el experimento:
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donde G,y es el valor cuadrético medio de la energia dipolar protonica. Por el cortrario, la
relajacion magnética espin — espin del deuteron incluye contribuciones magnéticas (M) y
eléctricas (E):
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La contribucion magrética puede ser determinada usando la Ec. (1), corsiderando la
interaccion dipolar intramolecular del deuterdn dentro del agua enlazadaa la Ho.
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Figura 1. Compartamiento temporal de T, en Ho S mezcladas (80% deuteradas, 20% no-
deuteradas) a 36 °C bajo desoxigenacion espontanea. a) T del proton; b) T del deuterdn.
Las lineas continuas representan el ajuste sigmoidal y lineal de la data experimental
obtenida para las muestras de Ho Sy Hb A respectivamente. Las regiones |, 11 y 1lI



coinciden con las tres etapas caracteristicas del proceso de polimerizacionde laHo S, y el
td, con el irreversible comienzo de la aglutinacion macromolecular.

En soluciones deuteradas de Ho podemos encontrar tres tipcs de agua enlazada
dependiendo del contenido de deuterio: no-deuterada (ppO), parcialmente deuterada (pdO)
y completamente deuterada (ddO). En el valor de C para la interaccion p-d  (Goa)
dominara la interaccion dipolar del deuterdn, teniendo en consideracion los valores de la
razon giromagnética del proton y el deuteron ([ y [g) [19]. Por atro lado, la componente
eléctrica de la relajacion magnética del deuteron depende del momento cuadrupolar
eléctrico del deuterio (Q), la novilidad de la molécula de agua (CIc) y los gradientes ce
campo eléctrico alrededor de lamoléecula (g) [14]:
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Tabla 1. Principales valores de Tain, Tofiny td obtenidos del comportamiento temporal del
proton y del deuteron durante la polimerizacion de la HoS.

Parametros | proton (*H) deuteron (“H)
T2in(ms) 104+24 16,4
Tofin(s) 49,20 942
Toin/ Tofin 2.86 1042 268 +0.35
td (min) 335,25 311,28

donde () C&%qQ)/h, llamada constante de acoplamiento cuadrupolar, incluye las constantes
universales e y h. La constante Cq contiene informacion acerca del nimero cuéntico de
espin del deuteron y la asimetria de la molécula.

Teniendo en cuenta que Ya se ha explicado, la contribucion a la relagjacion magnética en el
caso del deuteron sera menor que la del proton dando lugar a menores valores del T, del
proton. Sinembargo, los valores del T, del deuteron son menores que los valores de T, del



proton segun las muestra de HoS y HbA del experimento (Fgura 1). Este resultado afirma
la contribucidn dominante de la componente eléctrica de la relajacion megnética del
deuterdn Ecs. (2'y 3) y la presencia de gradiente de campo eléctrico interno dentro de la
solucién de Ho.

El comportamiento sigmaidal de T, del deuteron para la HbS gque muestra la Figura. 1
puede ser explicado considerando el desarrollo del proceso de polimerizacion; el
comportamiento constante del T, de la HoA apoya esta conclusion. Las regiones |, 11y 11
coinciden con las tres etapas caracteristicas de la aglutinacion macromolecular [1, 2J:
nucleacion, polimerizacion irreversible y la formacion estructural de microdominics.
Durante la polimerizacion de la HbS, el tiempo de correlacion rotacional (Cr) aumenta dos
veces [2], causando un incremento de (e [1] y una disminucion de T Ecs. (1)-(3)).
Debido a que la relgjacion del deuterdn es potencialmente determinada por la movilidad del
agua enlazada (LIc) y los cambios de gradientes de campo elédtrico (Ecs. (1) vy (3)),
mientras que la relajacion del proton solo es afectada por variaciones de [ic Ec. (2); la
disminucion de los valores de T, del deuteron (Figura 1b) deben ser mayores que lcs
valores de T, del praton (Figura 1a), considerando la posibilidad del incremento del
gradiente de campo eléctrico interno como resultado de la polimerizacion de la HoS. Sin
embargo la Tabla 1 muestra que no existe diferencias estadisticas entre los valores de Ics
parametros fisicos del proton y el deuterdn.

Sin embargo, la Tabla. 1 nos muestra que no existen diferencias significativas ertre Ics
valores de los pardmetros td y Tn/Tofin para ambos nlcleos durante el proceso ce
polimerizacion de la HbS. En otras palabras, el T, del proton y del deuterdn describen en la
misma medida el proceso de polimerizacion de la HoS bajo condiciones de desoxigenacion
espontanea siendo este proceso el factor comun que determina el comportamiento obtenido
y que implica unincremento de [lry de [ic.

Los resultados obtenidos no muestran evidencias del incremento de gradientes de campaos
eléctricos internos dentro de la solucion de HoS como resultado del proceso de
polimerizacion. Por esta razon no podemos encontrar evidencias experimentales acerca de
la aparicion de alteraciones en las distribuciones de cargas dentro de la solucion de HoS
durante el proceso de polimerizacion en condiciones de desoxigenacion espontanea.



Conclusiones

El tiempo de relajacion espin — espin del deuteron muestra un comportamiento sigmoidal
compuesto por tres regiones en muestras de solucion de Hb S bajo condiciones de
desoxigenacion espontanea. Esto es, describe las tres fases bien conocidas de la
aglutinacion molecular:  nucleacion, polimerizacion irreversible y  formacion  de
microdominios estructurales. Este comportamiento se debe a la disminucion de la
movilidad de las moléculas de hemoglobina y agua como resultado del proceso de
aglutinacion molecular. No se encortraron evidencias del incremento de gradientes de
campos eléctricos internos dentro de la solucion de HbS como resultado del proceso de
polimerizacion de la Ho S en condiciones de desoxigenacion espontanea.
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