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Neste trabalho, foi investigado o uso de mioglobina em membranas de transporte
facilitado para separacdo de oxigénio. As estratégias investigadas para estabilizar a
mioglobina contra a autoxidagdo foram: produgdo de proteinas recombinantes e
substituicdo do centro metilico de ferro para cobalto. Uma das mioglobinas mutantes
produzidas (a mutante dupla 29F68F) apresentou uma reduciio de 3,5 vezes na taxa de
autoxidacdo a 37 °C, comparativamente 4 mioglobina selvagem, enquanto para outra
mutante simples (a mioglobina 29F), a taxa de oxidagio foi 30% menor. Com a
substitui¢do por cobalto, o tempo de meia-vida passou de 13 h para mais de 96 h.

Os resultados obtidos com as membranas liquidas foram bastante expressivos.
Para a pressio de 3 cmHg, obteve-se uma permeabilidade ao O, de 1600 Barrer ¢ uma
seletividade de 21 com uma membrana liquida contendo 60 g/L de mioglobina nativa de
baleia. Membranas de polidlcoolvinilico (PVA) contendo mioglobina apresentaram
desempenho semelhante as membranas liquidas. Além disto, a imobilizagdo promoveu
uma estabilizacio contra a autoxidagdo da mioglobina de até 3 vezes.

O tempo de meia-vida para a cobalto-mioglobina mutante 29F imobilizada em
uma membrana de PVA operada a 7 °C foi estimado com sendo superior a 3 anos. Este
resultado, aliado ao bom desempenho das membranas em termos de permeabilidade e
seletividade, constitui uma contribui¢do significativa no campo de separagio de

oxigénio utilizando membranas de transporte facilitado.
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The aim of this work was to develop chemically stable carriers exhibiting high
oxygen selectivity to be used in facilitated transport membranes for air fractioning.
Strategies adopted in order to increase myoglobin stability were preparation of cobalt-
substituted proteins (CoMbs) and construction of recombinant proteins. Mutation
designed by 29F68F resulted in a resistance to oxidation 3,5 times higher than that
observed for a wild type myogiobin at 37 °C. To the 29F mutant, oxidation rate was
30% lower at these conditions. CoMbs exhibited a remarkable stability, at least ten

times higher than the correspondent FeMb.

Liquid membranes (LM) were obtained by impregnating a nylon microporous
support with a myoglobin aqueous solution. Results were very promising. A LM
containing a 60 g/L. aqueous solution of native myoglobin showed an O; permeability of
1600 Barrer and an O/Ns selectivity of 21. at 25 °C and 3 cmHg. On the other hand,
membranes made of Polyvinylalcohol (PVA) constituted a good alternative to the
problem of lack of operational stability exhibited by LM. Besides, immobilization of
myoglobin in a polymeric matrix promoted an extra stabilization against autoxidation,
giving half-life times about 3 times higher than those for myoglobin in solution. Half-
life time of a 29F CoMb immobilized in a PVA membrane at 7 °C was estimated as

being as high as 3 years.
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CAPITULOTI:

NTRODUCAO

Este capitulo constitui uma breve introducdo aos processos de separacgdo de gases com
membranas, com énfase no fracionamento do ar. Faz-se, entdo, uma comparacgdo entre
os métodos tradicionais e os processos empregando membranas para a producdo de
oxigénio. Em seguida, discute-se como os conhecimentos na drea biomédica de
substitutos do sangue podem contribuir para o desenvolvimento de membranas mais
adequadas a separacdo do O, Ao final do capitulo, sdo apresentados os objetivos do

trabalho e a estrutura da Tese.

Oxigénio é produzido classicamente pelo processo criogénico, desenvolvido em 1900
por Claude, Linde ¢ Hampson. A separagdo criogénica envolve as seguintes etapas:
compressdo do ar; remoc¢do de gas carbénico e dgua com peneiras moleculares;
resfriamento seguido de liquefacdo do ar; destilagdo para separagdo do oxigénio,
nitrogénio e argoénio (Castle, 2002). Por ser uma tecnologia antiga e ja bastante
estudada, poucos progressos podem ser esperados em termos de eficiéncia ¢ economia

do processo (Baker et al., 1987).

Outro método para obtengdo de oxigénio a partir do ar é o PSA (Pressure-Swing
Adsorption), que utiliza peneiras moleculares para atingir a separa¢io desejada
(Knoblauch, 1978). Neste processo, o ar é comprimido, resfriado e bombeado através de
um leito contendo o adsorvente. Nitrogénio é adsorvido enquanto oxigénio € coletado

como produto.

Entretanto, ambos os processos s3o energeticamente desfavordveis: os custos com
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energia no processo criogénico respondem por mais de 60% dos custos totais de
produciio e no caso do PSA, esses custos sdo ainda maiores (Baker et al., 1987, Castle,
2002). Os tipos de produtos e requerimentos energéticos especificos para a produgio de
oxigénio com varios graus de pureza por estes processos comerciais podem ser vistos na

Tabela 1.1.

Métodos alternativos para a produgfio de oxigénio tém sido investigados e o interesse
pelo assunto pode ser avaliado pelas cerca de 430 patentes relacionadas ao
fracionamento do ar depositadas nos Estados Unidos apenas na década de 90, 60% das
quais relaciona-se a processos no-criogénicos (Castle, 2002). Embora outros métodos
tenham sido propostos, os processos com membranas figuram como substitutos ideais.
A principal vantagem dos processos de separagiio empregando membranas (PSM) € a
possibilidade de se obter uma melhor separag@o em condig¢des de operagdo mais amenas

e, conseqiientemente, com menor gasto de energia.

Tabela 1.1: Requerimento energético especifico para produgio de oxigénio a partir do
ar (Matson et al., 1986).

Tipo de processo Produto Requerimento energético
(kW-h/ton Oy)

Criogénico 0; 99,5%, gas, 1 atm 275375
Criogénico Oxigénio liquido 950-1100
Criogénico 03 90%, gas, 1 atm 250

PSA 0, 90%, gas, | atm 400

Membranas poliméricas vém sendo utilizadas na separacio de gases ha mais de 100
anos, mas seu uso comegou a se intensificar nos ultimos 25 anos (Baker, 2002). Data de
1980 a primeira aplicagdo industrial de membranas nesta area, quando foi implantado
um sistema para recupera¢do de hidrogénio em plantas de amdnia. Desde entdo, o
mercado de membranas para separaciio de gases passou a movimentar em torno de 150
milhdes de dolares por ano, com uma estimativa de atingir cerca de 760 milh&es em

2020 (Baker, 2002).

A Tabela 1.2 apresenta as principais aplicagdes das membranas no campo de separagio

de misturas gasosas. Dentre estas, o fracionamento do ar é potencialmente a aplicagéo
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mais importante, em virtude do seu grande mercado (Baker, 2002). Oxigénio e
nitrogénio ocupam, respectivamente, a 3° ¢ 5° posigdes dentre os commodities quimicos
mais produzidos no mundo (Koros ¢ Mahajan, 2000), movimentando mais de 2,3
bilhdes de ddlares s6 nos Estados Unidos (Way e Noble, 1992).

Tabela 1.2: Aplicagio de processos com membranas na separagdo de gases (Baker et

al., 1991).

Tipos de Mistura Aplicagdes
Hidrogénio/Hidrocarbonetos Recuperagido de hidrogénio em refinarias
Hidrogénio/Mondéxido de carbono (Gas de sintese
Hidrogénio/Nitrogénio Gas efluente da sintese de amdnia
Agua/Ar Desumidificagdo do ar
Agua/Hidrocarbonetos Desidratagdo de gas natural
Gas Sulfidrico/Hidrocarbonetos Tratamento de gases sulfurados
Hélio/Hidrocarbonetos Separagdo do Heélio

Didxido de Carbono/Hidrocarbonetos Tratamento de gas acido

Hidrocarbonetos/Ar Recuperagédo dos hidrocarbonetos
Controle da poluigio

Oxigénio/Nitrogénio Enriquecimento do ar para inddstria
quimica e aplicagdes médicas

1.1 PROCESSOS DE SEPARACAO COM MEMBRANAS (PSM)

Embora uma infinidade de novos materiais poliméricos venha sendo pesquisada nos
ultimos anos, basicamente apenas cerca de nove polimeros respondem por 90% dos
sistemas implantados para separagdo de gases utilizando membranas (Baker, 2002}. Tal
discrepancia pode ser compreendida considerando-se os requisitos a serem preenchidos
pelos materiais destinados & separag@io de gases. Dentre eles, o custo, a capacidade de
formar membranas estaveis e com resisténcia mecanica nas condigdes de operagdo, a

permeabilidade ¢ a seletividade sdo os mais importantes {Baker, 2002).

A permeabilidade (Pj ¢ a seletividade (o) sdo pardmetros de especial importancia. A
permeabilidade é calculada pela razio entre o fluxo obtido € a forga motriz aplicada.

Quanto maior a permeabilidade do material, maior o fluxo do gis € menor a area de
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membrana requerida, implicando um menor custo capital. A seletividade pode ser
expressa como a razio entre a permeabilidade de cada gas da mistura. Quanto maior a
seletividade da membrana, maior a eficiéncia do processo e menor a forga motriz
requerida para uma dada separacdo. Consegiientemente, os custos operacionais

envolvidos serdo menores

Os primeiros sistemas para fracionamento do ar, na década de 80, eram baseados em
membranas de poli(4-metil-1-penteno), que exibiam uma seletividade O,/N, em tormo
de 4. Nitrogénio era o produto de interesse e uma pureza de 95% era obtida desta forma.
Posteriormente, em 1990, membranas com seletividade em tormno de 8 foram
empregadas, obtendo nitrogénio com pureza superior a 99%. Atualmente, de 5000 a

10000 plantas para separag@o de N estdo instaladas pelo mundo (Baker, 2002).

Por outro lado, como o ar contém aproximadamente 80 % de nitrogénio, produzir
oxigénio puro é uma tarefa bem mais dificil. Ar enriqueéido em oxigénio (em torno de
50% de O;) encontra diversas aplicacdes, como, por exemplo, no tratamento de
efluentes, na industria de polpa e papel, em processos fermentativos € em aplicagdes
médicas variadas. No entanto, o maior interesse, sem duvida, estd no oxigénio com

pureza superior a 99%.

Matson e Lonsdale (1987) fizeram uma analise econdmica na qual estimaram o custo de
produgao do O; pelos trés métodos citados {criogénico, PSA, PSM). De acordo com
seus resultados, concluiram que, utilizando uma membrana com seletividade 20 e
permeabilidade 300 Barrer é possivel obter oxigénio com 85% de pureza de modo
competitivo. Estimativas semelhantes foram feitas mais recentemente (Figoli et al.,
2001), as quais inchui também, como variaveis importantes, a temperatura de operacdo

(entre 0 e 40 °C) e a estabilidade operacional da membrana.

A Figura 1.1 mostra como varia a concentra¢do de oxigénio no produto em fungdo da
diferenga de pressdo aplicada atraves da membrana, para diferentes valores de

seletividade (Baker et al., 1987).
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Figura 1.1: Grau de pureza do produto como fungdo da pressdo através da membrana
(p2/pl) para diferentes valores de seletividade (o).

Analisando-se a Figura 1.1, observa-se que o maximo enriquecimento em oxigénio
depende exclusivamente da seletividade da membrana e das pressdes no lado do
permeado e da alimentagfo. Verifica-se, também que o grau de pureza maximo para

uma membrana com seletividade ao oxigénio em torno de 8 € de apenas 65%.

O problema reside justamente no fato de que a seletividade das membranas poliméricas
convencionais ¢sta restrita a valores entre 1,5 ¢ 8,5, embora a permeabilidade dessas
membranas varie em mais de 6 ordens de magnitude, como pode ser visto na Tabela 1.3
ou, graficamente, na Figura 1.2. E possivel observar pela Figura 1.2 que seletividade e
permeabilidade apresentam tendéncias opostas nas membranas poliméricas

convencionais.

Com base nos materiais existentes e nas perspectivas de crescimento do mercado, Baker
(2002) tragou um panorama do futuro das membranas para separa¢iio de gas, resumido
na Figura 1.3. O uso atual, bem como a expanséio dos processos com membranas na
produgio de oxigénio puro, depara-se com o desempenho limitado das mesmas em

termos de permeabilidade e seletividade.
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Tabela 1.3: Permeabilidade (P) e seletividade (o) de alguns materiais polim€ricos

(Baker et al., 1987).

N Polimero PO; (Barrer) PN, (Barrer) a (POyPN))
1 Poli(trimetilsilil propeno)® 4000 2000 2,0
2 ! Poli(dimetil siloxano)® 600 - 280 2,2
3 | Poli(1-butil acetileno)® 200 118 1,7
4 | Poli(metil penteno)® 37,2 8,9 42
5 | Poli(trimetilsilano de vinila)® 36,0 8,0 4,5
6 | Poli(isopreno)°® 23,7 8.7 2,7
7 | Poli(oxido de fenileno)® 16,8 3,8 44
8 | Poliestireno® 7.5 2,5 2,9
9 | Polietileno® 6.6 2,1 2,9
10 | Poli(imida)® 2,5 0,49 5,1
11 | Polipropileno® 1,6 0,30 5.4
12 | Policarbonato® 1.4 0,30 4.7
13 | Tetrabromo Bis A policarbonato® 1,36 0,18 7,5
14 ! Borracha butilica® 1,3 0,30 4,3
15 | Poli(metacrilato de etila)* 1,2 0,22 52
16 | Poli(triazol)® 1,1 0,13 8.4
17 | Acetato de celulose® 0,7 0,25 3.0
18 | Poli(fluoreto de vinilideno)® 0,24 0,055 44
19 | Poliamida, nylon-6" 0,093 0,025 2.8
20 | Poli(dlcool vinilico) b 0,0019 0,00027 3.2
21 | Poliamida, Kapton b 0,001 0,00012 8.0
22 | Poli{cloreto de vinilideno) € 0,004 (,0008 54
23 | Borracha de silicone® 620 280 2,2
24 | Polibutadieno® 19,5 6,5 3,0
25 | Triacetato de celulose” 1,2 0,2 59
26 | Poli(tetrafluoretileno) © 4,2 1,4 3,0

Indices: a- Robeson, 1991; b- Habert et al., 1997; c- Johnson et al. 1987.
Barrer = 107" cm3(CNTP).cm/(cm2.s.cmHg)
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Para que os PSM sejam economicamente competitivos com os tradicionais processos
criogénico € PSA na producdo de oxigénio com elevado grau de pureza, diferentes

estratégias tém sido adotadas (Koros € Mahajan, 2000, Wang et al., 2000).

Uma delas ¢ o uso de copolimeros de siloxano com outros materiais que melhorem sua
seletividade e propriedades mecéanicas. Membranas de polidimetilsiloxano apresentam
alta permeabilidade ao oxigénio, aproximadamente 600 Barrer, mas com uma baixa
seletividade, em torno de 2. (Wang et al., 2000). A introdugido de grupos funcionais que
provocam mudangas estruturais na matriz polimérica de forma a favorecer as
propriedades de separagdo das membranas também tem sido investigada (Hayakawa et
al., 1992, Aoki et al., 1995). Outra abordagem consiste no uso de peneiras moleculares
de carbono (CMS) produzidas por pirdlise de filmes poliméricos. Embora seletividades
superiores a 12 possam ser obtidas, a permeabilidade resultante muitas vezes é bem

menor que a do material original (Ghosal e Koros, 2000). -

A incorporagio de agentes complexantes que interagem especificamente com o
oxigénio constitui uma alternativa promissora no campo de enriquecimento do ar. A
reagdo de complexagdo na membrana gera outro mecanismo de transporte em adigdo &
difusdo ativada e, por isso, promove o aumento simultineo da permeabilidade e
seletividade da membrana. Este tipo de transporte facilitado do oxigénio tem sido
bastante estudado desde o trabalho original de Scholander, em 1960, e bons resultados

tém sido relatados na literatura (Figoli et al., 2001).

Como ilustragdo das melhorias proporcionadas pela presenca do agente complexante, a
Figura 1.4 mostra uma comparagdo entre o desempenho de membranas poliméricas

convencionais € membranas de transporte facilitado.

Membranas de transporte facilitado constituem uma 4rea de pesquisa onde qualquer
avango significativo pode resultar em enorme impacto comercial. Um aumento no valor
da seletividade de 8 para 12, por exemplo, pode representar uma economia de 15% nos

custos de produgio do O; (Baker, 2002).
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Figura 1.4: Relagdo entre permeabilidade e seletividade em membranas poliméricas
convencionais comparadas aquelas obtidas em membranas de transporte
facilitado. As membranas convencionais sfio as mesmas da Figura 1.3 e as
membranas de transporte facilitado foram selecionadas dentre as
apresentadas nas Tabelas 5.1 e 5.2, no Capitulo 5, para efeito de ilustragao.

Embora alguns progressos tenham sido obtidos em termos de melhoria na seletividade ¢
permeabilidade das membranas, a busca por um transportador de oxigénio ideal
continua sendo alvo de intensa pesquisa. Isto se deve, principalmente, a falta de
estabilidade do mesmo nas condi¢des de operagfo; em alguns casos, temperaturas
inferiores a 0 °C devem ser empregadas para que o transportador apresente um melhor
desempenho em termos de transporte de O e resisténcia & degradagio (Johnson et al,
1987). Nenhuma das membranas até entfio investigadas mantém-se estdvel por um

periodo superior a alguns dias (Baker, 2002).

A necessidade de transportadores de oxigénio para uso em membranas de transporte
facilitado encontra paralelo no desenvolvimento de substitutos do sangue para fins
clinicos. Neste ultimo caso, procuram-se moléculas com elevada capacidade de
transporte de O, para atuarem em situagdes de emergéncia como choques hemorragicos

ou mesmo devido a auséncia de estoque de sangue doado. Convém, assim, avaliar os
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avangos obtidos na area meédica de forma que os mesmos possam ser estendidos aos

objetivos deste trabalho.

1.2 BIOTRANSPORTADORES DE OXIGENIO

As primeiras tentativas de tratar pacientes portadores de anemia com solugdes de
hemoglobina datam do inicio do século (Waschke et al., 1997). Ainda que alguns paises
contem com um eficiente sistema de bancos de sangue, a partir da década de 80 alguns
fatores motivaram a busca por uma alternativa a transfusdo: o problema na
incompatibilidade de tipo sangiiineo, o risco de transmissfio de doencas e a limitagdo no

tempo de estocagem dos eritrocitos (Ketcham et al., 1999).

A causa mais comum de mortes em transfusfio de sangue se da em conseqiiéncias do
uso de tipos sangiiineos incompativeis (Ketcham et al., 1999). Além disto, mesmo uma
rigorosa selegdo ndo elimina o risco de transmissdo de doengas infecto-contagiosas. A
chance de transmissdo do virus da hepatite C, o HCV, é de 1:3000 por unidade de
sangue doado (1 unidade corresponde a 1/10 do volume total de sangue do corpo
humano) (Ketcham et al., 1999). A OMS estima que 80% das transfusdes de sangue em
todo 0 mundo ocorrem sem qualquer tipo de sele¢io (Winslow, 1994). Outro agravante
¢ que o tempo de estocagem maximo dos eritrocitos € de aproximadamente 42 dias, uma
vez que a viabilidade das células é comprometida como resultado de varias mudangas

bioquimicas (Ketcham et al., 1999).

Um dos tipos de substitutos para o sangue que tem sido investigado sio os
perfluorcarbonos (PFCs), compostos derivados da fluoretacdo de hidrocarbonetos,
aprovados para usos pelo FDA. Os PFCs atuam aumentando a solubilidade do O; no

plasma de 3% para aproximadamente 40-50% (Waschke e Frietsch, 1999).

A maior parte dos substitutos pesquisados compreende os chamados HBOCs
(transportadores de oxigénio baseados em hemoglobina), derivados da hemoglobina
humana ou de outras fontes. O uso da hemoglobina como transportador de O, requer
seu isolamento do microambiente natural dentro das células, no qual ela ¢ encontrada na
forma tetramérica. Fora das c€lulas, ela se dissocia em dois dimeros que sdo

rapidamente removidos da circulagio por meio de filtrag#o capilar e excrecdo (Waschke

10
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e Frietsch, 1999). Além de limitar o tempo de residéncia intravascular para
aproximadamente 2-4 horas, enquanto o ideal seria de 6 a 30 h (Waschke e Frietsch,
1999), a hemoglobina acumulada em outros tecidos pode ser degradada e os produtos
resultantes sdo extremamente toxicos. Hemoglobina livre também induz
vasoconstricgdo, hipertensdo e mal estar geral, o que vem sendo atribuido a sua grande

afinidade pelo éxido nitrico, entre outros fatores (Feit e Sladen, 1999).

Além das limitagbes anteriormente citadas, fora das células acontece uma oxidagio
irreversive! do ion ferro, responsavel pela ligacdo do oxigénio, com formagido de

metaemoglobina, uma molécula incapaz de transportar 0 Os.

Muitos procedimentos tém sido adotados visando contornar as limitagées das HBOCs
(Guillochon et al., 1981, Gaber et al., 1983, Guillochon et al., 1986, Snyder et al., 1987,
White e Olsen, 1987, Yang ¢ Olsen, 1989, Yang e Olsen, 1991, Bervers et al., 1991,
Wang et al., 1992). Virios produtos de grandes Laboratorios (Baxter Healthcare Corp.,
Biopure Corp., Hemosol Inc., Enzo Inc. entre outros) estdo em fase avangada de testes
clinicos, mas a busca por um substituto ideal ainda esta longe de terminar. A dificuldade

reside em encontrar um produto que satisfaga todas as exigéncias abaixo (Feit e Sladen,

1999):

Ser universalmente compativel;

Possuir alta capacidade de transporte de Os;
Nio apresentar efeitos de vaso-constric¢éo,
Possuir baixa viscosidade;

Nio oferecer riscos de infecgio;

N3ao acarretar outros efeitos colaterais;
Exibir estabilidade a estocagem;

¢ Ter baixo custo.

No entanto, se a finalidade do transportador € apenas aumentar a taxa de transporte do
O,, sem preocupa¢des com o0s aspectos clinicos envolvidos, muitas dessas limitagdes
podem ser ignoradas. Desta forma, pode-se considerar que o principal desafio a
utilizagdo da hemoglobina ou seus derivados em membranas de transporte facilitado

para separa¢io de oxigénio € a falta de estabilidade quimica das moléculas .

A biotecnologia constitui atuaimente uma potente ferramenta em favor do
desenvolvimento de novos transportadores de oxigénio. Utilizando a tecnologia de

DNA recombinante, a hemoglobina humana e outras hemo-proteinas como a

11
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mioglobina podem ser expressas em bactérias, plantas ¢ animais de forma a se obterem
moléculas com propriedades mais adequadas (Brantley et al., 1993, Thorsteinsson et al.,
1999, Waschke e Frietsch, 1999, Chang, 1999, Scott et al., 2000). A substitui¢io de
aminodcidos especificos oferece a possibilidade de manipular as caracteristicas

biologicas dessas proteinas, tornando-as mais estaveis ¢ com afinidade controlada.

E nesse contexto que se localiza o trabalho desenvolvido, que surgiu da integrago dos
Laboratérios de Biotecnologia e Separagio com Membranas, do Programa de

Engenharia Quimica da COPPE/UFRJ, inaugurando uma nova linha de pesquisa.

Cabe destacar que grande parte do trabalho experimental nesta etapa foi realizada com a
colaboragdo do prof. J. S. Olson, do Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular da
Rice University, em Houston (TX, EUA). O grupo do prof. Olson possui grande
experiéncia na area de hemoglobinas e mioglobinas, visando o desenvolvimento de
substitutos para o sangue. Varios estudos sobre os mecanismos de oxidagio destas
hemo-proteinas tém sido conduzidos com o objetivo de obter moléculas mais estaveis e
com afinidade pelo oxigénio adequada, sendo o desenvolvimento de proteinas

recombinantes uma das principais ferramentas utilizadas.

1.3 OBJETIVOS DO TRABALHO

O objetivo geral deste trabalho foi a obten¢&o de um membranas de transporte facilitado
de alta eficiéncia para a separagfio de oxigénio a partir do ar empregando a mioglobina

como transportador. Para tanto, deve-se:

» Aumentar a estabilidade da mioglobina contra a oxidagdo, adotando-se as
estratégias de construgdo de proteinas recombinantes e substituigdo do metal por

cobalto.
» Preparar membranas contendo o transportador. Tanto membranas liquidas

quanto membranas de transportador fixo devem ser investigada.

» Caracterizar as membranas quanto a permeabilidade ¢ seletividade ao O;. Deve-
se estabelecer as melhores condi¢des de operagdo (pressdo, temperatura) e

avaliar a estabilidade operacional das membranas produzidas.

12
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1.4 ESTRUTURA DA TESE

A disserta¢do foi dividida em 2 Partes, além deste capitulo introdutério. Aqui, foi
apresentada uma visdo geral do estado da arte no que diz respeito a separa¢io de
oxigénio utilizando processos com membrana, bem como dos progressos alcangados na

area de substitutos do sangue com transportadores baseados em hemoglobina.

A Parte 1 compreende os Capitulos 2, 3 e 4, e trata especificamente de
biotransportadores de oxigénio. A fim de explorar a habilidade de ligagdo com o
oxigénio e inferir sobre a estabilidade de um processo empregando mioglobina ou outra
hemo-proteina, é imprescindivel conhecer as caracteristicas e propriedades das mesmas,
os fendmenos envolvidos na ctapa de oxigenacdo e os fatores que afetam a sua

estabilidade. Estes assuntos sédo abordados no Capitulo 2.

O Capitulo 3 ¢ dedicado a uma revis#o critica dos mecanismos propostos para oxidacéo
de mioglobinas e hemoglobinas, bem como das técnicas adotadas para estabilizagio das
mesmas. O uso da hemoglobina como transportador de oxigénio com vistas a produgio

de oxigénio a partir do ar também ¢ considerado.

No capitulo 4 sido apresentados os principais resultados obtidos no preparo e
caracterizagdo de mioglobinas, com énfase na producdo de proteinas mutantes. Séo
introduzidas as técnicas de estabilizagdo utilizando a tecnologia do DNA recombinante,
discutindo-se desde a construgdo do plasmideo mutante, passando pela etapa de

fermentacio, até a separacdo e purificacdo da proteina de interesse.

A Parte 2 ¢ um estudo sobre membranas para separagdo de oxigénio e abrange o0s
Capitulos 5 e 6. No Capitulo 5 sdo relembrados os conceitos basicos da permeagéo de
gas, enfocando o transporte facilitade em membranas liquidas. Destaque ¢ dado a
producdo de ar enriquecido em oxigénio, que vem a ser o objetivo maior deste trabalho.
E feita também uma revisdo da literatura sobre os principais resultados obtidos com
relagdo ao enriquecimento do ar utilizando-se processos com membranas de transporte

facilitado.

O Capitulo 6 consiste na parte experimental relativa ao preparo de membranas de
transporte facilitado para separacio de oxigénio. Inicialmente, s3o apresentados os

resultados obtidos com membranas sem o agente transportador, com o objetivo de

13
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proceder a uma seleg¢do prévia de materiais adequados & produg@o das membranas, € a
sua devida caracterizagdo. Por fim, sfio discutidos os resultados obtidos para as

membranas contendo mioglobina.

Finalmente, o Capitulo 7 contém as conclusGes mais relevantes e as perspectivas futuras
para o uso de membranas de transporte facilitado na separag¢io de oxigénio, incluindo

sugestdes para trabalhos posteriores.
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CAPITULO 2:

IOGLOBINAS E HEMOGLOBINAS

Este capitulo € dedicado ao estudo das principais hemo-proteinas envolvidas no
transporte de oxigénio nos seres vivos, com destaque para mioglobina e hemoglobina.
Inicialmente, apresenta-se a estrutura e a oxigena¢do dessas proteinas, do ponto de
vista das mudancas que ocorrem na porgdo globina da molécula. A quimica da ligagdo
do oxigénio é detalhada em seguida, analisando-se os mecanismos propostos para essa
etapa. Posteriormente, sdo discutidas as propriedades da hemoglobina em solucdo,
apos extracdo dos eritrocitos, em termos das suas limitagées ao uso como
transportador de oxigénio. O problema da falta de estabilidade da molécula é

introduzido, sendo aprofundado no capitulo seguinte.

A transigdo da anaerobiose para a aerobiose foi um passo decisivo na evolucdo das
espécies, considerando-se que oito vezes mais energia € extraida da glicose no processo
acrobio. A fim de garantir o suprimento de oxigénio as células, 0s organismos
desenvolveram um eficiente sistema circulatorio bem como passaram a contar com

moléculas transportadoras de O, (Murray, 1996).

A hemoglobina ¢ conhecida por ser o mais eficiente transportador de oxigénio a
temperatura ambiente. Além disto, tendo em vista sua grande importancia bioquimica e
medica, a relativa facilidade de isolamento e a variedade de técnicas que podem ser
empregadas no seu estudo, a hemoglobina tem sido a mais estudada entre todas as

proteinas.

A seguir, mais detalhes sobre esta e outras importantes hemo-proteinas.
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2.1 HEMOGLOBINA

A hemoglobina é uma proteina tetramérica, aproximadamente esférica, com 55 A de
didmetro. Cada cadeia polipeptidica, ou sub-unidade, contém um grupo prostético
hemo, responsavel pela ligagdo do oxigénio, como mostrado na Figura 2.1. As quatro
cadeias sdo unidas por interagdes ndo-covalentes. A hemoglobina de um adulto normal,
a HbA, ¢ formada por duas cadeias do tipo o e duas do tipo B, com massa molar igual a

64 KDa (Murray, 1996).

HEMO

Figura 2.1: Representacdo de um tetramero de hemoglobina. Cada uma das quatro
cadeias possui um grupo hemo, responsaveis pela ligacdo do oxigénio
(Casidav et al. 1998).

As cadeias o ¢ [ sdo similares em comprimento, possuindo cada uma 141 e [46
residuos aminoacidos. respectivamente. No entanto, diferem bastante na estrutura
primarta. Como pode ser visto na Figura 2.1, a estrutura secundaria da proteina ¢

conshituida predominantemente por hélices, contendo de 7 a 20 aminoacidos cada.

Neste trabalho for adotada a nomenciatura da proteina descrita por Dickerson e Géis
{Thorsteinsson al.. 1998). A posicdo dos aminoacidos nas cadeias ¢ representada por
uma letra. relactonada & hélice na qual ¢le se encontra, seguida por um numero, que
representa sua posigdo na hélice. Assim, por exemplo, o residuo ValEl] refere-se ao

aminoacido valina. localizado na hélice E. na posigio 11.

A disposi¢do dos aminoacidos ¢ tal que o interior de cada cadeia € formado quase que

exclusivamente por aminodcidos hidrofobicos, com exce¢do de duas histidinas,
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altamente polares (Stryir, 1981). Esse micro-ambiente hidrofébico € essencial a

manutencao da reversibilidade da ligagio do oxigénio, como serd visto posteriormente.

No organismo dos vertebrados, a hemoglobina estd contida no interior dos eritrocitos,
ou glébulos vermethos, correspondendo a cerca de 95% do contetdo total de proteina
intracelular dos globulos vermelhos. A forma biconcava destas células, mostrada na
Figura 2.2, proporciona uma maior area para a transferéncia de oxigénio entre o plasma

e 0 seu interior,

Eritrocitos
ou gldbulos vermelhos.

Leucocitos,
ou globulos brancos.

Figura 2.2: Fotomicrografia obtida em microscopio eletronico de varredura (MEV) de
um vaso sangilineo no interior do qual é possivel identificar eritrécitos e
leucocitos (Stryir, 1981).

O nivel de hemoglobina normalmente varia de 14 a 18 g/dL. em homens ¢ de 12 a 16
a’/dL em mulheres. O tempo de vida de uma célula vermelha normal ¢ de 120 dias o
que representa uma média de 2 milhdes de células sendo renovadas por segundo. A
produgiio de novos eritrocitos ¢é regulada pela proteina eritropoietina, uma glicoproteina
com 34 KDa. A critropoictina ¢ sintetizada principalmente pelos rins ¢ liberada na
corrente sangiiinea. percorrendo até a medula ossea, onde interage com os progenitores
das células vermelhas via receptores especificos, fazendo-os proliferar (Murray et al..

1996).

A hemoglobina desempenha duas atividades principais no organismo: transportar O
dos pulmdes para os tecidos e transportar COz e prétons no sentido inverso. A primeira
funcdo é ilustrada na Figura 2.3. A presenga deste transportador no sangue possibilita
um aumento na solubilidade do oxigénio de aproximadamente 3 mL/L. para 200 mL/L

(Stryir. 1981).
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O oxigénio dentro dos alvéolos pulmonares € transferido para a hemoglobina no
interior das células vermelhas através das 3 camadas que constituem a parede dos
alvéolos, difundindo-se pelo plasma e permeando pela membrana dos eritrocitos. Este
processo dura aproximadamente de 0,4 a 0,5 segundo. Por outro lado, devido a sua
maior afinidade pela hemoglobina, o CO; completa o percurso inverso em apenas 0,1

segundo, mesmo com o baixo gradiente de pressdo parcial deste gas (Nos¢, 1998).

Reacao
quimica
capilar sangiiineo

eritrocito

tecidos
O, combinado
{ritioglobina e
enzimas)
P S
alvéolos/' metabolismo i i i alvéolos
puimonares celular g iy
05 04 03 02 01 0
Tempo (segundos)
(A) (B)

Figura 2.3: (A) Transporte de oxigénio pela hemoglobina presente no interior dos
eritroeitos, (B) Esquema do processo de transferéncia do oxigénio dos
alvéolos pulmonares para a hemoglobina contida no interior dos
eritrocitos. Adaptado de Nosé, 1998.

2.1.1 O Grupo Hemo

O grupo hemo pertence a classe dos complexos tetrapirrole, ligantes macrociclicos pelo
menos parcialmente insaturados que, em sua forma desprotonada, podem ligar
fortemente ions metalicos divalentes (Kaim e Schwederski, 1994). Algumas

caracteristicas comuns a esses tipos de compostos sio:

e Arranjo planar ou aproximadamente planar bastante estavel, em torno de um metal

central.
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e Usualmente bastante seletivos com relagdio ao tamanho do fon coordenado. fons com
tamanho de 0,6 a 0,7 A se ajustam perfeitamente na cavidade central do plano,

enquanto que ions maiores ficam afastados.

e O ion metalico apresenta 6 posi¢des de coordenagio, em um arranjo
aproximadamente octaédrico, com 2 sitios axiais disponiveis para ligacdo. Em geral,
um deles destina-se a ligagdo do substrato e outro, a regulagio da atividade da

proteina.

e Apresentam intensa banda de absor¢do na regido visivel do espectro

eletromagnético, sendo, por isso, classificados como pigmentos.

O hemo ¢ um grupo prostético, uma unidade ndo peptidica essencial i atividade da
hemoglobina. Consiste de uma parte orgédnica, a protoporfirina, e do atomo do ferro, na
forma de Fe(II). A protoporfirina € formada por um anel tetrapirrole com sub-unidades
ligadas por pontes de metileno nas quais estfio presentes radicais metil, vinil e
propionato. Esta estrutura pode estar arranjada de diferentes manetras, mas apenas um

dos isdmeros, a protoporfirina IX, estd presente nos sistemas biolégicos (Murray et al.,
1996).

Como mostrado na Figura 2.4, o ferro encontra-se ligado a quatro atomos de nitrogénio
no plano do anel, sendo possivel formar duas ligagdes adicionais em lados opostos em
relagdo ao plano do hemo. A quinta posi¢io de coordenacio € ocupada pelo nitrogénio
do grupo imidazol de um dos dois aminoacidos histidina presentes no interior da
hemoglobina, identificado como F8 e denominado histidina proximal. Forcas de van de
Waals e pontes de hidrogénio também sdo responsaveis pela ligagdo do grupo hemo na

hemoglobina (Murray et al., 1996).

O oxigénio liga-se na sexta posi¢ido de coordenagdo do ion metalico. O grupo hemo
também € acessivel a outras pequenas moléculas como CO e a anions como CI°, OH e
CN™ (Niederhoftfer et al., 1984).
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Figura 2.4: O grupo hemo (Fe-protoporfirina IX) ligado ao Nitrogénio do aminoacido
Histidina.

Embora ndo esteja directamente ligada ao oxigénio, a presenga de uma histidina
localizada acima do plano de ligagio do hemo (denominada histidina distal - HisE7),
tanto na hemoglobina quanto na mioglobina, é de suma importancia no processo de
oxigena¢do. A HisE7 desempenha a importante fun¢io de impedir a formagio de
peroxidos, complexos do tipo hemo-0O,-hemo. O aminoacido Valina (ValE11) também
protege a regido de ligacdo do oxigénio (Niederhoffer et al., 1984). A oxidagio do sitio
de ligacdo do O, sera discutida no Capitulo 3. A histidina proximal (HisF8) exerce
papel fundamental na etapa de oxigenac¢do da hemoglobina, a qual sera discutida a

seguir.

2.1.2 Oxigenacao da Hemoglobina

A presenca de um grupo hemo em cada cadeia polipeptidica permite a ligacdo
simultinea de quatro moléculas de oxigénio. As intera¢des entre as sub-unidades na
molécula sdo responsaveis pela cinética de ligagdo cooperativa exibida pela
hemoglobina, propriedade que a permite ligar uma quantidade‘méxima de oxigénio nos

pulmoes ¢ libera-la nos tecidos (Murray et al., 1996).

A cooperatividade na hemoglobina depende da transi¢do reversivel entre duas estruturas
quaternarias, uma de baixa afinidade pelo O,, a desoxi, ou T, € outra de alta afinidade, a
oxi, ou R (Kilmartin, 1978). Durante a oxigenagfo, o atomo do ferro, que estd situado

0,6 A fora do plano do anel, move-se em direciio a este; o movimento é transmitido para

25



Capitulo 2 Mioglobinas ¢ Hemoglobinas

a histidina F8, que esta diretamente ligada ao metal, ¢ aos demais residuos a ela ligados,

como mostrado na Figura 2.5.

Figura 2.5: Oxigenacio da hemoglobina. Em azul a forma desoxi - antes da ligagdio do
0,, e em vermelho, a forma oxi - apos a ligagéio do O,. O ferro move-se
0,6 A em dire¢io ao plano do hemo, como representado nesse esquema.

Como resultado desses movimentos, as 8 ligagdes entre os terminais carboxil das quatro
sub-unidades, representadas na Figura 2.6, sdo rompidas. A captura subseqiiente das
préximas moléculas de oxigénio ¢, entdo, facilitada, j4 que envolve quebra de menos
ligagdes, sendo energeticamente mais favoravel. Além disto, um par o/} de sub-
unidades move-se em relagiio ao outro, compactando o tetrdmero € aumentando sua

afinidade pelo O, (Perutz, 1970).

N Asp His .
NH3 94 e ¥ coon Bl
. aAre Asp Lis
coo” 4 126 40 NH3T %
l . Lis ASD Al'g ’ _ U.]
NH3 /40 126 141 COO
< His Asp + B2

COO™ 146 94 NH3

Figura 2.6: Ligagdes entre as sub-unidades na desoxihemoglobina, que sdo rompidas
durante a oxigenagao.
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Em conseqiiéncia deste mecanismo, a curva de saturagio da hemoglobina assume uma
forma sigmoidal, como pode ser visto na Figura 2.7. Isto porque a ligagdo do primeiro
oxigénio favorece a ligagdo do segundo, e assim por diante (Niederhofferr, et al., 1984).

Tal comportamento € bem descrito pela equagéo 2.1:

K(p0,)"

=— n=28 2.1
b4 1+ X(po,)" 2.1

Onde y ¢ a fragdo de moléculas de hemoglobina ligadas ao O, pO, ¢ a pressio parcial
de oxigénio no equilibrio e K, a constante de equilibrio da reagfio de oxigenagdo. A
pressdo parcial de oxigénio na qual metade dos sitios de ligagdo da hemoglobiha esta
saturada é denominada Ps. E ficil mostrar que Psg estd relacionada 3 constante de

equilibrio K da seguinte forma:
K= (1/Pso)" @2)

A medida do grau de cooperatividade de uma proteina ¢ dada pelo coeficiente de Hill,

n. A equacdo de Hill relaciona a fragio de saturagido y a pressio parcial:

log[%]=nlog(p02)—nlog(Pﬂ.) (2.3)

Na auséncia da cooperatividade, a representagdo grafica de logly/(1-y)] em
relacdio a log (pO;) fomece uma linha reta com coeficiente angular n=1. Caso
contrario, n nio ¢ constante, e é obtido a partir da inclinacio maxima da curva

(Niederhofferr, et al., 1984).

A ligagdo do oxigénio ¢ também afetada por um numero de modifica¢des
heterotrépicas, como as causadas pelo pH, CO; e fosfatos orginicos. Estes
modificadores alostéricos sdo responsaveis pela menor afinidade da hemoglobina pelo

oxigénio em condigdes fisioldgicas, como ilustrado na Figura 2.7.

Dentro dos globulos vermelhos, 2,3-difosfoglicerato (DPG) esta presente
aproximadamente na mesma concentragdo molar que a hemoglobina. O DPG se liga a
desoxihemoglobina, formando ligagdes adicionais com as cadeias B que estabilizam a

forma ndo oxigenada, diminuindo a afinidade pelo oxigénio. Cada tetrAmero liga uma
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molécula de DPG na sua cavidade central. Durante a oxigenagao, a cavidade torna-se
muito pequena ¢ a molécula de fosfato ¢ excluida. A presenga do DPG garante uma
maior oxigenagdo dos tecidos visto que ocasiona um aumento na Ps; de
aproximadamente 1 para 20 mmHg (Raw et al., 1981). Em alguns animais, a afinidade

da hemoglobina pelo oxigénio ¢ regulada por ions CI' em vez de DPG (Marta et al.,
1998).

100 s m e e e

_. 80
X
lg 60 +
S H*, DPG, CO,
W  cee---
H !
o % X
rcs .
W X
20 ' Pso
: i
0 v

0 20 40 60 80 100 120 140
Pressdo (mmHg)

Figura 2.7: Curva de saturagio da hemoglobina. Na presenca de DPG, CO; ou ions H”,
a afinidade da hemoglobina pelo O; é diminuida, garantindo uma maior
oxigenagdo dos tecidos.

O transporte de CO; pela hemoglobina ¢ feito de duas forma. Uma delas € a reagio com
o terminal amino das cadeias o e [3, com formagio de um carbamato. Cerca de 15 % do
gas carbonico € transportado desta forma. CO; também ¢ transportado na forma de
bicarbonato. Nos tecidos, o gas carbdnico ¢ convertido em carbonato e protons, pela
agio de uma enzima, a anidrase carbénica. O ion carbonato entra na corrente sangiiinea
enquanto os protons sdo capturados pela desoxihemoglobina e transportados para os
pulmoes. La, ocorre o processo inverso: CO; € reconstituido pela acdo da mesma

enzima, sendo, entao, exalado enquanto o O; liga-se a hemoglobina (Murray, 1996).

Tecidos sob intensa atividade metabélica liberam mais CO;, de forma que o pH ¢
bastante reduzido. O efeito de Bohr, que consiste na diminui¢dio da afinidade na

presenca de fons H', assegura a provisdo de O; a esses tecidos (Murray, 1996).
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2.2 MIOGLOBINA

A mioglobina ¢ uma proteina monomérica com massa molar em torno de 17 KDa,
dependendo da espécie, que contém 153 aminoacidos € um grupo prostético por
molécula. Apresenta uma estrutura bastante compacta, com dimensdes de,
aproximadamente, 45x35x25 A. Cerca de 75% dos residuos estio presentes na forma de
8 o-hélices, contendo de 7 a 20 aminoacidos cada, dispostos de forma que o interior da
molécula contém apenas aminoacidos ndo polares, com excec¢do de duas histidinas. A

superficie externa contém aminoécidos polares e nao polares (Stryir, 1981).

A estrutura da mioglobina pode ser vista na Figura 2.8. Apesar da diferenga no nimero
€ nos aminoacidos presentes, as estruturas secundaria € terciaria da mioglobina e da

cadeia § da hemoglobina sdo quase idénticas (Stryir, 1981).

Figura 2.8: Modelo da mioglobina, mostrando os 4tomos de carbono da cadeia
polipeptidica (pontos em preto) e a posi¢do do grupo hemo, conectado a
cadeia pelos aminoacidos histidina distal (HisE7) e proximal (HisF&).

2.2.1 Oxigenacio da mioglobina

Na desoximioglobina, o atomo do ferro, fica afastado cerca de 0,3 A do plano do anel
porfirina. Durante o processo de oxigenagiio, ocorre um deslocamento de 0,2 A em
direcdo ao metal, de forma que a histidina proximal e os aminoicidos covalentemente
ligados a ela, movem-se também, como acontece com a hemoglobina. No entanto, o

efeito cooperativo, caracteristico da hemoglobina, estd ausente.
A oxigenagdo da mioglobina pode ser descrita pelo seguinte equilibrio:
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Mb + 02 L d Mb02 (2.4)

A constante de equilibrio da reagéo, K, ¢ dada por:

_ [MbO:]

= 2.5
[Mb][02] 23)

Sendo y a fragdo de moléculas de mioglobina ligadas ac O, e pO, a presséo parcial de

equilibrio, tem-se que:

b4
K=—"— : 2.6
(1-vy)po, (26)
Logo,
KpO,
¥=1+xpo, @7

Este ¢ a equagdo de uma curva hiperbolica, como apresentado na Figura 2.9 (Murray,

1996).
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Figura 2,9: Curva de saturagio da mioglobina, comparada aquela exibida pela
hemoglobina.

Mesmo para pressdes tio baixas quanto 10 mmHg, uma grande fracdo do gas ainda
permanece ligada ao hemo, o que toma a mioglobina uma proteina eficiente na
estocagem de oxigé€nio no organismo (Wang et al, 1997). O valor de Psy para a
mioglobina do musculo cardiaco humano ¢ de aproximadamente 1 mmHg. O musculo

cardiaco € o que possui maior concentra¢io de mioglobina (Niederhoffer et al., 1984).
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2.3 HEMERITRINA

Alguns invertebrados como moluscos, crustaceos e artropodes utilizam a hementrina
para fazer o transporte e estocagem do oxigénio. Esta proteina octamérica contém dois

centros metalicos por sitio ativo com massa molar de 108 KDa.

Ao contrario do que o nome indica, o grupo hemo nio esta presente hemeritrina. Muitas
caracteristicas fundamentais ainda ndo foram verificadas estruturalmente, mas varios
métodos fisicos tém contribuido para elucidar indiretamente a estrutura dos centros de
coordenacio do O,. Medidas magnéticas mostram que a forma oxi apresenta uma
molécula de oxigénio por dimero de ferro. Medidas da absorgdo de luz indicam que o
metal deve estar coordenado pelos aminoacidos da proteina. Bandas caracteristicas de
peroxidos foram identificadas através de técnicas de espectroscopia vibracional
(Niederhoffer et al., 1984, Kaim e Schwederski, 1994).

A Figura 2.10 mostra as provaveis estruturas da hemeritrina nas formas oxigenada e
desoxigenada. Os ions Fe(II), na forma desoxi, estdo ligados a aminoacidos histidina,
sendo que apenas um dos ions estd hexacoordenado. Quando o oxigénio se liga ao ferro
ndo saturado, os dois ions Fe(Il) sfo oxidados a Fe(Ill), com redugdo simultinea do
substrato ao estado peroxido. A ligagdo € reversivel (Niederhoffer et al., 1984, Kaim e
Schwederski, 1994).

His ~c~ His His ¢ His
/
O__(Asp) O 0_(Asp) O
C /C
(Glu) (Glu)

Figura 2.10: Formas desoxi (a esquerda) e oxi (a direita) da Hemeritrina.
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2.4 HEMOCIANINA

A hemocianina é uma proteina contendo cobre que ocorre em moluscos e artropodes. A
massa molar desta proteina varia de 400 KDa a 8900 KDa. Seu sitio ativo tem sido
extensivamente estudado, sugerindo que a desoxihemocianina contém dois ions Cu(l)
por sub-unidade. A hemocianina exibe variados graus de cooperatividade, dependendo
das condigdes experimentais. Tal variagdo € esperada, tratando-se de uma proteina com
cerca de 160 a 200 sitios de ligacdo. Em muitos casos, o efeito de Bohr ¢ invertido, de
forma que a proteina apresenta uma maior afinidade pelo oxigénio a baixo pH, o que é
interpretado como uma adaptagio dos organismos para permitir a liga¢o do oxigénio

mesmo na presenga de elevadas concentragdes de CO; (Niederhoffer et al., 1984).

Ao contrario do ferro no hemo, o cobre ocorre como um complexo tetrapirrole, estando
diretamente ligado a proteina através das histidinas. O cobre na forma desoxi encontra-
se no estado de oxidagdo (I), enquanto que a forma oxi, azul, contém Cu(il}. Dois tipos

de estrutura tém sido atribuidos & hemocianina, como mostra a Figura 2.11.

A ligagio do cobre com o oxigénio € reversivel, o que causa uma certa surpresa devido
a coordenagdo maltipla, com o oxigénio na forma de um perdxido (Niederhoffer et al.,
1984, Kaim e Schwederski, 1994),

o / ----------------------
His Hé'
- O0—0 H
Hls\|u” /\'Cuh/ e
7\
/HlS OH HIK
: .-His—,
_HlS-I:SCuI Cu"" ; ou
\ N e

Figura 2.11: Formas desoxi (2 esquerda) e oxi (a direita) da hemocianina.
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A Tabela 2.1 apresenta um resumo das caracteristicas das proteinas anteriormente
descritas (Niederhoffer et al., 1984, Kaim e Schwederski, 1994).

Tabela 2.1: Resumo das caracteristicas das principais proteinas de transporte ou
estocagem de O;.

Proteina Massa molar Forma Metal
(KDa)
Hemoglobina 64,5 Tetramérica 4 Fe
Mioglobina 17,8 Monomérica 1 Fe
Hemeritrina 108 QOctamérica 16 Fe
Hemocianina 400-600 * Cu

* Contém de 180 a 200 sitios de ligagdo por molécula.

A Tabela 2.2 apresenta outras proteinas envolvidas na reagdo com o oxigénio nos seres
vivos. Embora também estejam envolvidas no transporte de oxigénio, as mesmas
apresentarn  algumas desvantagens que as tornam inadequadas ao uso como
transportador de O, em solugdes ex-vivo. Apesar de a hemocianiana ligar
reversivelmente o oxigénio, ela o faz por um tempo limitado, perdendo cerca de 20 %
de sua capacidade de ligagdo do oxigénio a cada ciclo oxi/desoxi (Kaim e Scwederski,
1994).

Tabela 2.2: Proteinas envolvidas na reagdio com o oxigénio.

Proteina Metal Fonte Localizagdo
Hemoglobina (Hb) Fe(h)  Mamiferos Corpusculos
Aves Corpusculos
Peixes Corpusculos
Mioglobina (Mb) Fe(h)  Mamiferos Musculo
Qutros vertebrados Musculo
Alguns invertebrados  Musculo
Eritrocruorina (Eri} Fe (h)  Répteis Plasma
Insetos Plasma
Bactérias
Clorocruorina (Clo) Fe {h) Vermes marinhos Plasma
Hemeritrina (Her) Fe (nh) Vermes marinhos Corpusculos
Hemocianina (Hct) Cu Moluscos Plasma
Artropodes Plasma
Hemovanadina (Hv) V Ascidians Corpusculos

h-hemo
nh- ndo hemo
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A hemeritrina, como a hemocianina, é muito volumosa, o que dificultaria sua difus@o na
solugdo, limitando a taxa de transporte do O2. Além disso, o fato de o oxigénic formar

um complexo do tipo peroxido deve limitar a reversibilidade da reagZo.

As eritrocruorinas sdo tipos especiais de hemoglobinas presentes em invertebrados,
recentemente descobertas (Vinogradov e Sharma, 1994, Dewild et al, 1998,
Thorsteinsson et al., 1999). Em insetos, elas existem como mondmeros ou dimeros,
apresentando vérias isoformas. Em alguns crustaceos, sdo encontrados agregados
poliméricos de 800 KDa, e em alguns tipos de répteis, estruturas com 10.000 KDa tém
sido identificadas. Em geral, as eritrocruorinas exibem uma afinidade pelo oxigénio
maior que na hemoglobina humana e variados graus de efeito de Bohr (Ruf et al., 1994).
Relativamente grandes quantidades tém sido isoladas a partir de larvas de insetos. Ruf
et al. (1994) obtiveram aproximadamente 15 gramas da proteina a partir de 1 Kg de
larvas. No entanto, sua tendéncia a oxidagio quando em solugfio € maior que a exibida

pela mioglobina e hemoglobina (Thorsteinsson et al., 1999).

Outras proteinas contendo o grupo hemo estio presentes em alguns seres vivos. No
entanto, suas fun¢des sio bastante diferentes, como mostrado na Tabela 2.3 (Kaim e

Schwederski, 1994).

Tabela 2.3: Proteinas contendo hemo na sua estrutura.

Proteina Funcdo
Catalase Metabolismo de H,O-
Peroxidase Metabolismo de H,O;
Citocromo C Transferéncia de elétron
Citocromo C oxidase Oxidag#o terminal (O; —» H;0)

Flavoproteina oxigenase  Incorporac@o de oxigénio molecular

A maioria dos transportadores de oxigénio, naturais ou sintéticos, perde gradativamente
sua atividade durante a operacio. Esta perda de atividade ¢ geralmente atribuida a
oxidacio irreversivel do complexo original, com formagido de um complexo inativo no
qual o metal se encontra num estado de oxidagdo mais elevado (Niederhoffer et al.,
1984, Kaim e Scwederski, 1994). Para entender as caracteristicas de reversibilidade da

reacdo de oxigenagdo bem como avaliar os fatores que podem provocar a falta de
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estabilidade dos transportadores, é importante avaliar a ligagdo do oxigénio do ponto de

vista microscOpico, ¢ que sera discutido a seguir.

2.5 A QUIMICA DE LIGACAO DO OXIGENIO

O fato de que solugdes aquosas de aménia contendo sais de cobalto(Il) tornavam-se
escuras quando expostas ao ar foi observado ha mais de um século. Foi Alfred Werner,
em 1900, quem primeiro caracterizou os complexos com oxigénio, mas s¢ em 1938
Tsumaki mostrou que a mudanga de coloragio observada era causada pela oxigenagéo

reversivel dos mesmos (Niederhoffer et al., 1984).

Na década de 40, Calvin et al. e Diehl et al. estudaram intensivamente as propriedades
transportadoras dos complexos de Co(II) com ligantes do tipo Salen, com o objetivo de
estocar oxigénio para aplicagdes militares. Os resultados, no entanto, foram
desapontadores pois os complexos se deterioravam rapidamente. Estudos indicaram que
tal deteriora¢dio era conseqiiéncia da oxidago irreversivel pelo oxigénio, com formagio
de CO; e H,O. Nesta mesma época, Hearon et al. relataram a liga¢iio do oxigénio por
Co-bis(histidina) em solugio. Com este trabalho, os autores demonstraram que a

oxigenagdo reversivel ¢ um processo natural, e ndo um fendmeno isolado (Niederhoffer

etal., 1984).

Apesar destas descobertas, até os anos sessenta pouca aten¢do foi dispensada ao
assunto, quando, entdo, tentativas de modelar a hemoglobina presente nos sistemas

biolégicos renovaram o interesse por esta area.

O oxigénio € uma molécula estavel, normalmente no estado triplete cuja distribuigio
eletronica ¢ dada na Figura 2.12. Desde que elétrons adicionais entram em orbitais anti-
ligantes, n*, a redugdo do oxigénio resulta em ligagdes O-O mais fracas. A Figura 2.12
apresenta também a distribuicdo eletronica do O, em outros estados comumente

encontrados (Kaim e Scwederski, 1994).
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30, 0, '0,('A) '0,('%)

Figura 2.12: Distribuigio eletronica na molécula do oxigénio, O,.

A presenca dos elétrons desemparelhados nos orbitais degenerados "2, & responsével
pelo carater paramagnético do oxigénio molecular ¢ inibe sua reagdo com grande parte
das substancias diamagnéticas. Sua liga¢do com a maioria dos complexos metdlicos é
irreversivel, sendo reduzido ao estado de oxidagio (-II), com formagdo e oxidos ou
hidréxidos. No entanto, compostos organometalicos de ferro, cobalto, rodio, iridio e
outros elementos do grupo IX da tabela periédica formam ligagio reversivel com o O;
(Kaim e Scwederski, 1994).

Os metais de transi¢do que ocupam o centro destes ligantes apresentam os orbitais d
total ou parcialmente preenchidos. A diferenga entre a configuragfio h.s. (alto spin) e L.s.
(baixo spin) estd relacionada aos niveis de energia ocupados pelos elétrons nestes
orbitais. Quando ocorre o preenchimento do orbital, a partir do 4° elétron, este podera
ocupar o nivel de energia mais baixo {chamado de baixo spin) ou o mais alto

(denominada de alto spin) de acordo com o esquema da Figura 2.13.

-
20
o A AL
= T =
U A Ay t
I T/ 2g
&, alto spin d&°, baixo spin

Figura 2.13: Distribui¢@o dos elétrons nos orbitais d.
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A distribuigdo eletronica do dtomo de ferro pode ser representada como [Ar]3d%s’. Seu
diagrama de energia fica como mostrado na Figura 2.14. O Fe(II) na desoxihemoglobina
esta na configuragdo h.s., possuindo um tamanho inadequado para ser acomodado na
cavidade central do anel porfirina. Durante a oxigenag#io, o ion ferro passa para um
estado de baixo spin deixando livres os orbitais de maior energia (e;). Com isso, ha
diminuigio do raio do ferro, de 0,78 A para 0,61 A, de forma que ele pode se ajustar no
plano do anel. Como ja foi discutido anteriormente, o deslocamento do ferro em diregio
ao plano hemo ¢ transmitido para as outras sub-unidades e € essencial ao efeito

cooperativo da hemoglobina (Kaim e Schwederski, 1994).

A presenca de um numero par de elétrons desemparelhados na paramagnética
desoxihemoglobina favorece sua ligagdo com o oxigénio. A oxigenagdo resulta em um

complexo do tipo (Reed e Cheung, 1977):

O angulo da ligagdo Fe-O-0 ¢ estimado em 115" (Kaim e Scwederski, 1994). O estado
de oxida¢io do ferro na oxihemoglobina, entretanto, ainda € alvo de estudo e duas

alternativas t€m sido propostas.

Pauling e Coryell, em 1936, observaram pela primeira vez o cariter diamagnético da
oxihemoglobina e o atribuiram a formacdo de um complexo de Fe(Il) ls. com 'O,
coordenado, do tipo Fe(II)O2(0). Segundo este formalismo, durante a oxigenagio
haveria transferéncia da densidade eletronica do O, ligado para o centro metélico
eletropositivo, enquanto que os orbitais ¢ parcialmente preenchidos do metal
contribuem com uma retro-doagdo para os orbitais n* parcialmente preenchidos do O»

(Kaim e Scwederski, 1994).

Weiss (1964) propds um mecanismo em que o Fe(Il) transfere um elétron para o O;
coordenado, produzindo um complexo do tipo Fe(II)O»(-I). O diamagnetismo observado
para a oxihemoglobina seria, entio, decorrente do forte acoplamento

antiferromagnético entre o elétron desemparelhado do Fe(Il) e aquele do oxigénio.
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A favor da teoria de Weiss tém-se dados de freqiiéncia vibracional da liga¢do O-O, que
se assemetham mais ao O,, dados de espectroscopia de Mdssbauer e alguns aspectos da
reatividade quimica da HbO;. No entanto, a questio do tipo de ligagdo entre o ferro
hemo e o O; permanece sem uma conclusdo definitiva. A Figura 2.14 apresenta uma

comparagdo entre as duas teorias discutidas.

A A
Forma de'o_x1 ’ Distribuigio
(paramagnética) oni
A >~ eletronica do
A Fe(ll) h.s
Ay—
/
Pauling Weiss
Forma oxi

(diamagnética)

r
ki

Fe(ID) (d% 1s. + 'O, Fe(II) (d°) Ls. + Oy~

Figura 2.14: Comparacio entre as teorias de Pauling & Coryell e Weiss para a ligacéo
entre o ferro hemo e a molécula de oxigénio na oxihemoglobina.

Reed e Cheung (1977) sugeriram que estados de oxidagfio fracionarios, em vez de
inteiros, representariam melhor o tipo de liga¢io nestes complexos FeO-. Estimativas de
0,1 a 0.8 tém sido feitas para uma série de complexos Co-O,. Miller e Chance (1995),
utilizando a técnica do raio X, estimaram uma transferéncia de elétrons para o O, de

75% no caso da mioglobina.

Na verdade, uma transferéncia completa de elétrons do metal para o oxigénio causaria
uma oxidag¢io do transportador, com perda da sua capacidade de transporte. Complexos
que formam ligagbes reversiveis s@io aqueles em que o oxigénio ligado pode ser
removido por uma mudan¢a na temperatura, pressdo parcial do gas, pH ou outras
condigbes. A oxigenagdio reversivel requer que o composto seja capaz de suportar

diversos ciclos de oxigenagio/desoxigenaciio sem perda apreciavel da sua atividade
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2.6 SUBSTITUTOS DO SANGUE

A extragdio da hemoglobina a partir dos eritrdcitos possibilitaria um uso mais eficiente ¢
seguro do sangue doado. Solugdes de hemoglobina sdo mais eficientes na captura e
liberagio de oxigénio que os eritrocitos, pois oferecem uma menor resisténcia ao
transporte (Page et al., 1998); outra vantagem ¢ que seu uso elimina a preocupagdo com
a compatibilidade de tipos sangiiineos, além de ndo apresentar limite quanto ao tempo
de estocagem e permitir a esterilizagdo para remover microorganismos patogénicos

(Sekiguchi, 1993, Farmer et al., 1993, Matsura et al., 1993, Winslow e Chapman, 1994).

Grande esfor¢o tem sido empregado na obtencdo de substitutos para o sangue,
moleculas que possam desempenhar a mesma fungdo de hemoglobina, mas sem as suas
limitagdes. A maioria dos estudos envolve o uso de transportadores de oxigénio
baseados na hemoglobina modificada (HBOCs), mas outros tipos substitutos também

tém sido testados.

Os primeiros substitutos surgiram durante a II Guerra Mundial, quando solucdes
aquosas de polivinilpirrolidona (PVP) foram empregadas apenas para manter o volume
sangiiineo. Durante a Guerra do Vietna, solugdes aquosas de hemoglobina ou similares

foram empregadas sem sucesso, uma vez que produziam muitos efeitos colaterais.

Na década de 60, uma classe de compostos denominados perfluorcarbonos (PFCs)

comegou a ser testados. A estrutura de uma molécula de PFC € mostrada na Figura 2.15.

/ 5
FfrF F/\FF\F F'\F

Figura 2.15: Representacio da estrutura do 1,8-diclorohexadecafluorooctano.

Os PFCs aumentam consideravelmente a solubilidade do oxigénio na agua, de 2,3 %
{v/v) para 40 a 50 %; no entanto, por serem hidrofobicos, requerem o uso conjunto de
um agente surfactante (Riess, 1993). Além disto, a contagem de plaquetas no sangue
diminui pois as mesmas sdo seqitestradas juntamente com o PFC para o figado. Outra

limitagdo € que a solubilidade do O; em solugdes de PFC a um pressdo de 100 mmHg
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(que € a pressdo de O; nos pulmdes) ¢ baixa. Pressdes parciais maiores que 400 mmHg

devem ser empregadas para garantir saturacdo das solugdes (Faithfull, 1993).

A primeira geracio HBOCs utiliza hemoglobina reticulada com agentes bifuncionais
como glutaraldeido (Guillochon et al., 1981, Guillochon et al., 1986) ou diaspirinas
(Yang e Olsen, 1989 ¢ 1991, White ¢ Olsen, 1987, Snyder et ai., 1987), que estdo em
fase avangada de teste (Chang, 1999).

A segunda geragdo de substitutos compreende as poliHb-CAT-SOD, hemoglobinas
reticuladas com as enzimas catalase (CAT) e superoxido-dismutase (SOD), a fim de
minimizar os problemas de toxidez causados pelos subprodutos da autoxidagio da

hemoglobina, como superoxidos e outros radicais (Chang, 1999).

A terceira geragao ¢- formada por hemoglobina encapsulada em lipossomas ou
nanocapsulas biodegradaveis, juntamente com as enzimas catalase € superdxido-

dismutase (Sakai et al., 1996, Chang et al., 1999).

Além da hemoglobina humana, hemoglobina de origem animal, especialmente a bovina,
tem sido intensivamente estudada, por ser mais barata ¢ abundante. Na hemoglobina
bovina a ligagdo do oxigénio € regulada por ions Cl', em vez de DPG, como ocorre na
hemoglobina humana. Além disso, sua afinidade € inferior 2 hemoglobina humana, o
que facilita a completa liberagio do oxigénio nos tecidos (Lee et al., 1993, Standl,
1996). A Tabela 2.4 apresenta os progressos alcangados no campo de substitutos do

sangue.

Embora melhorias significativas no tempo de retengfo intravascular € no controle da
afinidade pelo oxigénio tenham sido obtidas, a taxa de autoxidagdo destes substitutos.
em geral, aumenta (Guillochon et al., 1981, Guillochon et al.,, 1986, Synder, 1987,
Yang e Olsen, 1989, Benesch, 1994, Nedjar-Arroume et al., 1995, Ketcham e Caims,
1999). Tal fato ndo constituiu séria limitagdo se o objetivo- € estabilizar um paciente
durante choque hemorragico ou manter um nivel suficiente de oxigenago dos tecidos

até que o paciente se submeta a transfusio de sangue.
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Tabela 2.4: Situagdo dos substitutos de sangue em fase avangada de testes clinicos
(Tobias, 2000).

Produto Empresa Fonte da Hemoglobina e
Modificacio
HemAssist Baxter Humana com diaspirina
Reticulada
PolyHeme Northfield Humana com glutaraldeido
Polimerizada
HemoLink Hemosol Humana com o-rafinose
Polimerizada
Hemopure Biopure Bovina com glutaraldeido
Polimerizada
PHP Ajinomoto/ Humana Piridoxalada
Apex Conjugagada com polioxietileno
PEG-Hb Enzon Bovina com polietileno
Conjugada com glicol
Optro Somatogen Recombinante expressa em E. Coli
Humana reticulada

Paralelamente as aplicagdes clinicas, os transportadores de oxigénio podem também ser
empregados, por exemplo, na construgdo de sensores (Minato et al., 1993) e na aeragio
de culturas submersas (Leung, et al., 1997). Uma outra abordagem ¢ a utilizacdo de
solugdes de hemoglobina no transporte de oxigénio através de membranas (Scholander,
1960, Wittenberg, 1966). Nestes casos, o observado aumento na taxa de autoxidagio da
hemoglobina e derivados é de especial importancia e deve ser contornado a fim de

viabilizar o uso desses transportadores.

2.7 TRANSPORTE DE O; EM SOLUCOES DE HEMOGLOBINA

Scholander (1960) realizou o primeiro estudo sobre transporte facilitado de oxigénio.
Foi observado um aumento de 8 vezes no fluxo de oxigénio relativamente ao nitrogénio
quando uma membrana microporosa era impregnada com solugdo aquosa de
hemoglobina. O transporte seletivo do O também foi observado em solugdes contendo
mioglobina, embora, neste caso, uma rdpida degradagio do transportador tenha limitado

a vida util da membrana (Scholander, 1960).

Wittenberg (1966) deu continuidade a linha de pesquisa, estudando o mecanismo de

difusdo do oxigénio através dessas membranas. Foi proposto que o fluxo total de
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oxigénio através da solugdo de hemoglobina seria dado por dois componentes distintos,
que sdo aditivos: o fluxo difusivo simples, que independe da presenga da hemoglobina,
e o fluxo facilitado, responsavel pelo aumento da taxa de difusdo. Verificou-se também,
que hemoglobina ¢ mioglobina aumentavam o fluxo de oxigénio em uma mesma
extens&o por mol de hemo, ja que esta € a unidade a qual o oxigénio se liga. Testes com
Hemeritrina mostraram uma mesma razio de ligagdo de oxigénio por massa molar que a
hemoglobina ¢ mioglobina. O valor de Psp em tomo de 2,2 mmHg mostra uma
afinidade pelo O; relativamente elevada de forma que houve um aumento significativo
no fluxo do oxigénio, mas inferior ao proporcionado pela hemoglobina. Além disso,
enquanto que nas outras hemo-proteinas a ligagdo do monéxido de carbono anula o
transporte facilitado do oxigénio, a hemeritrina parece ndo reagir com o CO
(Wittenberg, 1966).

Foi também observado que o aumento na massa molar da proteina resultava em uma
diminui¢do do transporte facilitado, sendo que proteinas com massa molar maior que

2000 KDa ndo promoviam transporte facilitado do O; (Wittenberg, 1966).

Chen et al. {1996) também estudaram o mecanismo de transporte facilitado através de
solugdes aquosas de hemoglobina, tendo este sido bem descrito pelo modelo da dupla
sor¢do. Boa permeabilidade ao oxigénio foi observada, com uma seletividade também

elevada.

No entanto, a maior barreira a uma ampla utilizagdio da hemoglobina é a sua
autoxidacio, com formagdo da ferrthemoglobina, ou metaemoglobina. A hemoglobina
em solugdes ex-vivo € instavel, principalmente em agua, um solvente prético. Varias
tentativas de estabilizar a hemoglobina, como adsor¢do, ligagcdo covalente e oclusio,
geralmente conseguem protegé-ia contra a desnatura¢do, mas autoxidac@o ainda persiste

(Nedjar-Arroume et al., 1995).

Tsuchida (1993), trabalhando com hemoglobina encapsulada em lipossomos, observou
que mais de 10 % da hemoglobina tinha sido convertida em metaemoglobina apos 60
dias de estocagem a 4°C. Domokos et al. (1993) estocaram lipossomas a 4 C em
atmosfera de N, por um periodo superior 2 um ano, ao final do qual o conteudo de
metaemoglobina foi de 36 %. Nelson et al. (1993) estudaram a estabilidade da

hemoglobina modificada por reticulagio com diaspirinas ¢ observaram que solugdes
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estocadas a -20 C eram estdveis por um periodo superior a um ano, mas quando
mantidas sob refrigeracdo a 4 C, este periodo era reduzido a algumas semanas. Em

temperatura ambiente, as solugdes mantiveram-se estaveis por algumas horas.

Desta forma, o préximo capitulo ¢ dedicado ao estudo dos fatores que levam a perda de
estabilidade da hemoglobina e mioglobina e dos mecanismos envolvidos na reagio de

autoxidagio dessas proteinas.

2.8 CONCLUSOES

Os principais transportadores de oxigénio naturalmente encontrados sio hemoglobina,
mioglobina, hemocianina e hemeritrina. A hemoglobina é, sem duvida, o mais
importante de todos, pela proporgdo em que ela ocorre € pelas caracteristicas peculiares
por ela apresentadas, sendo por isso a mais estudada entre todas as proteinas. A
mioglobina também apresenta propriedades transportadoras, mas devido a alta afinidade
pelo oxigénio, sua principal fungdo no organismo ¢ a de estocagem do gas nos tecidos.
A hemocianina e hemeritrina sdo menos conhecidas e mesmo as suas caracteristicas ¢

propriedades ainda ndo tém sido totalmente elucidadas.

As vantagens que podem advir da obteng@o de um substituto para as células vermelhas
do sangue, como possibilidade de esterilizagdo do material, estocagem por periodos
prolongados e auséncia de preocupagio com efeitos imunologicos, justificam o grande

esforgo concentrado na busca dos chamados substitutos do sangue, ou sangue artificial.

Muitos trabalhos tém sido realizados na tentativa de contornar as limitacdes inerentes ao
uso direto da hemoglobina isolada a partir do sangue, humano ou de outras fontes. Tais
limitagdes sdo, basicamente, a maior afinidade pelo oxigénio apresentada pela
hemoglobina acelular e seu curto tempo de permanéncia na circulagdo, conseqiiéncia da
degradacio dos tetrimeros a dimeros. Neste aspecto, 0 uso da hemoglobina modificada,
seja microencapsulada ou reticulada, constitui grande avango para a obtencdo de um
transportador adequado para uso clinico. Emulsdes a base de fluorcarbonos também tém

sido testadas com sucesso.

Além da evidente importincia clinica da hemoglobina, ¢ possivel vislumbrar outras

aplicagdes baseadas na sua habilidade de ligar reversivelmente o oxigénio molecular,
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como a construcdo de sensores de O, e a aeragdo de culturas submersas. O uso de
solugdes de hemoglobina impregnadas em membranas microporosas, com vistas a
separagio de oxigénio a partir do ar, constitui uma outra linha de pesquisa que vem

sendo investigada em alguns trabalhos.

O uso de membranas liquidas na obtengio de O, com elevado grau de pureza ja ¢ alvo
de estudo ha algumas décadas, sendo que a maioria dos trabalhos relatados utiliza
compostos a base de cobalto para complexar o oxigénio. A facilidade de isolamento,
purificagao e caracterizagdo da hemoglobina e suas Gtimas propriedades transportadoras
30 um incentivo ao uso desta em substitui¢io aos transportadores sinteticos, ou como

um modelo para estudar o fendmeno de oxidagdo desses transportadores.

Embora resultados animadores tenham sido obtidos com a hemoglobina, esta também
apresenta a o problema da oxidagdo irreversivel quando se encontra fora dos eritrocitos.
Tal limitacdo ndo chega a inviabilizar seu uso para fins clinicos, visto que a mesma
pode ser estocada a temperaturas suficientemente baixas de forma a inibir a oxidagao.
No entanto, para o objetivo considerado neste trabalho, a formagdo da metaemoglobina

deve ser controlada a fim de garantir a viabilidade do processo.
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CAPITULO 3:

STABILIDADE DA MIOGLOBINA

Neste capitulo, discute-se a reagfio de oxidago de hemoglobinas ¢ mioglobinas, a qual
resulta na produgio da forma férrica dessas proteinas, com conseqiente
comprometimento da capacidade de transporte de oxigénio. Inicialmente, sio
apresentados os mecanismos de redugdo da metaemoglobina no interior dos eritrécitos
metabolicamente ativos. Em seguida, sfo discutidos a estabilidade e os fatores que
influenciam a taxa oxida¢do em solugdes ex-vivo. Os mecanismos propostos na
literatura sio apresentados e avaliados quanto a sua consisténcia em relagdo as
observacdes experimentais relatadas. Por fim, s3o analisadas algumas estratégias

adotadas visando melhorar as caracteristicas de estabilidade das solugdes.

3.1 INTRODUCAO

A metaemoglobina estd presente no sangue humano em baixas concentragdes (inferiores
a 3%) como resultado da agio de um sistema para redugio de Fe(Ill) a Fe(I). A enzima
NADH-citocromo bs oxidorredutase (metaemoglobina redutase — MHbR), presente nos
musculos e células verinelhas, previne o acimulo da forma férrica. Além disto, existe
um eficiente sistema de dismutacdo do O; * pela enzima superéxido-dismutase e de
quebra do H,O; pelas enzimas catalase e glutationa peroxidase (MacDonald, 1994).
Estas enzimas previnem os efeitos deletérios do superdxido e do perdxido na
estabilidade da hemoglobina, como sera visto posteriormente. A Figura 3.1 ilustra as

reagdes que ocorrem no interior dos eritrocitos.
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Hemoglobina
Meta-Hb > Oy SOD > H,O» _.% H,O
redutase GSH
MetalHb l/
J/T HO ——  Danos a0 DNA
Hemicromo reversivel
J/ Mutagénese

Hemicromo irreversivel Cincer

Precipitacido da globina instavel
—> desagrepagdo do Hemo

Cotpos de Heinz intra-eritrocitarios

—> aumento da rigideg da membrana

| > diminuicao da deformabilidade do eritricite
Hemolise

Figura 3.1: Etapas envolvidas na transformagio da hemoglobina em metaemoglobina e
posterior desnaturagiio (MacDonald, 1994).

Muitas drogas, como fenacetina, sulfas e derivados, compostos quimicos como nitritos e
nitratos presentes nos materiais de limpeza, 6xido de enxofre expelido por industrias de
fertilizantes e refinarias de petréleo, entre outros produtos, provocam um aumento taxa
de oxidagio da hemoglobina no sangue. Na presen¢a dessas substdncias, ocorre um
desequilibrio no sistema oxi-redutor de forma que a enzima MHbR nio ¢ capaz de
reduzir toda metaemoglobina formada. A metaemoglobina acumulada converte-se,
entio, em hemicromos, nome genérico dado a forma férrica de baixo spin na qual a
sexta posigio de coordenagio do metal € ocupada por um ligante enddgeno, fornecido

pela propria hemoglobina (Rifkind et al., 1994).

A formacio de hemicromos reversiveis, como mostrado no esquema da Figura 3.1, ¢ um
passo intermediario na formagdo de um outro tipo de hemicromo, que ndo pode ser
reconvertido 4 hemoglobina e precipita dando origem aos corpos de Heinz, podendo

culminar com o rompimento dos eritrocitos (Rachmilewitz et al., 1971).
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3.2 ESTABILIDADE DAS HEMO-PROTEINAS EM SOLUCAO

Contrariamente ao que acontece no interior dos eritrocitos, a auséncia de um sistema
redutor provoca o acimulo de metaemoglobina em solugdo. A forma férrica da proteina
ndo transporta oxigénio, sendo, portanto, biologicamente inativa, o que tem despertado
grande interesse na natureza das reagdes de oxidagio de hemoglobinas e mioglobinas.
Os detalhes da reacdo de oxidagio tém sido investigados por muitos autores, mas uma

compreensdo exata das reagdes envolvidas ainda ndo foi atingida.

Sabe-se que complexos porfirina-ferro (II) reagem rapida e irreversivelmente com o
oxigénio formando oxo-dimeros, via intermediarios peroxd, como mostrado na Figura
3.2 (Kaim e Shwederski, 1994). No caso de proteina nativas, entretanto, um mecanismo
de oxidagdio que envolva a formagdio de p-peroxo-dimeros néo ¢ apropriado, visto que a
matriz envolvendo o ferro do grupo hemo previne a aproximacio de dois centros
metalicos. A importincia da matriz globina na estabilizagio da proteina € ilustrada na

Figura 3.3 .

H-peroxo-dimero

u-oxo-dimero

Figura 3.2: Formagdio do oxo-dimeros via intermediarios perdxidos nos compostos
sintéticos. B= base axial.
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Tempo de meia-vida
0, t
1/2)

Pi hemo isolado T < 1seg

o

His , .
\9\-’6\ proteina desnaturada 15 min

iz proteina nativa 8 dias

Figura 3.3: Importancia da matriz globina na estabilidade do complexo FeO, (Shikama,
1998). De cima para baixo: Hemo isolado, ligado a uma base piridina (Pi);
Mioglobina desnaturada na presenga de uréia 8 M (a cadeia estd
desdobrada); Mioglobina nativa. T= 25 °C, pH = §,5.

Desde o trabalho pioneiro de Brooks (1931} com hemoglobinas, e de George e Stratman
(1952) com mioglobinas, a rea¢io de oxidagio destas proteinas vem sendo
intensivamente estudada. Ao longo dos anos, muitos mecanismos para esta reacido tém
sido sugeridos na literatura. Apesar de ndo haver um consenso, qualquer que seja o
mecanismo proposto, o mesmo deve responder por algumas caracteristicas observadas

em praticamente todos os trabalhos realizados.

Embora Keilin (1961) ndo tivesse observado a formagido de radicais perdxido e
superéxido, o que influenciou muitos trabalhos da época, a participaco destas espécies
na oxida¢do da hemoglobina foi comprovada posteriormente por outros autores (Wever,
et al., 1973, Winterbourn et al., 1976, Sutton et al., 1976). Foi constatado também que a
taxa de oxida¢do depende de fatores como concentracdo da proteina, pH e concentragdo
de oxigénio no meio, bem como da presenga de agentes nucleofilicos (George e
Stratmann, 1952; Satoh ¢ Shikama, 1981, Wallace et al., 1982, Brantley et al., 1993).
Além disto, a taxa de oxidagdo varita de proteina para proteina e ¢é afetada por

modificagbes na estrutura da mesma, como alteragdes dos aminoacidos constituinte das
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cadeias e substitui¢des na porfirina do grupo hemo (Wallace et al., 1982, Brantley et al.,

1993). A influéncia de cada um desses fatores sera discutida a seguir.

3.2.1 Efeito da Concentraciio de O; Dissolvido

A oxidagio espontinea de hemoglobinas e mioglobinas, chamada de autoxidagio,

apresenta forte correlagfio com a quantidade de oxigénio presente no meto, CoOmo mostra

a Figura 3.4.
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Figura 3.4: Dependéncia da taxa de autoxidagio em relagio a pressdo de oxigénio para
a mioglobina eqiiina, do musculo cardiaco. Dados experimentais de George
¢ Stratmann (1952).

No grafico da Figura 3.4 ¢ possivel encontrar duas regides distintas. Inicialmente, a taxa
de autoxidag@o aumenta com a pressdo parcial de O, mas posteriores aumentos em pO;
levam a uma diminui¢3o no valor da taxa, que se aproxima assintoticamente de Kgiss, a

constante de dissociagio do ion superdxido, dada pela equagio 3.1:

Kdiss
Fe(IDO; — Fe(Il)+ O (3.1)

Na equacdo 3.1, Fe(II) representa o hemo na sua forma reduzida e Fe(III), hemo na

forma oxidada, como ocorre na metaemoglobina e metamioglobina. O superéxido
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produzido durante a reagdo de autoxidagio também contribui para aumentar a taxa
oxidagdo, visto tratar-se, ele proprio, de um agente oxidante. Watkins et al. (1985)
observaram que a presernca de catalase (CAT) inibiu em 50% a taxa de autoxidagio da
hemoglobina, indicando ser este o percentual da reag@o global atribuido ao peroxido e
seus subprodutos. Quando superdxido-dismutase (SOD) também esta presente, a taxa ¢
inibida em 75%. Wintebourn et al. (1976) também haviam observado semelhante

comportamento.

Baseado nestas observagdes, Watkins et al. (1985) propuseram um mecanismo para a
agdo do superoxido e do perdxido sobre a hemoglobina. Cabe ressaltar que o
mecanismo pelo qual se processa a reagdo 3.2, que representa a etapa de autoxidagio

propriamente dita, sera discutida posteriormente.

Fe(I1)O, — Fe(Il) + O, (3.2)
Fe(IDO, + O, *+2H +H,0 —> Fe(IIDH,O + O, + H,0, (3.3)
Fe(I) + H,0, + H,O0 — Fe(IIHH,0 + OH +OH" (3.4)
Fe(ll) + OH: + H,0 — Fe(lI)H,O + OH’ (3.5)
4Fe(IO, +2H® — 4Fe(lll) + 20H + 30, (3.6)

A estequiometria global (reag@o 3.6) mostra que uma molécula de O, sofre redugéo de 4
elétrons, provenientes de 4 fons Fe (O; + 2H' + 4¢” > 20H), sendo que as outras 3

moléculas de O, sdo liberadas. Qu seja, de cada mol de O, ligado, tem-se que 0,25 mol
¢ usado para oxidagdo enquanto 0,75 mol € liberado, como ja tinha sido observado por

Brown e Mebine (1979) na oxidagdo da mioglobina.

Acredita-se que a produgdo de radicais OH * a partir da desoxihemoglobina (reagéo 3.4)
ocorra por meio de uma reagdo de Fenton, envolvendo o ion metalico (Sadrzadeh et al.,
1984). |

3.2.2 Efeito da Estrutura da Proteina

A hemoglobina em solugdo tende a dissociar-se em dimeros, de modo a estabelecer um

equilibrio entre as formas tetramérica e dimérica, dado pelo constante de equilibrio Kp:
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K p_ [dimeros]’ (3.7)
[tetrameros]

A dissociagiio é tanto maior quanto menor a concentragdo de hemoglobina. Como a taxa
de autoxidagfio € bastante dependente da estrutura quaternaria da proteina, é esperado
que a dissociagio da hemoglobina em dimeros influencie sua estabilidade. Zhang et al.
(1991) observaram que a taxa de autoxidagio dobrava quando a concentragio de
hemoglobina era reduzida de 200 puM para 20 pM. Nesta faixa de concentragdo, a
variagdo na afinidade pelo oxigénio ¢ de menos de 10 %, logo a diminui¢io da

estabilidade ndo poderia ser atribuida a este fator.

Por outro lado, sabe-se que a dissociagdo em dimeros resulta em quebra das interagdes
entre as unidades al e B2, alterando o ambiente do grupo hemo, o que pode facilitar a
difusdo de nucledfilos exdgenos e enddgenos através da matriz globina em dire¢do ao
centro metalico. A estas mudangas conformacionais na estrutura da proteina foi

atribuido o aumento observado na taxa de oxida¢do (Zhang et al., 1991).

Mesmo no caso de um dimero, as cadeias o ¢ § da hemoglobina exibem diferentes taxas
de oxidag¢do (Rachmilewitz et al., 1971). Balagopalakrishna et al. (1998a ¢ 1998b)
observaram que, antes de deixar a cavidade onde se encontra o hemo, o ion O; T
gerado pela reacdo de oxidacdo reage com o residuo cisteina 93, presente apenas nas
subunidades B. A oxida¢do via radicais O, °, como representada pela equagdo 3.3, €,
entdo, suprimida, ‘0 que parece ser responsavel pela maior estabilidade das cadeias [3

comparativamente as cadeias a.

Tsuruga e Shikama (1997) observaram que a curva de autoxidagio da hemoglobina
apresentava duas regides distintas, podendo-se calcular uma constante de taxa diferente
para cada por¢do da curva. Kawanishi e Caughey (1985) também haviam observado
este comportamento, denominado bifasico, na reagdo de oxihemoglobina com
Fe(IDEDTA. Tal comportamento pode ser atribuido as diferengas intrinsecas na

reatividade das cadeias o e B.
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3.2.3 Efeito do pH da Solugdo

O pH tem um efeito bastante pronunciando na taxa de autoxidag¢do. Enquanto variagoes
na concentrag@o de O; dissolvido provocam alteragdes no valor da taxa de, no méximo,
2 a 3 vezes, a mudanga do pH da solugdio pode aumentar a taxa em mais de 100 vezes

em relagdo ao valor minimo, como observado na Figura 3.5.

0
Mb de
Aplysia d
4 w

Log (Keps)
ot
9.9.3’"

3 4 4 8 7 B & 1011 12 13
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Figura 3.5: Dependéncia do pH para a taxa de autoxidagao da mioglobina de balea
e Aplysia (Shikama, 1998).

A taxa de autoxidac¢ido pode variar de proteina para proteina por um fator de mais de 100
vezes em alguns casos, mesmo padronizando-se o pH e utilizando tampdo saturado em
ar (Shikama, 1998). Os estudos realizados (Satoh e Shikama, 1981, Wallace et al., 1982,
Brantley et al. 1993) mostram claramente que a autoxidagdo aumenta com a
concentragio de fons H', Nos trabalhos de Shikama e co-autores, onde foi estudado o
efeito do pH numa faixa de 4 a 13, eles observaram que a taxa de autoxidagdo aumenta
também com a concentracdo de ions OH’, de forma a ocorre um minimo na taxa em
torno de pH ligeiramente alcalino, como pode ser visto na Figura 3.5. Olson e co-

autores (Brantley et al.,, 1993) nfo observaram esta tendéncia de aumento com a
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concentragio de OH', mas seus experimentos foram conduzidos numa faixa mais

reduzida de pH, entre 4 ¢ 9.

Além disto, Tsuruga ¢ Shikama (1997) observaram que, em meios mais 4cidos, a taxa
de autoxidagdo seguia uma cinética bifasica, exibindo, como mencionado anteriormente,
duas regides distintas na curva de autoxidagdo. Em pH superior a 8,5, a cinética de
autoxidacdo era monofasica. Tais constatagdes evidenciam a complexidade do efeito do
pH sobre a estabilidade das proteinas e a dificuldade em se propor um mecanismo

genérico que se aplique a todos os casos.

3.2.4 Efeito do Agente Nucleofilico

A presenca de agentes nucleofilicos anidnicos contribui para aumentar a taxa de
autoxidagdo de hemoglobinas e mioglobinas, sendo que a extensdo da contribuigdo
depende do tipo de anion presente. A espécie sobre a qual os nucledfilos atuam, se a2
forma oxigenada ou desoxigenada dessas proteinas, ainda tem sido investigada (Satoh e
Shikama, 1974, Wallace et al., 1982, Brantley et al., 1993).

A acdio do anion depende de sua capacidade doadora de elétrons para o centro metalico,
facilitando uma transferéncia total de carga do Fe(ll) para o O,. O efeito do anion €
tanto mais intenso quanto maiores a sua nucleofilicidade e concentragio no meio.
Edwards (1954) sugeriu que o ataque nucleofilico de um &nion a um centro atdmico
pode ser relacionado a sua basicidade (H) e capacidade de polarizagdo (P} (Wallace et
al., 1982). Utilizando este formalismo, Wallace et al. (1982) ajustaram bem os dados

experimentais para mioglobina e hemoglobina.

A ordem de reatividade encontrada para oxida¢io de hemoglobinas foi:

nitrito > azida > tio¢ianato > cianato > cianeto > fenol > fluoreto > cloreto > brometo

Sob condicdes fisiologicas, os principais anions atuantes sio OH, CI" e HCO;™ (Wallace
et al., 1974). A agua também desempenha importante papel nas reagdes de autoxidagdo

da hemoglobina (Brantley et al., 1993, Shikama, 1998). No caso da mioglobina,
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contudo, o CI" tem pouca influéncia na sua oxidagfio (Satoh ¢ Shikama, 1981, Brantley
et al.,, 1993).

A seguir, os mecanismos de oxidagdo propostos com base nas observagdes

experimentais serdo discutidos.

3.3 MECANISMOS DE OXIDACAQ

Os mecanismos propostos na literatura foram agrupados em trés classes gerais:
dissociativo, oxidativo e de deslocamento redutivo. Os mesmos serio brevemente
apresentados e avaliados com relagdio a sua consisténcia com as observagdes

experimentais.

3.3.1 Mecanismo Dissociativo

De acordo com a teoria formulada por Weiss (1964), a oxihemoglobina {(ou a
oximioglobina) poderia ser descrita com um complexo superoxo-ferrihemo, onde o
ferro encontra-se no estado férrico € a molécula de oxigénio, como ion O, *. Desta
forma, durante a autoxidagio da hemoglobina, o superdxido se dissociaria do complexo

FeO,, segundo a reagio:

Kdiss
Fe(IID O+ — Fe(llD+0; (3.9)
— S
Forma ativa da Forma oxidada da
hemoglobina hemoglobina

A transferéncia direta de elétrons do ferro para o O; ligado por este mecanismo parece
bem razoavel, mas a energia de ativagio envolvida na dissociagdo de O; * a partir do
complexo FeO;, protegido por um ambiente altamente hidrofobico, é bastante elevada e,
por tsto, a tendéncia & autoxidagdo ndo pode ser satisfatoriamente explicada pelo

mecanismo dissociativo simples (Shikama, 1984).

55



Capitulo 3 Estabilidade da Mioglobina

3.3.2 Mecanismo Oxidativo

Wallace et al. (1974, 1982), estudando a influéncia de alguns &nions na estabilidade de
hemoglobinas, propuseram um mecanismo de autoxidagdio que consistia no

deslocamento do ion O * por nucleofilos anidnicos.

Nos testes realizados, a taxa de autoxidagdo aumentava com a proporgio de
desoxihemoglobina, sugerindo que a espécie sujeita a autoxidacdo era a forma desoxi da

proteina e ndo oxi, como se imaginava até entdo.

Foi proposto um mecanismo que era consistente com esta observago. Por este
mecanismo, a autoxidacdo da hemoglobina promovida por prétons e Aanions
nucleofilicos (L) seguiria um mecanismo pelo qual a desoxihemoglobina ¢ oxidada pelo

O; néo coordenado, para dar O, ~.

Fe(INO; <4 Fe(Il) + 05 (3.10)
k1

Fe(Il) + L" ¢ Fe(INL" (3.11)
K

Fe(Il)L + O, —X25 Fe(lIHL" + Oy * (3.12)

A constante de oxidagdo seria dada por:

__ k[L]k,[0, K,
" (kK [O K +[O,])

(3.13)

Por este mecanismo, a ligagdo de um &nion a espécie desoxi mediaria a transferéncia de
um elétron do Fe(l) para o O: livre. O efeito observado do pH sobre a taxa de
autoxidacio poderia, entdo, ser explicado pela protonag¢do da forma desoxigenada da
proteina antes da reagcdo com o ligante. A transferéncia de elétrons por um mecanismo
foi também sugerida por Kawanishi e Caughey (1985), que investigaram a oxidacdo da

hemoglobina por aquapentacianoferrato ¢ ferrocianeto.

No entanto, a adi¢do de um elétron ao O; ndo coordenado € um processo desfavoravel,
com um baixo potencial redox de E”’(0:/0;*)= -0,33V. Se considerarmos um valor de
0,046 V para o potencial redox Fe(II)/Fe(Ill) na mioglobina, entdo, ao processo como

um todo estaria associado uma mudanga de potencial de —0,37 V (Shikama, 1984):
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_ 0,046 V
Fe(ID +0; ———>Fe(lll)+ Oz - (3.14)

033V

Desta forma a transferéncia de elétrons para o oxigénio livre ndo poderia ocorrer
espontaneamente por este mecanismo. Wallace et al. (1982) sugeriram que o ligante
nucleofilico poderia atuar diminuindo o potencial redox, tornando o processo
energeticamente favoravel. No entanto, ndo ha evidéncias que &nions, de fato, liguem-se
4 forma reduzida da mioglobina ou hemoglobina. Existe possibilidade de que a entrada
do nucleofilo na cavidade do hemo reduza a energia de ionizagio do elétron de valéncia
do ferro, de forma que este possa ser transferido para o O; a partir de um sitio distante

do hemo (Wallace et al., 1982).

Outro ponto ndo esclarecido por este mecanismo € que, de acordo com a equagdo 3.13,
quando a concentragdo de O, ¢ muito pequena, a taxa de oxidacdo tende a zero e isto €

inconsistente com as observagdes experimentais.

Olson e co-autores (Brantley et al., 1993), estudando a autoxidagdo da mioglobina,
concluiram a reagiio de autoxidagfio resultava da combina¢do dos dois mecanismos
anteriormente descritos: um mecanismo unimolecular de dissociagdo do superdxido,
similar ao proposto por Weiss (1964) e um mecanismo bimolecular, proposto por

Wallace et al. (1982), como representado na Figura 3.6.

A taxa de autoxidacdo seria dada, entfio, pela soma de dois termos, que levam em conta

os dois mecanismos atuantes na oxidagdo da proteina:

k[N]k2[021Kg . kdiss{O02]

kox = (3.15)
(k1 +k2[02)MKq +[02] K4 +[02]
e — ——
oxidagdo dissociacdo

Onde ki, k), ko e K sdo as constantes individuais do processo oxidativo, como visto nas
equagdes 3.10 a 3.12, e Kais, a constante de dissociaciio do superdxido, representada

pela equagdo 3.9,
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Segundo a equagdo 3.15, a altas concentragdes de oxigénio, quando pouca
desoxihemoglobina esta presente, 0 mecanismo predominante deve ser o dissociativo,

enquanto que a baixas [O-], 0 mecanismo oxidativo deve predominar.

Como pode ser visto na Figura 3.7, os dados experimentais sio bem descritos pela

combinagio dos dois mecanismos de autoxidagio.

His-H H-His H-His
////
& £ 0

Fe(Il) < Fe(Il) > Fe(IT)

~H*

H+
O Ky HO, /\LKAM
His-H His-H
Fe(l)— Fe(IIl) ——
H,O H-O
ki k4
H-His H—His,‘?/
H H N
Q
Fe(Il}— Fe(Il}—
%!
ko unimolecular
Q-
H—His@/
H\(I),H
fe(TTT——
bimolecular

Figura 3.6: Mecanismo de autoxidagdo de mioglobinas. Adaptado de Brantley et al.
(1993).

QOutro indicio que serviria para confirmar esta teoria € que quando a oxidagdo da
mioglobina foi conduzida na presenga de azida, apenas em baixas concentragdes de O,
a taxa de autoxidacdio foi influenciada pela presenga deste nucleodfilo (Branley et al.,
1993). Isto confirmaria que, em concentragdes saturantes de O;, o mecanismo

dominante seria o dissociativo, ndo sendo, portanto, afetado pela presenga de anions.
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Figura 3.7: Efeito da concentragdo de oxigénio na taxa de autoxidagio de mioglobina
bovina. Dados experimentais de George e Stratmann (1952).

O efeito do pH foi estudado utilizando-se mutantes em que a histidina distal era
substituida por outros aminoacidos. Foi observado um aumento na taxa de oxidagdo
quando o pH diminuia de 9 para 7, em presenga ou no da histidina, indicando que a
protonagio deste residuo ndo deve responder pela dependéncia do pH. Portanto, a
dependéncia observada foi atribuida a protonagio do complexo Fe(11)O; para formar

Fe(I)O,H", que se dissocia rapidamente em Fe(IIT) ¢ HO; (radical superdéxido neutro).

3.3.3 Deslocamento Redutivo

Shikama e co-autores (Satoh e Shikama, 1981, Shikama,1984, Shikama, 1998)
propuseram um outro mecanismo para a autoxidagdo de mioglobinas e hemoglobinas.
Este mecanismo envolve um ataque nucleofilico ao centro metalico levando a um
deslocamento redutivo do dioxigénio ligado na forma de O; *, com conversio do ferro
ao estado férricb. Sob condigdes fisioldgicas H,O ¢ OH’ podem atuar como nucledfilos

faciltantes, segundo as reagdes:
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Fe(INQ, + OH —> Fe(IIOH + Oy - (3.16)
Fe(INO, +H,0 — Fe(IlIDH:0 + 0y * (3.17)
Fe(I[)O, + H,0 + H' — Fe(lIHH;0 + HO; (3.18)

Analises com raios-X comprovam a existéncia das espécies aqua e
hidroximetamioglobina, onde H,O e OH’, respectivamente, encontram-se ligados 2
proteina oxidada (Shikama, 1998). Nestes casos, a oxiHb formaria com o ligante um

complexo intermediario como representado abaixo:

.
Fe(IDO;+L — Fe<<  — Fe(llHL +O; - (3.19)
0O,

A Figura 3.8 representa o diagrama de mudanga de energia para reag¢des da mioglobina

com o O2, com a forma oxigenada servindo como referéncia (Shikama, 1998).

30
kuzo
=
=]
E 20
=
o
X
A
w,
s ~3
)
<]
10

Fe(ID+O:

Fe(1D).0;
Fe(lIT)+ Oy *

Figura 3.8: Diagrama de energia-livre para reacdes da mioglobina a 25'C (Shikama,
1998). k, e k., s3o as constantes das reagdes oxigenagdo ¢ desoxigenacdo
da mioglobina, respectivamente.

60



Capitulo 3 Estabilidade da Mioglobina

De acordo com este mecanismo, a barreira energética para deslocamento do O; como
O, na presenga de prétons tornar-se-ia comparavel aquela da oxigenagio reversivel,
provendo uma explicagio razodvel para a produgio de ions superéxido durante a

autoxidagio de mioglobinas e hemoglobinas.

O efeito do O, na taxa de rea¢iio é atribuido por Shikama ao ﬁeréxido de hidrogénio
produzido durante a autoxidagdo. Sabe-se que a forma desoxi é a espécie sobre a qual 0
H,O; age preferencialmente (Watkins, 1985). Assim, quando a pressio parcial de O; ¢
baixa, a quantidade de desoxihemoglobina aumenta rapidamente, de forma que a

autoxidacdio via reacdes 3.3 a 3.5 pode tornar-se bastante significativa.

No entanto, cabe ressaltar que a maioria dos testes de autoxidagdio ¢ conduzida na
presenca de catalase e superoxido-dismutase, enzimas que atuam sobre o FH0; e Oz,
respectivamente. Desta forma, seria esperado que, na presenca dessas duas enzimas, as
reaches 3.3 a 3.5 fossem suprimidas. No entanto, segundo Shikama (1998), a
magnitude do efeito retardatirio da CAT e da SOD varia consideravelmente na

literatura e pode nio ser suficiente para inibir completamente a agdo do de H2Os.

Por outro lado, no trabalho de Brantley et al. (1993) foi usada uma concentragdo dessas
enzimas 12 vezes maior que a encontrada nas células sangiiineas, e ainda assim a
dependéncia da taxa com relagdo & concentragdo de O; foi mantida. Conclui-se que um
mecanismo envolvendo a espécie desoxi explica methor a dependéncia da autoxidagio

das proteinas em relag@o a concentragio de O,.

O mecanismo de deslocamento redutivo, por outro lado, explica mais satisfatoriamente
o efeito do pH. Como pode ser visto na Figura 3.8, embora a presenga de prétons ndo
seja indispensavel para a reagdo de autoxidagdo, em meio 4cido, a barreira energética
para dissociagdo do fon O™ é significativamente reduzida. Como resultado, a constante
de autoxidac@io assistida por prétons ¢ aumentada por um fator de 10%mol em relagio
aquela observada na auséncia dos mesmos (Satoh e Shikama, 1981). O efeito catalitico
do préton seria facilitado pela presenga da histidina distal, na medida em que esta
proporcionaria 0 movimento do préton para o O coordenado, via anel imidazola

(Shikama, 1984).

fons OH também aumentam a autoxidagio uma vez que sdo nucledfilos mais fortes que

a 4gua, sendo responsaveis pelo aumento da taxa observado em pH mais basico. A

61



Capitulo 3 Estabilidade da Mioglobina

extensio da contribuicdo de cada uma das reagdes 3.16 a 3.18 é que determinaria o tipo
de dependéncia exibido pela taxa de autoxidagio dessas proteinas em relagdo ao pH do
meio. Partindo-se deste mecanismo, Shikama e co-autores tém conseguido descrever
com sucesso o comportamento de mioglobinas de varias fontes (Aplysia kurodai,

musculo de baleia, musculo cardiaco bovino, entre outras).

3.4 ESTABILIZACAO DE HEMO-PROTEINAS

A seguir, sera discutida a influéncia de alguns fatores na estabilizagdo de hemoglobinas

e mioglobinas.

3.4.1 Efeito de Mutag¢des na Cavidade Distal

Como visto anteriormente, a por¢io globina das hemo-proteinas desempenha importante
papel na estabilizagdo das mesmas relativamente aos compostos sintéticos, onde o ion
metalico n3o se encontra devidamente protegido. Em muitos casos de
metaemoglobinemia, os aminodcidos normalmente encontrados na hemoglobina sdo
substituidos por outros que aumentam sua tendéncia a autoxidagho. Desta forma, a
manipulagio da seqiiéncia de aminodcidos na proteina constitui uma poderosa
ferramenta no controle das suas caracteristica de estabilidade (Kawanish e Caughey,

1985, Brantley et al., 1993, Throstensson et al., 1999).

Serad discutido abaixo o efeito de modificagdes em alguns aminoacidos que, por se
localizarem na cavidade distal perto do plano hemo, desempenham papel chave na
estabilidade de mioglobinas e hemoglobinas. A Figura 3.9 mostra a localizagdo desses
aminodacidos. As suas estruturas, bem como as dos demais aminoacidos mencionados,

podem ser conferidas no Anexo 1.
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Figura 3. 9: Cavidade distal das formas oxi (A) e desoxi (B) da mioglobina (Brantley et
al., 1993).

Histidina distal (His64)

A histidina 64 controla o acesso do solvente a cavidade distal, diminuindo a distincia
que separa seu carbono ¢ do ferro hemo. Além disso, na forma desoxi, um molécula de
agua esta ligada ao N° da histidina ¢ deve ser deslocada pelo ligante para que este se
aproxime do centro metalico. No caso do oxigénio, a variagho de energia associada a
quebra desta ligagdo de hidrogénio com a agua é compensada pela formagio de uma

ligagdo ainda mais forte com o complexo Fe-O-0.

A substituicio da His64 por residuos menos polares como Gly, Ala, Val, Thr, Phe ¢
Glu, leva a uma maior taxa de autoxidagdo da proteina. Isto pode ser explicado pela
perda da ligagio de hidrogénio entre o residuo 64 ¢ o oxigénio ligado, o que facilita a
dissociagio do mesmo na forma de ion superéxido, como discutido anteriormente nos

mecanismos de autoxida¢io (Brantley et al., 1993).

A subst.ituic;ﬁo por residuos polares tem efeitos diversos. Hemoglobina Zurich, que
possui Arg em lugar de His, apresenta maior taxa de autoxidacdo, provavelmente por
possuir uma cavidade distal maior (Kawanish ¢ Caughey, 1985). No entanto, a
substitui¢io de His por Gln aumentou a estabilidade de uma mioglobina mutante (Zhang
etal., 1991).
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Miele et al. (1999) relataram a obtengdo de uma mioglobina mutante, com trés
substitui¢des na cavidade distal: Leu-Tyr, His-Gln, Thr-Arg (Mb-YQR). A presenca de
dois residuos polares, Gin e Tyr, propiciando a formagio de duas liga¢des de hidrogénio
com o O, bem como o maior impedimento espacial ocasionado pelas cadeias laterais
mais volumosas desses residuos, resultaram em uma taxa de autoxidagdo trés vezes

menor e uma afinidade também reduzida.

Valina 68 (E11)

O carater hidrofobico da valina ¢ fundamental para assegurar a alta afinidade pelo
grupo prostético hemo e para minimizar a tendéncia a autoxidagfio. Ela interage tanto
com a molécula de 4gua interna, ligada a histidina distal na forma desoxi, quanto com a

propria histidina e com o O, ligado (Quilin et al., 1995).

A substituigdo da Val por Leu, Ile e Phe resulta em maiores taxas de autoxidagdo. No
caso da Phe, apenas um pequeno aumento é observado, o que pode ser atribuido a uma
compensagdo entre o enfraquecimento da ligagido de hidrogénio da His68 com o O,
ligado, que tem efeito negativo na estabilidade, e o aumento na hidrofobicidade pelo

grupo fenil, que inibe a autoxidagio (Brantley et al., 1993).

A substituicdo por Ile provoca um aumento na constante de dissociagdo do ion
superoOxido, respondendo pela maior taxa de autoxidagdo desse mutante. O mesmo deve

ser valido para Leu (Brantley et al., 1993).

Meoedificacdes em outras posicoes

Substituigdes em outras posigdes que afetem o tamanho da cavidade hemo também
influem na taxa de autoxidagdo. Ao substituir-se Leu29 por residuos menores como Val
ou Ala, aumentando o tamanho da cavidade distal, a taxa aumenta em até 4 vezes

relativamente aquela observada na mioglobina sem modifica¢des (Brantley et al., 1993).

Substituigdes na periferia do grupo hemo também afetam a estabilidade da mioglobina.
Ser45 em lugar de Lys45 provoca um aumento na taxa de oxidacio em
aproximadamente 7 vezes. A estrutura do cristal de K458 mostra que a cavidade do

hemo fica significativamente mais aberta (Brantley et al., 1993).

64



Capitulo 3 Estabilidade da Mioglobina

Substitui¢do da Thr67 por residuos negativamente carregados, como Glu, provocam um
aumento na taxa de oxidagio, provavelmente por criar um ambiente favoravel &
protonagdo do Fe(II)O,. Residuos positivamente carregados como a Arg, por outro lado,

inibem a protonag@o do O, estabilizando a mioglobina (Brantley et al., 1993).

Modificagdes na porfirina

Wallace et al. (1982) estudaram o efeito de substitui¢des na estrutura da porfirina sobre
a taxa de oxidagdo de hemoglobinas. Além de protoprofirina (2,4-
divinildeuteroprofirina), foram também investigados os seguintes 2,4-substitutos:
mesoporfirina (2,4-dietildeuteroprofirina} deuteroproﬁrina' {2,4-dihidrodeuteroprofirina)
e diacetilporfirina (2,4-diacetildeuteroprofirina). Observaram que a ordem de
reatividade aumentava com a habilidade do substituto de retirar elétrons da porfirina,
deixando o centro metalico mais positivo e propicio a um ataque por dnions, na seguinte

ordem:

diacetl > divinil > dihidro > dietl

3.4.2 Efeito do Solvente

Nedjar-Arroume et al. (1993 ¢ 1995) constataram que a adig@io de certos alcoois como
etanol, butanol, etileno-glicol e glicerol, em concentragdes insuficientes para causar
desnaturagio (Herskovts et al., 1970), promovia um aumento da estabilidade de
solugdes aquosas de hemoglobina. O efeito estabilizante aumentava com a concentragdo
do alcool até certo ponto, apos o qual a taxa de autoxidagdo voltava a crescer. O melhor
desempenho foi obtido em solugdo de glicerol 40%, seguido de etileno-glicol 40%, 1-
butanol 2% e etanol 20%.

A Figura 3.10 contém o tempo de meia-vida para a hemoglobina nas misturas estudadas
e a razdo entre a taxa de autoxidag@o nestas misturas e na agua pura. A estabilidade
promovida pelas solugdes alcodlicas pode ser explicada, parcialmente, pela influéncia
sobre a camada de hidratagdo da proteina. No caso do etanol, por exemplo, a
estabilidade maxima foi obtida em uma solugdo 20%. Sabe-se que, em solugdes

aquosas de etanol a 22%, as liga¢Ges de hidrogénio da agua tornam-se mais estaveis € a
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hidratacio do etanol torna-se completa. Alcoois totalmente hidratados podem ocupar a
camada de solvatagio da proteina, retendo as moléculas de agua e tornando-as menos
disponiveis para penetrar na cavidade hemo. Em concentragdes superiores a 22%, o
etanol destroi a rede tridimensional e as ligagdes de hidrogénio, diminuindo, assim, seu

efeito estabilizante (Nedjar-Arroume et al., 1993).
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etanol 20%  1-butanol etilenoglicol glicerol 40%
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Figura 3.10: Efeito dos alcoois sobre a autoxidagio da hemoglobina. Adaptado de
Nedjar-Arroume et al. (1995). Dados experimentais obtidos em tampéo
fosfato, pH 7,5, T=20C. t12 em dias. t;, em agua pura = 6,1 dias.

Qutro importante fator a ser considerado ¢ o aumento da viscosidade do meio. Como a
autoxidacdo da hemoglobina depende da entrada de agentes nucleofilicos na cavidade
hemo, solugdes mais viscosas, como as contendo glicerol e etileno-glicol, podem
dificultar a migragdo desses agentes bem como as flutua¢des das cadeias polipeptidicas
da hemoglobina, resultando em maior estabilidade. Findsen et al. (1988), utilizando
técnicas de ressondncia Raman, observaram que a dinimica da cavidade hemo ¢
bastante dependente da viscosidade do meio, de forma que a migragdo de um ligante
através da matriz protéica e da interface proteina-solvente deve envolver movimentos
das cadeias laterais que sio fortemente acoplados ao solvente. Feitelson e McLendon
(1991) também observaram que migracdo de diferentes moléculas através da

hemoglobina depende de mudangas conformacionais na estrutura das subunidades.

Andalises espectroscopicas mostram que, na presenga desses alcoois, hd um aumento na
distincia entre o nitrogénio da histidina proximal e o oxigénio ligado, o que diminui a

transferéncia de carga do ferro para o O,, podendo resultar em reduc@o na tendéncia a
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dissociagdo do superéxido, com menor formacdo de metaemoglobina (Nedjar-Arroume
et al., 1993).

3.4.3 Efeito da Substitui¢do do Metal do Hemo

Hemoglobinas ¢ mioglobinas contendo cobalto, manganés, cobre e niquel tém sido
preparadas ¢ avaliadas quanto 2 reversibilidade da oxigenagfo (Yonetani et al., 1974,
Miller e Chance, 1995). Dentre estas, as cobalto-substituidas parecem ser as unicas
realmente funcionais. (Hsu et al., 1972, Yanamoto et al., 1974, Miller ¢ Chance, 1995).
Embora estas apresentem semelhante cooperatividade, efeito de Bohr ¢ influéncia de
fosfatos organicos, a afinidade pelo O, é de 10 a 25 vezes menor que em ferro-

hemoglobinas ¢ mioglobinas (FeMb e FeHb).

Enquanto a constante de associagio do O, ¢ da mesma ordem de magnitude para
CoMb e FeMb, a constante de dissociagio é 100 vezes maior na CoMb que na
correspondente FeMb, justificando a menor afinidade observada quando ferro ¢
substituido por cobalto (Yanamoto et al., 1974). Miller e Chance (1995) constataram,
por espectroscopia, que, embora Co e Fe tenham aproximadamente a mesma capacidade
doadora de elétrons para o Oy, a distribuigdo eletronica em torno do grupamento Metal-
0O-O nio é a mesma nos dois casos. Esta diferenca pode causar um enfraquecimento da
ligagio Co-O relativamente a Fe-O, possivelmente em conseqiiéncia de uma ponte de

hidrogénio mais fraca entre a histidina distal € o O ligado na mioglobina.

Como discutido anteriormente, a ligacio de hidrogénio entre histidina distal e O
desempenha importante papel na estabilizacio de hemoglobinas e mioglobinas contra
sua autoxidacio. Desta forma, espera-se que as espécies com cobalto, onde esta ligagao
¢ mais fraca, sejam menos resistentes a autoxidagdo. No entanto, CoHb e CoMb
apresentam uma taxa de oxidacdo inferior as correspondentes proteinas contendo ferro
(Yonetani et al., 1974). A estabilidade dessas proteinas cobalto-substituidas carece,

portanto, de maiores investigagdes.
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3.4.4 Efeito da Adicdo de Agentes Redutores

Metaemoglobina pode ser reduzida por uma variedade de sistemas enzimaticos
(Hayashi et al., 1973, Takeoka et al, 1997), quimicos (Brantley et al, 1993),
fotoquimicos (Brantley et al., 1993, Everse, 1994) ou eletroquimicos (McGown et al.,
1994).

Vestling (1942) tratou solugdes de metaemoglobina com é4cido ascorbico (AA) na
proporgio de 1 mol AA/mol hemo. Observou-se que o AA reduziu 80 a 90% da
metaemoglobina presente a 0° C. Entre 25 °C e 30 °C, houve uma redugdo de até 80%,
sendo que na presenga na presenca de azul de metileno, a redugio foi maior que 90%.
No entanto, a presencga de AA provoca uma diminui¢io na capacidade de transporte de
oxigénio. McGown et al. (1990) verificaram que 4cido ascorbico em concentragoes
fisiologicas (0,1 mM) e eritrocitos intactos agem sinergeticamente na redugdo da

metaemoblogina extracelular.

Metaemoglobina pode ser reduzida quimicamente também pela adi¢io de ditionito de
sddio (Na;$;0,). Brantley et al. conduziram a redugéo da metamioglobina pela adigdo
de pequenas quantidades de Na,S,0; seguida da retirada do excesso de reagente e dos
subprodutos desta reagdo por filtragho em coluna de troca idnica. Apos essc
procedimento, a taxa de autoxidagdo foi a mesma observada para a mioglobina nativa
(Brantley et al., 1993). Outros redutores quimicos utilizados sfo: acido 5-

hidroxiantranilico, sais de ferro e complexos com EDTA (Everse, 1994).

Em geral, os subprodutos da reagdio de redugdo podem causar efeitos indesejaveis sobre
a proteina. A redugio com EDTA e ditionito resultam na formagio de formaldeido ¢
SO,", respectivamente, que podem levar a desnaturagho da proteina. A redugdo com
dcido ascorbico ou cisteina, por outro lado, atinge o equilibrio quando elevadas
concentragdes de metaemoglobina ainda estdo presentes. Além disto, na presenga de
oxigénio, 0 mesmo pode ser preferencialmente reduzido com formagdo de H,O,, que,

por sua vez, contribui para aumentar a taxa de autoxidagéo.
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3.5 CONCLUSOES

A estabilidade de hemoglobinas ¢ mioglobinas em solugdes ex-vivo ¢ fator hmitante ao
uso das mesmas como transportadores de oxigénio. A forte tendéncia a autoxidagdo ¢
uma caracteristica indesejavel tanto na area clinica quanto em outras potenciais

aplicagdes desses biotransportadores.

Quanto a forma pela qual se processa a reagdo de autoxidagdio, conclui-se que o
mecanismo oxidativo, envolvendo a espécie desoxi, explica melhor a dependéncia da
taxa de oxidagdo em relagio & concentragdo de O,. O mecanismo de deslocamento
redutivo, por outro lado, explica mais satisfatoriamente o efeito do pH. Deste modo,
novas investigagcdes devem ser feitas a fim de esclarecer os detalhes da cinética de
autoxidagdio destas proteinas. Uma completa compreensiio dos mecanismos envolvidos

¢ importante na arquitetura de moléculas mais estaveis.

Através da analise dos mecanismos de autoxidacio, foi possivel identificar o papel
fundamental da histidina distal e outros residuos localizados nas proximidades do grupo
hemo sobre a estabilidade de mioglobinas e hemglobinas. A tecnologia do DNA
recombinante tem sido amplamente empregada para obtencio de cepas mutantes,
resultando em melhorias significativas na afinidade pelo oxigénio e na tendéncia a

oxidagio dessas proteinas.

E interessante notar que, genericamente falando, uma taxa de autoxidacfio reduzida
implica uma mener tendéncia de dissociagdo do O; ligado, que, por sua vez, resulta em
um aumento da afinidade. Neste trabalho, buscou-se construir mioglobinas mutantes
visando aumentar sua estabilidade contra a oxidagdo. Como conseqliéncia, a afinidade
pelo O; também deve ser alterada. Uma afinidade reduzida pode prejudicar a eficiéncia
de transporte do oxigénio, de forma que deve haver um compromisso entre a
estabilidade desejada e a afinidade resultante. Essas relagdes serdo melhor analisadas no

proximo capitulo, que discute os resultados experimentais obtidos.
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CAPITULO 4:

ARTE EXPERIMENTAL -1

Neste capitulo, sdo apresentados os resultados relativos ao preparo e caracterizagdo
da mioglobina. Primeiramente, descreve-se a metodologia experimental empregada no
preparo das proteinas recombinantes, a qual envolve as etapas de obten¢do dos
plasmideos mutantes, transformacdo e expressdo em Escherichia coli, cultivo das
células recombinantes e extragdo/purificacdo da mioglobina. Descrevem-se, também,
as técnicas empregadas na producdo das proteinas cobalto-substituidas. Em seguida,
sdo detalhados os métodos de caracterizagdo da mioglobina resuliante, com relagcdo a
sua taxa de oxidacgdo e a afinidade por oxigénio. Por fim, os resultados mais relevantes

obtidos nesta etapa sdo apresentados e discutidos.

Conforme introduzido no Capitulo 1, grande parte do trabalho experimental apresentado
neste capitulo foi realizada no Laboratério de Bioquimica ¢ Biologia Molecular da Rice
University, sob a orientago do prof. J. S. Olson. Nesta etapa, objetivou-se a obtengao
de moléculas mais estdveis, com reduzida tendéncia a oxidagdo. Sabe-se que, ao
interferir na taxa de oxidacdo, modifica-se também a afinidade da miogliobina pelo
oxigénio, de forma que esta propriedade foi também avaliada. As estratégias
investigadas foram a construcdo de mioglobinas mutantes ¢ a substituicdo do ferro,

presentes nessas proteinas, por cobalto.

A escolha das mutagdes foi baseada na experiéncia prévia do grupo, que construiu um
banco de dados com as propriedades de mais de 500 mutantes, entre mioglobinas e
hemoglobinas. A maioria das mutantes selecionadas ja havia sido construida no

laboratério e, em alguns casos, caracterizadas quanto & oxidacdo e/ou afinidade pelo Os.
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Contudo, os testes de oxidagio e afinidade foram refeitos visando nio sé o aprendizado
das técnicas como também verificar a reprodutibilidade dos resultados. Além disso, as
condi¢des dos experimentos foram, em alguns casos, diferentes daquelas anteriormente
empregadas. Apos o preparado das mioglobinas mutantes, o ferro foi substituido por

cobalto, e as proteinas assim obtidas foram caracterizadas, como sera descrito a seguir.

4.1 METODOLOGIA EXPERIMENTAL
4.1.1 Mioglobinas Mutantes

Todas as mioglobinas mutantes foram preparadas a partir do gene sintético da
mioglobina de baleia, por ser naturalmente uma proteina mais estavel a desnaturagio
(Scott et al., 2000). A Figura 4.1 mostra a seqiiéncia de oligonucleotideos ¢ de
aminoacidos deste gene. Sdo mostradas, também, as regides de agio das endonucleases

de restri¢do.

A proteina expressa por este gene sintético difere da proteina nativa pela presencga do
aminoacido asparagina na posi¢do 122 em lugar do acido aspartico, o que facilita sua
cristalizagdo. Além disso, devido a diferengas no processamento do cédigo genético
entre procariontes e eucariontes, o iniciador metionina estd presente na mioglobina
sintética, enquanto que ndo ¢ mantido na mioglobina nativa. Apesar disso, a proteina

sintética e a nativa sfo funcionalmente idénticas (Smith, 1999),

Inicialmente, foi testado um sistema de expressdo que empregava o vetor pET em
células BL21 de E.coli (Stratagene) (Smith, 1999). Embora este sistema permita a
produgio da holoproteina apds indugéo com isopropil-3-D-galactosideo (IPTG), nos
experimentos realizados obteve-se um baixo rendimento em proteina solivel, sendo esta

encontrada principalmente em corpos de inclusdo, de dificil extragéo.

Dessa forma. passou-se a utilizar como vetor o plasmideo pEMBL19. Mutagdes entre as
posigdes 58 e 69 da proteina eram obtidas por cassete-mutagéneses segundo Egbert et
al. (1990). Neste procedimento, o oligonucleotideo contendo a muta¢édo desejada era
inserido no vetor apos digestio do mesmo com as enzimas endonucleases de restri¢do

Bgl II e Hpa I, conforme procedimento descrito no Anexo 2, item A.1.

Mutagdes em outras posigdes foram obtidas por mutagéneses direta do oligonucleotideo

pelo método de Kunkel (1985), realizadas em trabalhos anteriores do Laboratério
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Capitulo 4

a mutagdo desejada era, entdo, extraido e purificado, conforme apresentando no Anexo

2, item A.2.
sequenciamento do DNA produzido, este ultimo realizado pela empresa The Great

A avaliacio da eficiéncia da mutagdo era feita através de eletroforese e do

(Carver et al., 1992, Hargrove e Olson, 1996). Em arnbbs os casos, os plasmideos
mutantes eram transformados em células DHSa de E. coli. O DNA plasmidial contendo

American Gene Company (Ransom Hill Bioscience, Inc.).
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Mapa do gene sintético da mioglobina. Em destaque, os sitios de agéo das

enzimas de restricdo Bgl I e Hpa I (Springer e Sligar, 1987).

-
-

Bioquimica e Biologia Celular onde foi realizada parte deste doutorado. As mutagdes
realizadas durante este trabalho foram: 64L88A, 68F88A, 64A68ABEA, 64Y6SFEEA,

64Q107F, 64Q107W. As demais mutagdes utilizadas foram obtidas de estoques

Figura 4.1
Cabe ressaltar que a produgdo dessas mutantes ¢ atividade de rotina no laboratorio de

produzidos em trabalhos anteriores do grupo.
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4.1.2 Producio das Proteinas Recombinantes

Os plasmideos mutantes produzidos na etapa anteriormente descrita eram expressos
constitutivamente em células de E. coli cepa TB1 (Springer e Sligar, 1987). Esse tipo de
expressido funciona bem para mioglobina de baleia por que esta possui uma apoproteina
bastante estavel. A bactéria sintetiza o hemo e o incorpora a globina, originando a

holoproteina solivel encontrada no citoplasma celular (Smith, 1999).

A transformagiio segue os mesmos passos descritos no Anexo 2 para as células DHS5a e
consiste na introduco do DNA plasmidial na célula hospedeira. Apés a transformagio,
um pré-indéculo era preparado transferindo-se uma colénia da placa transformada para
10 mL do meio de cultivo LB (Luria Broth) liquido, preparado com 10 g/L. de triptona,
5 g/l de extrato de levedura e 10 g/ de NaCl, acrescentando-se 100 mg/L de
ampicilina. A presenca do antibiético garante que apenas as células de E. coli contendo
o plasmideo mutante, que também ¢ dotado do gene para resisténcia a ampicilina, possa

crescer no meio.

Apos 8 h de incubacdo a 37 °C, a propagagfo era feita inoculando-se o tubo de 10 mL
em 250 mL de meio. Apds incubagdo por 4 horas, este inéculo era, entdo, transferido

para um fermentador (B.Braun Biotech. Inc.) contendo 100 L do meio mais antibidtico.

A temperatura do fermentador era mantida constante em 37 °C, a taxa de aera¢io era de
1 vvm e o pH nfo era controlado, mas permanecia sempre em torno de 7. As células
eram colhidas em aproximadamente 12h, no fim da fase estacionaria de crescimento,
utilizando uma centrifuga tubular continua (Sharples AS-16, Pennwal), e estocadas a

-70 °C até posterior uso.

O esquema de purificagdio era conduzido segundo descrito por Springer ¢ Shigar (Carver
et al, 1992), sendo todos os passos realizados a 4 °C. O mesmo consistia no
rompimento das células e separagdo da proteina soluvel utilizando precipitagdo
fracionada com sulfato de amdnio, com cortes de 50% ¢ 95%, seguido por tratamento
em coluna de troca catiénica (coluna de carboximetilcelulose - CM-52, Whatman) e
anidnica {coluna de dietilaminoetil - DEAE, Whatman). A proteina purificada assim
obtida era, entdo, concentrada por ultrafiltragio (concentradores Centriprep®YM-10 e
Centricon®, Millipore) Uma descrigdo mais detalhada deste procedimento pode ser

encontrada no Anexo 2, item A.3.
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A avaliacdo da pureza era feita pela razdo entre a absor¢do na regido de Soret (409 nm
para a metMb e 418 nm para a oxiMb) e aquela em 280 nm. Proteinas exibindo uma
razao entre 3 e 4 eram consideradas com grau de pureza de aproximadamente 99%

(Brantley et al., 1993).

4.1.3 Producéo de Cobalto-Proteinas

Existem dois métodos principais para isolar globinas a partir da holoproteina, ambos
baseados na diminui¢do da afinidade do heme pela globina em pH acido. O primeiro
utiliza acido-acetona a baixas temperaturas para precipitar a globina. O segundo método
emprega o solvente meti-etil-cetona (MEC) para extrair o hemo, e foi utilizado para
produzir as apomioglobinas {Ascoli et al., 1981). A qualidade da globina obtida foi
avaliada pela andlise do seu espectro de absorgio e pela titulagdo com hemin (Cloreto

de Fe(l1l)-protoporfirina IX, Sigma).

Uma vez extraido o hemo, CoMbs eram preparadas pelo método de ITkeda-Saito et al.
(1991). Cloreto de Co(Ill)-protoporfirina IX (Porphyrin Products) era dissolvido em
piridina e adicionado a solugdo da apomioglobina. A mistura era, entfio, passada através
de uma coluna Sephadex G-25, em condi¢des anaerdbicas. O procedimento detalhado

encontra-se no Anexo 2, item A 4.

4.1.4 Afinidade pelo Oxigénio

Como apresentado no Capitulo 2, a oxigenagio da mioglobina pode ser descrita pelo

seguinte equilibrio:

Mb + O, <& MbO, (2.4)

Também conforme ja demonstrado, a constante de equilibrio K pode ser relacionada a
uma grandeza denominada Psy (Pso = 1/K), que € a pressdo de O, na qual metade das
moléculas encontra-se na forma oxigenada. A afinidade de cada proteina por O, foi

avaliada a partir deste parametro,

Os experimentos foram conduzidos em equipamento descrito por Imai (1981). Trata-se

de um espectrofotémetro adaptado, no qual é colocada uma cubeta contendo um
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eletrodo de oxigénio. A solugio era mantida sob agitagsio e com temperatura controlada
por um banho de refrigeragio. As curvas de oxigenagio e desoxigenagdo eram obtidas
equilibrando-se a solugio com ar e nitrogénio, respectivamente. No caso de mutantes
com baixa afinidade, utilizava-se O, puro em vez de ar. Registrava-se, ent3o, a variagio
na fragio de oximioglobina (pelas mudangas no seu espectro de absor¢@o) com a

pressdo parcial do gas em equilibrio com a solugio.

4.1.5 Taxa de Autoxidagdo

A estabilidade quimica das mioglobinas pode ser avaliada pela sua resisténcia &
autoxidacfio. O fon ferro passa do estado Fe(Il), na oxi e desoximioglobina para o estado
Fe(I1I) na metMb. Essa transi¢do ¢ facilmente acompanhada através de mudangas no

espectro de absorgdo da proteina.

A evolugfio da concentragio de metMb era acompanhada pelo aumento da absor¢do em
409 nm, correspondente ao pico de absor¢io da forma meta na regido de Soret. A curva
obtida era ajustada segundo um modelo exponencial, admitindo-se que a oxidagdo
obedece ao modelo:

dloxiMb] _

-k _foxiMb 4.1
i oxk ] 4.1)

onde ko, ¢ a constante de autoxidacio aparente ¢ [oxiMb] ¢ a concentragio de
mioglobina presente. Os ensaios de autoxidagio eram realizados em um

espectrofotémetro Shimadzu modelo UV-2401PC, com controle de temperatura.

Nas proteinas cobalto-substituidas, o ion cobalto passa também de Co(1I) para Co(1lI),
mas quantificar esta mudanca e definir uma taxa de oxidacdo tormma-se mais dificil
porque os espectros de absorgdo da proteina nas formas oxidada ¢ reduzida sdo

praticamente coincidentes,

Desenvolveu-se, entdo, uma metodologia para determinagdo da concentragdo de
metCoMb em solucdo utilizando cianeto de potassio (KCN), detalhado no Anexo 2,
item A.5. A técnica se baseia no fato de que a metamioglobina reage com o cianeto
formando o complexo cianometmioglobina (MiCN) enquanto que a oximioglobina nio

¢ afetada por este.
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4.2. RESULTADOS E DISCUSSAQ
4.2.1 Mioglobinas Mutantes

Nos oligos inseridos. a seqiiéncia final de nucleotideos no sitio da enzima de restrigéo
Hpa I era modificada de TTA para CTA. O aminodcido expresso nessa posigdio continua
sendo Leucina, mas. mudando-se a seqiiéncia do oligo. a enzima de restrigdo ndo mais a
reconhece e nfio pode cortar a fita do DNA. Este procedimento € util pois permite uma

avaliaciio da eficiéncia da mutagdo.

Assim, se a digestdo enzimatica do vetor para receber o oligo contendo a modificagdo
for incompleta. pode haver uma recombinagio dos pedagos cortados pela enzima de

restricdo e o resultado ¢ um DNA idéntico ao original, sem a mutag¢do desejada.

Ao ser analisado por eletroforese. 0 DNA produzido pode ser comparado a um padréo
ndo cortado. A Figura 4.2 mostra o aspecto tipico de um gel ao final da andlise. Nesta
figura. a hinha 1 corresponde ao padrido de DNA, nfo digerido, enquanto as linhas 2 a 7
correspondem a amostra do DNA manipulado, tratado com a enzima Hpa 1. Como pode
ser observado, as linhas 5, 6 ¢ 7 apresentaram um padrio semelhante ao do DNA sem
corte, indicando que. nestas amostras, a substituicdo dos oligos foi feita com sucesso.
As linhas 2, 3 e 4 tratavam-se, possivelmente, do DNA original, sem mutagio. A
confirmagdo era feita enviando-se as amostras para sequenciamento. Neste exemplo

apresentando, as amostras 5 a 7 eram, de fato, a mutante desejada, a mioglobina
68F88A.

Figura 4.2: Fotografia do gel de agarose ao final da eletroforese. As linhas 2 a 7
correspondem 4 amostra do DNA produzido, tratado com a enzima Hpa I;
a linha 1 € o padrio de DNA ndo digerido com a enzima.
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4.2.2 Produciio das Proteinas Recombinantes

A Figura 4.3 mostra curvas de crescimento tipicamente obtidas, neste caso, para duas
das mutantes produzidas, 29F e 29F68F. Neste experimento, as células foram cultivadas
em erlenmeyer de 1L contendo 250 mL de meio LB, com teniperatura constante de
37 °C, sob agitagdo de 200 rpm. Como pode ser observado, o final da fase exponencial
de crescimento se d4a em torno 8 h. A velocidade especifica de crescimento,

determinada na fase exponencial, foi de aproximandamente 0,8 h' em ambos 0s casos.

No fermentador de 100 L, as células eram colhidas com aproximadamente 12 h de
cultivo. O rendimento médio obtido no fermentador de 100 L era de 4 g de células/L de
meio, contendo a holoproteina solivel. Apds as etapas de extragdo e purificagédo,
obtinha-se 1 mL de uma solu¢io 6 mM de mioglobina em tampao fosfato, que

corresponde a aproximadamente 100 mg da proteina.

A mioglobina produzida era estocada em nitrogénio liquido até posterior uso.
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Figura 4.3: Curva de crescimento das mutantes 29F e 29F68F cultivadas em
erlenmeyer a 37 °C, meio LB.

4.2.3 Produg¢io de Cobalto-Proteinas

A qualidade das apoproteinas obtidas era avaliada por espectrofotometria. A Figura 4.4

mostra o espectro de absor¢do para uma apoproteina preparada a partir de mioglobina
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do misculo cardiaco eqiiino. A relagdo entre a absor¢dio em 410 nm (A2) e aquela em
290 nm (Al) é um indicativo da eficiéncia de extragdio do hemo. Uma razio A2/Al
igual a 0,1 corresponde &, aproximadamente, 1 % de hemo residual (Ascoli et al., 1981).

No exemplo mostrado, a razéo foi 0,11.

Al

1.4 - '(

1,2 1
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08 -

Abs,

0.6 A2

0.4 /

0,2 -

0 ‘

250 350 450 550
Comprimento de onda (nm)

Figura 4.4: Espectro de absorgfio de uma apomioglobina eqiiina preparada por extragéo
do hemo com metil-etil-cetona. Al € a absor¢do no comprimento de onda
de 410 nome A2, em 290 nm.

A Figura 4.5 mostra como varia o espectro de absor¢iio da mioglobina com a adi¢io de
hemin. O aumento na densidade éptica da amostra é proporcional 3 quantidade de

proteina reconstituida, uma vez que globinas desnaturadas nio reincorporam o hemo.

Neste experimento, aliquotas de 5 pl eram sucessivamente adicionadas a solugio da
apomioglobina, sendo possivel observar que, neste caso a saturagdo foi atingida com
adicio de 30 pL de uma solugiio de hemin 0,2 mg/mL. Posteriores adigdes nio
promovem um aumento proporcional no valor da absor¢do em torno de 410 nm (pico de
absor¢do da metamioglobina). A partir deste valor ¢ sabendo-se que a proporgio

heme/apoproteina ¢ igual a 1, estima-se a quantidade de proteina presente na solugdo.
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Figura 4.5: Curvas de titulagdo para mioglobina de baleia (Sigma). Cada curva
corresponde ao espetro de absor¢do da solugHo, obtido apds a adigdo de 5
uL da solugdo de hemin.

Apo6s a titulagio com hemin e o célculo da quantidade de apomioglobina na solugdo,
procedia-se 4 reconstitui¢do da proteina com cobalto. Neste trabalho foram preparadas
CoMbs a partir de mioglobinas com mutagdes simples, duplas e triplas. As CoMbs
preparadas foram:

Simples: Duplas: Triplas:
v WT v 67YG68F v’ 29F64Q68F
v 29F v 29F64Q v’ 29F64Q68L
v 67R v 64Q68L
v 68F v 64Q68F
v 88A v’ 29F68L

v 29F68F

Como mencionado no Capitulo 2, adotou-se nesse trabalho uma nomenclatura pela qual
a posicdo dos aminoicidos nas cadeias é representada por uma letra, relacionada a
hélice na qual ele se encontra, seguida por um nimero, que representa sua posicdo na
hélice. Assim, por exemplo, a mutante 29F apresenta o aminoacido Fenilalanina na
posigdo 29 (em lugar da Leucina originalmente presente). A mutante 29F68F contém
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duas mutagdes, nas posigdes 29 e 68, com a presenca de Fenilalanina em lugar de
Leucina ¢ Valina, respectivamente. E assim sucessivamente, com as demais mutantes.
WT corresponde a proteina selvagem (wild type), expressa em E. coli mas sem portar

mutagdes.

As mioglobinas mutantes produzidas foram caracterizadas quanto & afinidade pelo

oxigénio e quanto a estabilidade contra a oxidag8io, como discutido a seguir.

4.2.4 Afinidade pelo Oxigénio

A Figura 4.6 mostra a variagdo na fragio de moléculas oxigenadas (Y) em fun¢fo da
pressdo parcial de oxigénio (pO,) para as varias mioglobinas mutantes produzidas e
contendo cobalto em lugar de ferro (CoMbs). Na Tabela 4.1 encontram-se os valores de

Pso calculados a partir das curvas da Figura 4.6.

A 29F68F
L0 1 : ‘.‘ “ N * 29F
. * . ¢ @ 29F63L
0.8 1 ? ® 29F64Q68L
aawrs AT
a1
oo ki o R A
* " - m 88A
- .
. .. ® 68F
.o L]
L w 29F64Q
® 64Q68F
" *
.« * * 64Q
*
90 120 150
pO; (mmHg)

Figura 4.6: Fragio de oxiCoMb como fungdio da pressdo parcial de oxigénio, a 25 °C.

Como pode ser observado, as mutages introduzidas na mioglobina provocaram
mudangas significativas na afinidade pelo oxigénio. Psy variou de 1,6 pM, na mutante
de maior afinidade entre as investigadas (29F68F), até 677 uM, na mutante com menor
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afinidade (64Q). Esta variagfo representa uma diferenca de aproximadamente 400 vezes
na afinidade pelo O,. Como comparagio, a mioglobina selvagem (WT) apresentou Pso

intermedidria, igual a 100 uM.,

Tabela 4.1: Valor de Psq para as CoMbs recombinantes a 25 °C.-

Mutante Pso (M)
64Q 677,4
64Q68F 2775
29F64Q 230.6
68F 130,2
88A 120,0
WT 100,0
64Q68L 97.9
29F64Q068L 26,0
29F68L 7,0
29F 54
29F68F 1,6

Uma analise sobre a influéncia da substituigio desses aminoacidos na afinidade pelo
oxigénio sera feita posteriormente, juntamente com o efeito da mesma na taxa de
autoxidagio das mioglobinas, visto que ambos os fatores estdo intimamente

correlacionados.

A Figura 4.7 apresenta uma comparagio entre o valor de Pso para CoMbs e FeMbs
Como pode ser observado, Ps; é cerca de 100 vezes menor para as CoMbs
comparativamente as FeMbs. De fato, enquanto a constante de associagdo do oxigénio é
da mesma ordem de grandeza para CoMbs e FeMbs, a constante de dissociagdo do
oxigénio no caso da CoMb nativa ¢é até 100 vezes menor (Yamamoto et al., 1974, Miller

e Chance, 1995).
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Figura 4.7: Comparagdo entre a afinidade de CoMbs ¢ FeMbs a 25 °C. No detalhe,
ampliagio da regido de menor valor de Pso. Dados para as FeMbs obtidos
por Brantley et al. (1993) e Scott et al. (2000).

Nestes experimentos, foi também avaliada a influéncia da temperatura no valor de Pso.
Como esperado, a diminuigio da temperatura acarreta um aumento na afinidade pelo
05, como pode ser visto na Figura 4.8. A extensdo da influéncia, contudo, ¢ diferenciada

para cada uma das proteinas analisadas.
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Figura 4.8: Efeito da temperatura na afinidade de CoMbs por O,.
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4.2.5 Taxa de Autoxidacdo

4.2.5.1 FeMbs

Solu¢bes de oximioglobina apresentam duas bandas de absor¢fio na regiio do Visivel,
uma mais intensa em aproximadamente 543 nm, e outra mais difusa em torno de 581
nm (coeficiente de extingdio &€ = 13,3 mM"). A forma reduzida (desoxiMb) apresenta
uma dnica banda que se estende em 556 nm (¢ = 11,8 mM"). A metamioglobina
(metMb) apresenta uma banda em 630 nm e outras duas bem menos intensas na mesma
faixa que a oxiMb (Rius e Valenti, 1972). Na regido de Soret, a oxiMb absorve em 418
nm, a desoxiMb, em 434 nm, ¢ a metMb, em 409 nm (g = 160 mM™"). O espectro de

absorcéo das diferentes formas da FeMb pode ser visto na Figura 4.9.

oxiFeMb
1 - R —— metFeMb
A~
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08 - :.'i .Jf‘ \ i\‘ ",: ; ;;‘ \
; / l:i. I“\ | . ,'; \ i{ \
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Figura 4.9: Espectro de absorgio obtido para a mioglobina eqiiina em tampédo fosfato
0,1 M, pH 7,0.

Como mencionado anteriormente, as transformagdes sofridas durante a oxida¢io da
proteina podem ser acompanhadas por modificagdo no seu espectro de absor¢do quando
em solugfio, na regifio de 400 nm a 650 nm. Durante a oxida¢#o, os picos de absorgdo
em 453 nm e 581 nm da oxiMb vdo desaparecendo e dando lugar ao pico em 630 nm.
Por outro lado, o pico em 418 nm vai sendo deslocado para 409 nm, tipico da metMb.

Tais transformagdes podem ser vistas na Figura 4.10.
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Figura 4.10: Mudanga no espectro de absorgio da mioglobina de baleia sofrendo
oxidago. Proteina em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,0.

Cabe ressaltar que, apds a caracterizagio da afinidade pelo oxigénio, fez-se uma selegdo
das mioglobinas mutantes, descartando as que possufam uma afinidade muito inferior a
da mioglobina selvagem, ou aquelas que ndo foram obtidas em quantidade suficiente
para todos os testes e niio estavam disponiveis em estoque. A Figura 4.11 mostra a
evolucdo na fragio de metMb com o tempo, para as diferentes mutantes sclecionadas.
Na Tabela 4.2 sio encontrados os valores obtidos para a taxa de autoxidagdo dessas
proteinas, apos ajuste das curvas pelo modelo exponencial anteriormente apresentado

(equagdo 4.1).

Verifica-se que as mutagdes produziram um efeito muito maior sobre a afinidade pelo
O, que na taxa de oxidagho. Comparativamente, houve uma variagdo na taxa de
oxidacdo de até 10 vezes entre as FeMbs investigadas, enquanto que a variagdo
observada no valor de Pso para as correspondentes CoMbs mutantes foi em torno de 80

VCZES.

Outra observagio que merece destaque € o fato de que a estabilizagdo promovida pela
mutante 29F a 37 °C, observada neste trabalho, foi inferior aquela relatada a 25 °C em
trabalhos anteriores do grupo (Brantley et al., 1993). Tal discrepéncia pode ser uma
conseqiléncia da temperatura mais elevada empregada neste trabalho para caracterizar a

taxa de oxidacdio, visto que algumas mutantes podem ser menos resistentes a

85



Capitulo 4 Parte Experimental - 1

desnaturagdo que pode ocorrer nessas condigbes. Além disso, no trabalho mencionado
(Brantley et al., 1993), os testes de estabilidade foram conduzidos na presenga de
catalase e superoxido-dismutase, enzimas que podem contribuir para reduzir a taxa de

autoxidacdo.

1,0}

2YF68L

0.8 1

0,6

X met

0.4 -

0,2 4 29F68F

0,0 T T T T T T )
0 4 8 12 16 20 24
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Figura 4.11: Oxidagio de FeMb. Experimentos conduzidos em tampéo fosfato
100 mM/ EDTA 1mM, pH 7,0 a 37°C, concentragdo inicial de proteina =
5 mM.

Tabela 4.2: Taxa de autoxidagio de FeMbs a 37 °C.

Mutante _ kox(h)
20F68L 0,261

B8A 0,123
C68F 0098
29F 0,065

29F68F 0,028

A Figura 4.12 mostra a influéncia da temperatura na estabilidade das mioglobinas
recombinantes. Como esperado, o aumento da mesma acarreta um aumento na taxa de

autoxidagdo da proteina, Com isso, pode haver uma desnaturacdo irreversivel
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Figura 4.12: Oxidag¢io de FeMb em fung3o da temperatura. Experimentos conduzidos
em tampdo fosfato 100 mM/EDTA 1mM, pH 7,0. Concentragio inicial de
proteina = 5 mM. Dados a 25 °C para a mutante 29 F obtidos de trabalhos
anteriores do grupo (Branltey et al., 1993).

Para entender o efeito das mutagdes nas propricdades da mioglobina, deve-se ter em
mente que, em geral, os fatores que levam a uma redugdo na afinidade pelo oxigéno
provocam, também, um aumento na taxa de oxidagio das mioglobinas. Isto porque as
reagdes envolvidas na oxidagio envolvem a liberagdo do oxigénio como radical

superdxido (O:™), conseqiiéncia de uma fraca ligagio do mesmo com a proteina

(Brantley et al., 1993).

A oxigenagfio da mioglobina envolve os seguintes passos: dissociacdo da molécula de
dgua covalentemente ligada a Histidina; entrada do O na cavidade distal; e ligacdo
covalente do O, com o metal. Assim, os principais fatores que afetam a afinidade pelo
oxigénio e, conseqilentemente, a estabilidade da mioglobina sdo polaridade, efeitos

eletrostaticos e impedimentos espaciais na regido de ligagfio do oxigénio.

A Histidina distal (His64) desempenha papel chave na estabilizagio do complexo
Metal-O-O formando uma liga¢dio de hidrogénio com o O,. Portanto, sua substituigio
ira afetar tanto a afinidade quanto a resisténcia a autoxidag@io. Como observado com a
mutante 64Q, a presenga da Glutamina aumentou P50 em seis vezes relativamente ao

tipo selvagem. A taxa de autoxidag@io também foi afetada, visto que a cadeia lateral
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amina da Glutamina forma uma ligagdo de hidrogénio com O, bem mais fraca que a

Histidina.

O aminoacido Valina (Val68) possui um carater hidrofébico que ¢ fundamental para
garantir a alta afinidade do grupo prostético pelo oxigénio e para aumentar a
estabilidade contra autoxidagdo. Ele interage com a histidina € cem o O; ligado (Quillin
et al., 1995). A substituigdo da Valina por Fenilalanina praticamente néo alterou a taxa
de autoxidacdo, o que pode ser atribuido a uma competi¢io entre dois efeitos
antagdnicos: o enfraquecimento da ligagdo de hidrogénio da His64 com o O, que tem
efeito negativo na estabilidade, e o aumento na hidrofobicidade pela presenga do grupo
fenil, que inibe a autoxidag¢do (Brantley et al., 1993). A presenca desse grupo fenil
também inibe 0 movimento do ligante para dentro e para fora da proteina. O resultado

liquido é uma diminuig#o na afinidade pelo O,.

A substituicdo da Leucina (Leu29) por Fenilalanina na mutante 29F resultou em uma
taxa de autoxidacio um pouco menor (aproximadamente dois tergos do valor da
mioglobina selvagem). A diferenga entra a taxa de autoxidagio dessa mutante € aquela
do tipo selvagem observada em trabalhos anteriores a 25 °C (Brantley et al., 1993) foi
bem maiof. A autoxidacfio ¢ inibida, provavelmente, pelo preenchimento da cavidade
distal pelo grupo fenil, o que dificulta o acesso do solvente ao grupo hemo. Além disso,
ocorre uma interagdo entre o anel aromatico e o oxigénio que estabiliza a ligagdo. Ao
preencher a cavidade distal com o anel aromatico, a constante de dissociagdo também
diminui bastante pois o O dissociado permanece nesta cavidade um tempo Jongo o
suficiente para permitir sua recombinagdo com o metal. O resultado ¢ um grande

aumento na afinidade. (Carver el al., 1992)

A mutante 88A apresentou taxa de autoxidagdo e afinidade pelo O; semelhantes ao tipo
selvagem. A razio para investiga-la foi o fato de possuir um aminoacido apolar numa
posi¢do que confere maior estabilidade a sua apomioglobina, que pode levar a niveis de

expressao mais altos que no tipo selvagem (Hargrove e Olson, 1996).
4.2.5.2 CoMbs

Como discutido anteriormente, os espectros de absor¢io das formas oxigenada e
oxidada das CoMbs sfo muito semelhantes, tornando dificil uma determinagdo precisa
da concentragdo de cada uma das espécies pela simples analise do espectro (Yonetan et

al., 1974, Yanamoto et al., 1974). Desta forma, antes do estudo sobre oxidacdo das
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CoMbs, foi necessaria uma investigagio visando estabelecer uma metodologia adequada
& caracterizacio da estabilidade dessas mioglobinas contendo cobalto, a qual sera

discutida a seguur.

e Espectro de absorgio das CoMbs

Ambas as formas, oxiCoMb e metCoMb, apresentam picos de absorgdo na regido do
visivel em torno de 576 nm e 538 nm, € na regifo de Soret em torno de 425 nm. A
forma desoxi, por outro lado, apresenta um pico de absorgéo em torno de 405 nm e uma
banda difusa. em torno de 570 nm, cujo formato depende da propor¢do de metMb
presente. A Figura 4.13 mostra os espectros de absorgdo das espécies oxi, desoxi €
metCoMb.

1 | — oxiCoMb
;” \ / —— desoxiCoMb
i Y

0.8 ‘ , ‘-L‘ ‘ — metCoMb

0.6 | IR

Abs.

04 vy

02 [

350 400 450 500 550 600

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.13: Espectro de absor¢3o da cobalto-mioglobina de baleia nativa (Sigma),
obtido em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,0.

Uma forma de avaliar qualitativamente a qualidade da CoMb ¢ analisando-se as
mudangas espectrais ocorridas durante a transicio entre as formas oxigenada e

desoxigenada. Na Figura 4.14 pode-se verificar a existéncia de um ponto isobestico em
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414,5 nm, indicando a auséncia de oxidagdo ou desnaturagio.

Abs.

350 400 450 500
Comprimento de onda (nm)

Figura 4.14: Transigdo oxi/desoxi para a cobalto-mioglobina de baleia, nativa, sob
desaeragio com No.

O método para dosagem de metCoMb desenvolvido foi o utilizando cianeto de potéssio.
Como descrito no Anexo 2, item A.4, obteve-se uma curva de calibracgio a partir da qual

foi possivel determinar a concentragio da espécie oxidada em solugéo.

Observou-se, ainda, que a forma do pico em 425 nm ¢ sensivelmente afetada pela
proporgdo entre oxiCoMb e metCoMb, como mostrado na Figura 4.15. Baseado nesta
observagio, recorreu-se a um planejamento experimental visando avaliar a extensio da
contribuigdo de .cada espécie e possibilitando, desta forma, a utilizagdo destas

informacdes para caracterizar a estabilidade das CoMbs.

0 modelo proposto, detalhado no Anexo 2, item A.6, considera que a absorgdo total em
425 nm ¢é igual a soma das absorcdes das formas oxi e met presentes na solugdo. Pelos
resultados da estimag¢do, conclui-se que existe uma forte correlacio entre o pico de
absorgdo em 425 nm e a concentra¢io de oxi e metmioglobina na amostra, como pode

ser visto na Figura 4.16.
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Figura 4.15: Variagio do pico de absorgdo em 425 nm pela adi¢do de oxiCoMb (A) e
metCoMb (B). Proteina = mioglobina de baleia {(nativa) em tampéo
fosfato 0,1 M, pH 7.0.

Abs = Koxi®Coxi + Kmet*Cmet

RESULTADOS DA ESTIMAGAO

Pardmetros= KOXI: 144 KMET: 170
Fungo Objetivo= (OBS-PRED)”

Residuo Final= 0,000402917
R=0,99984
Variancia explicada pelo modelo= 9%.9%
Desvio padrio=2,25 %

Figura 4.16: Correlago entre o pico de absorgio em 425 nme a concentracio de oxie
metmioglobina presentes em solugfo. Proteina = CoMb de baleia (nativa)
em tampdo fosfato 0,1 M, concentrago na faixade 0 a 5 pM.

Utilizando-se as técnicas acima mencionadas, péde-se, entdio, acompanhar a oxidagao

das CoMbs,
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» Estabilidade das CoMbs

Os testes de autoxidagio das CoMbs foram realizados com a proteina nativa, como

padrdo. Os resultados, contudo, podem ser extrapolados para as mioglobinas mutantes.

A Figura 4.16 mostra uma comparagio entre a autoxidagio de CoMb de cavalo ¢ de
baleia (ambas nativas) a 25 °C. Foram utilizados dois métodos para acompanhar a

evolugio da quantidade de metamioglobina: o método do cianeto ¢ o aumento da

absorcdo em 425 nm.
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Figura 4.17: Autoxidagio de CoMb de cavalo (A) e (B) e de baleia (C) e (D), ambas
nativas. As figuras (A) e (C) mostram a evolugio da fragio de
metamioglobina determinada pelo método do cianeto. As figuras (B) e (D)
mostram a evolugdo da absor¢fio em 425 nm, como resultado do aumento
de metamioglobina na solugdo. Teste realizado em tampdo fosfato 100
mM/EDTA 1mM, pH 7,0, a 25 °C, concentragdo inicial d¢ CoMb =3 uM.
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Como pode ser observado, a oxidagio das CoMb ¢ bastante lenta comparativamente a
da correspondente FeMb. Cabe notar que, nos experimentos representados na Figura
4.17 (A) e (C), a concentragdo de metCoMb parece diminuir depois de determinado
periodo, 0 que pode ser atribuido, pelo menos parcialmente, a uma contaminagio da
solucio por microrganismos. Em anaerobiose, a oxiMb € convertida em desoxiMb, mais
estavel, o que também interfere na dosagem. Desta forma, é diﬁcﬁ acompanhar o curso
total da autoxidagio das CoMb, mesmo tomando-se precaugbes como filtragdo das

solugdes com membrana de didmetro de poro de 0,2 pm.

Devido as limitagdes dos métodos empregados, nfo foi possivel determinar
precisamente o tempo de meia-vida da CoMb. Assim, outro teste foi realizado, com um
equipamento de fotdlise a laser. Mediante a aplicagéo de um pulso, a ligagdo Co-0-0 é
quebrada produzindo desoxiCoMb ¢ oxigénio livre na cavidade distal. Cessado o pulso,
0 O, recombina com o cobalto, restaurando a forma oxigenada. A transi¢do da forma
desoxi para a oxi é seguida por mudancas no espectro de absor¢do da proteina em
solugdo e a extensdo da recombinaciio pode ser usada para avaliar a quantidade de
oxiMb presente na amostra (Carver et al., 1990).

0,3 -
3

0,2 *

AAmax

0,1 -

0 40 80 120
Tempo (h)

Figura 4.18: Varia¢io da fragio de mioglobina oxigenada com o tempo, expressa em
termos da diferenca maxima de absorcéo da solugfo de proteina quando
submetida a reoxigen¢io. Amostra = CoMb eqiiina em tampio fosfato
100 mM/EDTA 3 mM, a 25 °C.

Na Figura 4.18, a abscissa do grafico representa a variagiio na absor¢@o da amostra de

CoMb apés aplicagio do pulso, quando ela passa de desoxi para oxiMb. Na ordenada,
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tem-se o intervalo de tempo entre as duas medidas. Como pode ser observado, apos 96 h
a 25°C, a CoMb ainda foi capaz de recombinar 75% do O, comparativamente ao
primeiro dia. Isto significa que a proporgdio de oxiCoMb na amostra diminui apenas

25% apos 4 dias, indicando, mais uma vez, uma taxa de autoxida¢@o bem reduzida.

A Figura 4.19 compara a estabilidade das CoMb ¢ FeMb a 50 °C. Neste caso, foi
utilizado o aumento na absor¢io em 425 nm para acompanhar a reagfio de oxidagdo. A
variacio na absorgio foi apresentada em termos da variagio mdxima que seria

observada se toda a mioglobina fosse convertida & metamioglobina.

Como pode ser observado, enquanto a oxiFeMb foi totalmente convertida a metFeMb
em algumas horas (t;; = 1h), a correspondente CoMb manteve-se estavel durante o

mesmo periodo.
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Figura 4.19: Oxidagio de FeMb e CoMb a 50°C. Em ambos os caso, a proteina era de
baleia, WT. Experimentos conduzidos em tampdo fosfato 100
mM/EDTA 1mM, pH 7,0.

4.3 CONCLUSOES

No sistema empregado, a eficiéncia da transformacéo das células de E. coli ¢ elevada,
embora nio tenha sido feita uma estatistica da mesma. No entanto, os custos de

produgdo sdo altos e limitados pelo nivel de expressao da proteina pela bactéria. O
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rendimento em termos de massa celular (4 g/L) e de protéina {1 mg/L) precisam ser

melhorados tendo em vista as aplica¢des pretendidas neste trabalho.

Quanto a oxida¢io da mioglobina, esta é indesejada uma vez que a forma férrica da
proteina nfio transporta O:. As estratégias investigadas visando obter uma maior
estabilidade foram a construgiio de proteinas recombinantes e a substituigdio do metal
por cobalto. A mutante 29F68F resuitou em uma reducdo significativa na taxa de
autoxidagio, que foi 3,5 vezes menor que no caso da MbWT. Nas condigdes
investigadas, a 37 °C, uma pequena melhoria na taxa de autoxidacdo foi obtida com a
mutante 29F (koxaor = 2/3 koxwr). A estabilizagiio a 25 °C, no entanto, pode ser muito

superior (koxyor = 1/10 koxwr), como relatado em trabalhos anteriores (Brantley et al.,
1993).

A substituigio por cobalto resultou em uma grande melhora na estabilizagdo da
mioglobina. Enquanto o tempo de meia-vida para um FeMb WT foi de apenas 13 h, na
correspondente CoMb o mesmo foi superior a 96 h. Assim, utilizando-se as duas

técnicas simultanemante, é possivel obter mioglobinas até 80 vezes mais estaveis.
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Anexo 2 Metodologias Detalhadas

METODOLOGIAS DETALHADAS

A.1 CASSETE-MUTAGENESES

Materiais:
Enzimas e tampdo da ligase = Promega
Tampio de ligagiio = Sigma

- Digestio do Vetor:

¢ Adicionar, em dois eppendorfs estéreis (uma para cada enzima de
restrigéo):
10 pg do vetor
50 U da enzima (Hpa I em um e Bg! II em outro)
20 pl do tampdo da enzima
Completar para 200 pl com agua deionizada estéril (ddH,O)
¢ Aquecer a 37 °C por 2h;
e Separar uma aliquota de 10 pl para analisar por eletroforese;
¢ Ao restante, adicionar a mesma quantidade de uma mistura 1/1 de
fenol/cloroformio, agitar por vortex;
e Centrifugar a 14000 rpm por 3 min.
® Ao sobrenadante, adicionar 400 ml de etanol 100 % e agitar. Resfriar a -
70 °C por 50 minutos;
o Centrifugar a 14000 rpm
» Adicionar etanol 70 %. Centrifugar a 14000 rpm por 5 min;
¢ Remover o sobrenadante com uma pipeta e centrifugar & vacuo para
completar a remogao do etanol;
o Ressuspender em 5 ul de 4gua. Adicionar:
5 U da outra enzima de restrigdo
Completar para 100 pi com o tampio da enzima
» Repetir os passos anteriores a partir da extracao com cloroférmio/fenol.

- Fosforilagdo dos Oligonucleotideos (Ransom Hill Bioscience, Inc.)

¢ Adicionar, separadamente para cada lado da fita do DNA :
1 ul do oligo (topo ou fundo}
2 ul de tampao
1 ul de ATP 0,05 mM
0,5 ul de TPK
Completar para 20 pl com ddH,O
e Aquecer a 37 °C por 1h;
¢ Aquecer a 65 °C por 10 min;
¢ Centrifugar a 14000 rpm por 1 min.
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- Anelamento

e Misturar os dois lados da fita do DNA
s Agquecer a 95 °C por 3 min;
¢ Resfriar em banho refrigeragfo até atingir temperatura ambiente.

- Ligagdo

o Misturar :
1 pl do vetor
1 pl do oligonucleotideo
1 ul de tampdo de ligaco
7 ul de ddH20
* Aquecer a 75 °C por 5 min;
e Resfriar até temperatura ambiente, por 1 a 2 h;
e Adicionar:
1 pl de tampéo da ligase
1 pl de ATP 0,05 mM
1 pl de T4 DNA ligase
e Mantera 15°C por 12 h

- Transformacio

¢ Adicionar a mistura acima a 50 pl de células competentes, preparadas
como descrito no item A.2;

Deixar em repouso por 30 min em banho de gelo;

Aquecer a 42 °C por 60 s;

Adicionar 50 pl de meio LB

Plaquear em meio LB com ampicilina;

Incubar a 37 °C por 12 h.

- Inoculagdo
e Inocular I coldnia em um tubo contendo meio LB com ampicilina;
e Incubara 37 °C por 12 h.

- Purificagio do DNA
¢ Seguir Protocolo do Sistema de Purificagdo MiniPrep Wizard ®

(Promega).
e O DNA obtido era estocado a -70 °C até posterior uso.
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- Analise do DNA

¢ Adicionar:
3 pl de ddH,0
3 ul de tampéo
5 ul do DNA purificado
1 pl de Hpa I diluida 5 vezes

Incubar a2 37 °C por 1 h;

Adicionar 2 pl de corante (Comassie Blue);

Preparar um padrio com 5 1l de DNA sem cortar com a enzima
Proceder eletroforese em gel de agarose fluorescente (0,9 % de agarose
em tampio TEAE com 4 pl de brometo de etidium).

A.2 PREPARO DE CELULAS COMPETENTES

- Inocular células de E. coli cepa DH5a do estoque em glicerol em 5 ml de meio
LB;

- Incubara 37 °C por 12 b;

- Transferir 1 ml do cultivo para 50 ml de LB. Incubar a 37 °C por 1 h, com
agitagao;

- Centrifugar a 3000 rpm por 30 min. Descartar sobrenadante;

- Suspender em aproximadamente 20 ml de CaCl> 50 mM;

- Deixar em repouso em banho de gelo por 30 min.;

- Centrifugar a 3000 rpm por 30 min. Descartar sobrenadante;

- Ressuspender em uma solugio 85% CaCl; 100 mM/ 15% glicerol

- Deixar em repouso em banho de gelo por 30 min.;

- Separar em aliquotas de 200 pl;

- Estocar a - 80 °C.

A.3 PURIFICACAO DA MIOGLOBINA
Dia 1:

- Preparar o tampao de lise:
Tris 50 mM
EDTA 1 mM
Ditiotreitol 0,5 mM
TSC (Tolueno Sulfonil Cloreto) 1mM
DNAse 40 U/ml
RNAse A 3 U/ml
Lisozima 2 mg/m}
Ajustar o pH para 6,0

- Descongelar as células, adicionar ao tampdo e agitar por 12 h, a 4 °C.
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Dia 2:

Centrifugar o lisado a 12000 rpm por 30 min. Descartar o precipitado;
Ao sobrenadante, adicionar 50% (p/v) de sulfato de aménia. Agitar por 2ha4
0

G
Centrifugar a 1200 rpm por 30 min. Descartar o precipitado;
Ao sobrenadante, adicionar 95% (p/v) de sulfato de aménia. Agitar por2ha4
OC;
Centrifugar a 1200 rpm por 30 min. Descartar o sobrenadante;

Ressuspender o precipitado em um tampao Tris 20 mM/ EDTA 1 mM, pH 8.
Dialisar contra tampdo Tris 20 mM/ EDTA | mM, pH 8,24 °C por 12 h.

Purificar a proteina por troca idnica, utilizando as resinas CM-52, catidnica
(carboximetilcelulose - Whatman), ¢ DEAE, anidnica (dietitaminoetil -
Whatman}.

Coluna de DEAE:

» Equilibrar com tampdo tris 20 mM/ EDTA 1 mM pH &;

e Aplicar a solugdo na coluna (concentrar primeiro se o volume for
muito grande);

o Recolher a fragdo mais vermelha;

o Ajuste o pH para 6 com acido acético, antes da proxima etapa.

Coluna CM52:
o Equilibrar com tampdo fosfato de sédio 20 mM pH 6;
e Aplicar a solugio na coluna;
e Lavar com o mesmo tampao acima,
» Quando toda proteina estiver presa no topo da coluna, eluir com um
grandiente de pH (de fosfato de sodio 20 mM pH 6 a fosfato de sodio
dibasico 50 mM pH 9);

Concentrar a proteina e determinar sua concentragio.

A.4 PREPARO DE COBALTO-MIOGLOBINA

Dia 1: Extragdo do Hemo

Diluir uma solugio de mioglobina oxidada com tris 2 mM, até a concentragdo
final de 0,2 mM;

Diminuir lentamente o pH para 2,0-2,2 com HCl;

Adicionar 4 solugio de mioglobina o mesmo volume de metil-etil-cetona a 0 °C;
Agitar vigorosamente e deixar decantar até separa¢do de fases;
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Descartar a camada superior e repetir o processo. Realizar todas as etapas acima
em banho de gelo;

Transferir a solugdo da apoproteina para um tubo de dialise e dialisar contra
4agua deionizada a 4 °C, por 12 h.

Efetuar uma dialise contra tampdo tris 5 mM pH 7, por 2 horas e outra contra
tampao tris S0 mM pH 7.

Dia 2: Reconstituigdo com Cobalto

Centrifugar a apoproteina a 8500 rpm por 10 min; descartar o precipitado;
Pesar a quantidade apropriada de cobalto porfirina (ver como calcular no final
deste item ") ¢ de ditionito de sédio (aproximadamente 1 mg de ditionito/ mg de
proteina);

Preparar uma coluna G-25, equilibrada com tampao Tris 5 mM pH 9,5,
conforme esquema da Figura A.1.

Purgar a solugiio de apoproteina com N, por 20 min;

Dissolver o ditionito de sédio em 0,5 mL de agua desaerada. Dissolver a
porfirina em 0,5 mL de piridina. Adicionar uma parte desta solugdo a piridina e
outra parte & apoproteina, a qual deve ser desaerada previamente com a
passagem de N por 20 minutos.

Aplicar a solugiio na coluna G-25 previamente preparada;

Recolher a proteina (fragdo vermelha que sai primeiro);

Aplicar numa coluna DEAE equilibrada com tamp&o Tris 5 mM pH 9.5.

Eluir com tampdo fosfato de sédio 10 mM pH 6;

Concentrar a solugdo.

" Titulagio com hemin:

VvV VVY

v

Pesar 2 mg de hemin;

Dissolver em 2 mL de NaOH 0,1M

Diluir cinco vezes com agua deionizada

Em uma cubeta, diluir 100 pl da solugdo da apoproteina em 1 mL de tampéo
fosfato 0,1 M pH 7,

Levar ao espectrofotdmetro ¢ adicionar aliquotas de 5 ul de hemin por vez,
registrando o espectro de absor¢do da solugio no intervalo de 350 nm a 450 nm,
aproximadamente;

.Finalizar quando a adigio de hemin ndo mais provocar mudangas significativas

na curva de titulagio;
Determinar a quantidade de cloreto de cobalto a ser adicionada, segundo os
calculos:

vt tal
Co=ny . o — MM (A1)
emin 'y
amostra
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Onde:

Co = massa do cloreto de cobalto, em miligramas;

N pemin = Nmero de mols de hemin gastos na titulago;

V o = volume total da solugdo de proteina

V .mostra = volume da amostra titulada

MM = massa molecular do cloreto de cobalto (600 g/gmol).

Reservatorio de
tampdo

OO
@]

Coluna de
troca idnica

Figura A.1: Esquema do aparato experimental utilizado no preparo das mioglobina
cobalto-substituidas.
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A.5 DETERMINACAO DA CONCENTRAGCAO DE METAMIOGLOBINA
UTILIZANDO KCN

- Preparar solugdes de metamioglobina de concentragdes conhecidas;
- Para cada solugdo fazer a leitura da densidade 6ptica em 425 nm. Anotar o valor

com DO1;
- Adicionar 1 pl de uma solugio de KCN a 50%. Ler novamente a 425 nm,
chamando de DO2;

- Calcular, para cada solugio, A DO = DO1 - DO2;

. Construir uma curva de calibragio de A DO em fungio da concentracio de
metamioglobina, como na Figura A.2;

- Utilizar a curva para determinar a concentragio de metamioglobina em outras

amostras.
03 -
' y=0,0672x .
0 R? = 0,9996
2 02- P
W i . e
g 0,15 - o
c ! ’
= 0,1 - >
< | o
005~
0 &— , : , ; l
0 1 2 3 4 5

Concentragiio de metMb (uM)

Figura A.2: Curva de calibrago obtida para a mioglobina de baleia.
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A.6 ESTUDO DOS ESPECTROS DA OXI E DA METAMIOGLOBINA

- Foi elaborado um planejamento experimental a 2 niveis com 2 varidveis: COXI
e CMET, que representam a concentragdo de oxi e metamioglobina,
respectivamente, com trés réplicas no ponto central, como mostrado na tabela
Al

- Foi proposto um modelo considerando-se que a absor¢do total em 425 nm ¢é
igual & soma das absor¢des das formas oxi e meta, estimando os pardmetros da
seguinte equagao:

ABS = KOXI x COXI + KMET x CMET
Onde:
KOXI e KMET = coeficiente de extingdo das espécies oxigenada e
oxidada, respectivamente
COXI e CMET = concentragdo molar das espécies oxigenada e oxidada,
respectivamente

Tabela A.1: Plano experimental a dois niveis com duas variaveis e trés réplicas no
ponto central.

Experimento | COXI(uM) | CMET(uM) | DO (425 nm)

I 5 5 1,5614
2 5 0 0,7314
3 0 b 0,8595
4 0 0 0

5 2,5 2,5 0,7836
6 2,5 2,5 0,795
7 2,5 2,5 0,7921

RESULTADOS:

Utilizando-se o Software Statistica, obteve-se o seguinte resultado:
Fung¢do Objetivo (OBS-PRED)**2 => Residuo Final = 0,000402917
R =0,99984

Varidncia explicada pelo modelo = 99,967%

Parametros: KOXI=144  KMET =170 Desvio padrio 2,25 %

Interessante notar que os valores de KOXI ¢ KMET estimados estio em acordo com
aqueles obtidos por outros métodos:

KOXI = 140 mM (Yonetani et al., 1974)

KMET = 190 mM (Hambricht et al., 1984, em Chen-Zhong et al., 2000)

Na Figura A.3 podem ser encontradas as superficies de resposta previstas pelo modelo.
Embora ndo tenha sido utilizado para determinar a concentragdo de metamioglobina
presente, a variagio na absorgdo em 425 nm mostrou-se util para uma avaliagio
qualitativa da evolugio da concentragfio da espécie oxidada.
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Abs = Koxi*Coxi + Kmet®Cmet

Figura A.3: Correlagiio entre o pico de absor¢iio em 425 nm e a concentragdo de oxi e
metamioglobina presentes em solugdo. Proteina = CoMb de baleia (nativa)

em tampdo fosfato 0,1 M, concentragdio na faixa de 0 a 5 pM.
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CAPITULO 5:

TRANSPORTE FACILITADO

Este capitulo inicia com uma revisdo dos principais conceitos envolvidos em

permeagdo de gds através de membranas poliméricas. Em seguida, sao apresentados os
tipos de membranas de transporte facilitado. suas caracteristicas, aplicagdes e
vantagens, com énfase no transporte seletivo do oxigénio. O papel do agente
transportador é discutido, bem como os fatores que influenciam sua atuagdo. Por fim, é
apresentada uma revisdo da literatura, mostrando os resultados mais relevantes

obtidos com membranas de transporte facilitado para separacdo de oxigénio.

5.1 INTRODUCAO

Genericamente falando, uma membrana pode ser definida come uma barreira que separa
duas fases restringindo, total ou parcialmente, o transporte de uma ou mais espécies
quimicas presentes nas fases. Os processos de separagio com membranas apresentam

uma série de vantagens que os permitem competir com técnicas classicas de separacdo:

» Economia de energia: Em geral, os processos com membranas ndo envolvem

mudanca de fase, sendo, portanto, energeticamente favoraveis.

> Seletividade: Caracteristica comum aos processos com membranas, visto que a
separagdo se da por diferenga entre as propriedades dos componentes, como

tamanho, forma, carga elétrica, solubilidade, taxa de difusdo.
» Condigdes amenas de operagfo: S3o geralmente conduzidos em temperatura
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ambiente, sendo, por isso, indicados na separagdo de misturas com componentes

termolabeis.

» Simplicidade de operagdo e escalonamento: Os sistemas empregados sdo
modulares ¢ os dados para dimensionamento de uma planta podem ser obtidos a
partir de equipamentos pilotos com modulos de membrana de mesma dimenséo

dos utilizados industrialmente.

Nos processos com membrana a separagiio ¢ atingida pela diferenca nas taxas de
transporte dos componentes. O grau de separagio é governado pela habilidade da
membrana em discriminar os diferentes componentes bem como pela for¢a motriz

relativa a cada componente.

O esquema de um tipico processo com membrana para separagdo de gases ¢ mostrado

na Figura 5.1:

Alimentagio ——W)

Permeado

“1— Concentrado

Figura 5.1: Representagiio esquematica do processo de separagdo de gases utilizando
membrana.

O mecanismo de separagiio depende do tipo de membrana empregado, como pode ser

visto na Figura 5.2 (Zolandz e Fleming, 1992).

Membranas porosas so sistemas bifisicos onde as moléculas dos gases pouco
interagem com o material da membrana e transitam preferencialmente pelos poros desta
por convecgdo e/ou difusdo, dependo da morfologia. As membranas porosas tém
aplicagdo limitada na separagdo de gases, principalmente pela dificuldade em se
controlar a distribuicdo de tamanho de poros e¢ de problemas decorrentes da
condensagdo de vapores de dgua nos poros, que afeta a taxa de transporte.
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I) Membrana porosa:

7 Fluxo convectivo através dos poros grandes. Nao ha
. separagao.
5 o P

[ ]

2 LJ . - . .

7 Difusio de Knudsen através dos poros com diametro
/ menor que o livre caminho médio das moléculas.
Permite pequena separagao das espécies mais leves.

Peneira molecular; moléculas maiores sao excluidas.

7 * O gds se dissolve no material da membrana e difunde
®
/ através dela.

Figura 5.2: Mecanismos de transporte em membranas poliméricas.

As membranas comumente utilizadas em separagio de gases sdo do tipo densa, isentas
de poros ou canais detectaveis, nas quais o transporte ocorre pela dissolugdo seguida
pela difusdo das moléculas através da membrana {(Zolandz e Fleming, 1992). A for¢a
motriz para a maioria dos processos de separacdo de gases usando membranas é o

gradiente de pressio parcial.

5.2 ASPECTOS TEORICOS

A difusdo de gas através de membranas nfio porosas ¢ um processo movido pelo
gradiente de concentragio, que geralmente pode ser bem descrito pela primeira lei de

Fick (Zolandz e Fleming, 1992}, dada pela equagdo 5.1.
J=-DVc (5.1)

Onde D € o coeficiente de difusdo e ¢, a concentrago local do gas.
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Para difusio unidirecional através de uma membrana plana, a equagdo 5.1 pode ser

escrita para a espécie 1 como:

de,
J,=-D(¢c,)—
ax

(5.2

D(c;) indica que o coeficiente de difusio pode depender da concentracdo local da

gspecie i.

O coeficiente de permeabilidade é definido em termos do fluxo J; calculado no estado
estaciondrio, tendo como forca motriz a diferenga de fugacidade, normalizado pela

espessura da membrana 1,

J:L
P=— 1T (5.3)
Af /1
Para a maioria dos gases a pressdes moderadas (<50 atm), a diferenca entre fugacidade
e pressdo é pequena. Assim,
J.

P,=—3— 5.4
=TT (54)

A unidade normalmente utilizada para Py é Barrer, que equivale a 1070

¢m3(CNTP).c/(cm.s.cmHg). A substituicdo de (5.3) em (5.2) resulta em uma

expressao para a permeabilidade que pode ser reorganizada convenientemente para dar:

P,=DS, (5.5)

i i

S, é o coeficiente de solubilidade para o componente i, uma grandeza de natureza
termodindmica, que é afetada pelas interagdes polimero-penetrante. O coeficiente de

difusiio D; tem natureza cinética, e é determinado pela dindmica polimero-penetrante.

A habilidade da membrana em separar diferentes componentes de uma mistura é

caracterizada pelo fator de separagido o

_y./y,
X

s (5.6)

i b
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Onde x;, y; € x4, y; referem-se a fragdo molar de i e j na alimentagdo e no permeado,
respectivamente, Na auséncia de efeitos plastificantes, o fator de separagdo para uma
mistura de gases pode ser aproximado pela razio entre as permeabilidades das espécies

puras:

P,
a*ijz S (5.7)
P
J
Inserindo (5.5) em (5.7), tem-se:
D || S,
O.*ij= : : (5.8)
D S

3 3

< .

Mobilidade Solubilidade

Relativa Relativa

Desta forma, para se obter uma membrana para separaciio de gases com seletividade
adequada ¢ necessario entender como a estrutura desta membrana ira afetar os dois

componentes do fator de separagio.

. Em um elastdémero, polimero que nas condigdes de operagio estd acima da sua
temperatura de transigdo vitrea (Tg), a solubilidade de penetrantes de baixo peso

molecular e em baixas concentragdes pode ser descrita pela lei de Henry:
c=k.,p (5.9

Onde ¢ ¢ a concentragio do gas no polimero, kp é o coeficiente de Henry e p, a pressdo
do penetrante. Assim, a permeabilidade neste tipo de material polimérico pode ser dada

por:

P=kD (5.10)

No caso de um polimero vitreo, que nas condi¢des de operagio esta abaixo da Tg, os
movimentos sd0 mais restritos, tornando-os mais seletivos quanto & forma e tamanho
das moléculas do que os elastdmeros. Por isso, em geral, os materiais vitreos

apresentam menor permeabilidade, porém maior seletividade. A solubilidade de gases
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neste tipo de material é mais complexa que no caso dos elastdmeros. Uma isoterma de

sor¢o tipica pode ser vista na Figura 5.3

Concentragio no
polimero

Pressdo parcial do penetrante

Figura 5.3: Forma tipica de uma isoterma de sorgdo gis em polimero vitreo.

A solubilidade de gases em polimeros vitreos pode ser adequadamente descrita pelo
modelo da dupla sorgdo. Esse modelo assume que o material tem duas regides distintas:
uma regiio com comportamento semelhante ao dos elastdmeros, com solubilidade
descrita pela lei de Henry, e uma outra regifio cuja solubilidade é devida 2 existéncia das
microcavidades, descrita pela isoterma de sor¢do de Langmuir. A sor¢do total ¢ dada

pela soma desses dois termos, da segninte forma:
(5.11)

Onde kp ,p ¢ D sdo como antes, ¢y ¢ a constante de capacidade de Langmuir e b € a

constante de afinidade. A expressdo da permeabilidade fica, entdo:

]
P=hq+§£?m (5.12)
P

Onde Dp ¢ Dy referem-se as mobilidades do componente dissolvido e de Langmuir,

respectivamente.
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5.3 TRANSPORTE FACILITADO DE OXIGENIO

O transporte seletivo de um componente através da membrana pela a¢dio de agentes
complexantes ¢ denominado transporte facilitado. A reaciio de complexacio na
membrana gera outro mecanismo de transporte em adigio a4 dissolug@o-difusdo. A taxa
total de transferéncia de massa de uma espécie € dada pela soma dos fluxos da espécie

complexada e n3o complexada.

Existem trés tipos gerais de membranas de transporte facilitado: membrana com
transportador fixo, membrana de troca i6nica com solvente € membrana liquida (Way ¢

Noble, 1992).

As membranas com transportador fixo sfdo filmes poliméricos contendo grupos
funcionais reativos ligados a cadeia polimérica. A teoria para o mecanismo de
transporte facilitado neste tipo de material ¢ bastante controversa, ja que nido existe
mobilidade do transportador. Em geral, a permeabilidade em membranas com

transportador fixo ¢ menor que em membranas liquidas, mas, por outro lado, ndo

apresentam problemas de perda do transportador da membrana para as fases adjacentes.

As membranas de troca iénica com solvente sdo preparadas inchando um filme
polimérico em solvente e introduzindo o agente transportador por difusdo ou por meio
de troca i6nica. Como este € mantido por forgas eletrostaticas, perdas sé ocorrerdo se ele
for deslocado por outro ion. presente na fase fluida. Qutra vantagem € que a
concentragdo de transportador na membrana pode ser bastante elevada ja que esta ndo é

limitada pela sua solubilidade, e sim, pela densidade de sitios de troca idnica.

Membranas liquidas sdo preparadas usualmente pela impregna¢io de um fino suporte
microporoso com a solugdo contendo o transportador. Como a solugdo é mantida nos
poros por forgas capilares, precaugdes devem ser tomadas para evitar perdas de liquido

da membrana.

O uso de membranas de transporte facilitado apresenta as seguintes vantagens em

relagdo aos processos com membrana convencionais (Kemperman, 1995):

*+ Fluxos maiores podem ser obtidos pela presenca do transportador;

% A natureza seletiva do transportador prové melhor seletividade do que quando o
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processo ¢ baseado apenas nas diferengas relativas de solubilidade e difusividade;

< Espécies, principalmente jons, podem ser transportadas mesmo contra seu

gradiente de concentragio;

Dentre os tipos de membrana de transporte facilitado acima apresentadas, membranas
liquidas parecem ser a melhor solugdio para os problemas de baixo fluxo e seletividade
que exibem as membranas poliméricas convencionais na separagdo oxigénio/nitrogénio.
Isto porque a permeabilidade de um gas na fase liquida ¢ sempre mais elevada que em
materiais solidos. A permeabilidade, como definida na equagdo (5.5) é o produto da
difusividade e solubilidade na membrana. Enquanto os valores da solubilidade de gases
em solidos amorfos ¢ liquidos sdo comparaveis, a difusividade de gases em liquidos ¢
da ordem de 10° a 10” cm®/s, muito superior aquela tipica de materiais sélidos, em

torno de 10" cm’/s.

Estes e outros aspectos importantes sobre membranas liquidas serdo discutidos a seguir.

5.4 MEMBRANAS LiQUIDAS

Uma membrana liquida pode ser definida como um filme liquido delgado que
geralmente separa dois liquidos miscivels ou dois gases e que controla a transferéncia

de massa entre as duas fases (Kemperman, 1995).

O tipo mais comum de uma membrana liquida para separagdo de gases, denominada

membrana liquida imobilizada (MLI) pode ser vista na Figura 5.4.

Membrana liquida Suporte poroso

Figura 5.4: Membrana liquida imobilizada em um filme microporoso.

Outro tipo sdo as membranas liquidas contidas entre feixes de fibras ocas (MLC). Neste
tipo de membrana, as correntes da alimentag@o e do produto circulam no interior das
fibras enquanto a fase liquida contendo o transportador (a membrana liquida

propriamente dita) ¢ mantida no lado externo. Em geral o material da fibra ¢ tal que esta
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fase liquida ndio molha os poros do suporte e a interface liquido/gas fica estagnada no
didmetro externo das fibras. Este tipo de membrana estd ilustrado na Figura 5.5
(Majundar et al., 1988). A Figura 5.6 mostra a disposi¢io das fibras ¢ da membrana
liquida em um permeador (Way e Noble, 1992).

Membrana liguida
Permeado

Paredes da fibra oca

S
h-/‘-\_"
R
\E N

(K Mg
L

o 6 X

Alimentagio
¢ Interface liquido-gds

Figura 5.5: Membrana liquida contida em fibras ocas.

Tubo contendo as fibras
ocas e a membrana liquida

Fibras ocas contendo a

corrente de alimentagio Fibras ocas contendo

a corrente do permeado

Membrana liquida

Figura 5.6: Configuragiio de uma membrana liquida contida em fibras ocas em um
permeador.
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As membranas liquidas contidas (MLC) apresentam algumas vantagens em relagdo as

imobilizadas (MLI):

» Em caso de deterioragdo ou envenenamento do transportador, a membrana
liquida ¢ facilmente substituida;

» O contato entre as correntes de alimentagdo e produto dificilmente ocorre, ja
que a distancia entre elas € mator;

» A membrana liquida pode ser recirculada pelo permeador, diminuindo a
resisténcia a transferéncia de massa. Além disto, havendo perdas por evaporagio
do solvente da membrana, este pode ser automaticamente reposto:;

» A porosidade e a tortuosidade dos poros geralmente néo afetam o fluxo do gas;

A desvantagem da MLC ¢ que a espessura da membrana liquida ¢ bem maior que no
caso das MLI, sendo tanto maior quanto menor a densidade de empacotamento.
Espessuras de 100 a 500 pm podem ser obtidas, dependendo do didmetro da fibra e da

densidade de empacotamento.

Especial atengdo deve ser dada as condigdes de operagdo do sistema quando se
empregam membranas liquidas imobilizadas. Como o liquido ¢ mantido nos poros do
suporte por forgas capilares, a diferenca de pressdo através da membrana é um
importante fator que afeta a sua estabilidade. Acima de um valor critico, chamado Ap.,,
a fase impregnante é expulsa dos poros do suporte. Considerando o suporte microporoso
como um conjunto de poros cilindricos paralelos de raio ry, a pressio critica pode ser

obtida pela equagdo de Laplace-Young:

AP, .= 2 cos 0 (5-13)

p
Onde o ¢ a tensdo superficial do liquido e 8, o 4ngulo de contato medido a partir da
parede do poro tangenciando a interface liquido gas. Zha et al. (1992) obtiveram

expressdes que permitem calcular a pressdo critica em membranas com poros

irregulares, visto que as unicas membranas comerciais com poros cilindricos sdo

®
Anapore® e Nucleopore

O uso de solventes com elevada tensdo superficial em suportes com tamanho de poro

reduzido minimiza o problema de expulsio do liquido do suporte.
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5.4.1 Mecanismos de Transporte em Membranas Liquidas

O transporte em uma membrana liquida pode ser do tipo passivo ou facilitado. Nas
membranas de transporte simples, o liquido esta isento de transportador. A seletividade,
neste caso, é uma funcdo das diferengas de permeabilidade que, por sua vez, dependem
da difusividade e solubilidade das espécies no meio liquido. Como oxigénio ¢
nitrogénio tém aproximadamente o mesmo didmetro molecular, pela equagdo de Stokes-
Einstein os mesmos apfesentam valores comparaveis de difusividade. Logo as
diferencas de permeabilidade sdo devidas principalmente as diferencas de solubilidade

dos dois gases na membrana (Baker et al., 1987).

Nas membranas de transporte facilitado, a presenga do transportador provoca um
aumento tanto na seletividade quanto na taxa de transporte da membrana. A seletividade
aumenta porque a reagdo de complexacdo é especifica, sem efeito algum sobre espécies
ndo-complexadas. O incremento na taxa de transporte é causado pelo maior gradiente de
concentracio da espécie através da membrana, conseqliéncia do aumento da
solubilidade pela reagdo de complexagdo. Com o transporte facilitado ¢ possivel
transferir espécies mesmo contra seu gradiente de concentragio, através do transporte
acoplado de espécies. Na Figura 5.7 estdo ilustrados os mecanismos de transporte

descritos.

Em se tratando de separacdo oxigénio/nitrogénio, o transporte de interesse é do tipo
factlitado simples. O processo pode ser dividido nas seguintes etapas: o transportador
liga-se a0 oxigénio na interface com a alimentagfio, o complexo transportador-oxigénio
difunde através da membrana e libera o oxigénio na corrente do permeado, difundindo-
se de volta para complexar mais moléculas. Como o transportador ¢ especifico para o
oxigénio, a taxa de transporte deste ¢ aumentada sem influéncia sobre o transporte de
nitrogénio, resultando em um enriquecimento do permeado significativamente maior do
que seria possivel na auséncia do transportador (Johnson et al., 1987). A Figura 5.8
tlustra o transporte preferencial do oxigénio em uma membrana liquida contendo

transportador.
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I) Transporte passivo
! 2 3

Al A |A
e

II) Transporte facilitado

Simples Acoplado

123 roo2 3 Loz 3
A A CAB B

Neo LR & UD- @ ¢
B™ | ¢B R Bo A
Contra-transporte Co-transporte

Figura 5.7: Mecanismos de transporte em membranas liquidas. Numeros:1-
alimentacdo; 2- membrana liquida, 3- permeado. Letras. A e B-
componentes da mistura; C- transportador; CA, CB e CAB- complexos
do transportador com 0s componentes.

O fluxo total do oxigénio ¢ o resultado do fluxo do complexo gas-transportador mais o
fluxo das moléculas ndo complexadas. Quando a reagdo quimica € instantinea na
interface gas/membrana liquida, o processo é controlado pela difusdo. Neste caso, o
fluxo facilitado é inversamente proporcional A espessura da membrana € pode ser
continuamente aumentado com a diminuigio da espessura da membrana (Johnson et al,,
1987). O fluxo total do oxigénio € dado por:

_ D, Ae, D, Ac

c-0, c-0,

J, +
’ Ax Ax

(5.14)
Onde D ¢é a difusividade na membrana liquida, Aco; € Acc.oz, a diferen¢a de

concentragdo através da membrana do oxigénio dissolvido e do complexo transportador-

oxigénio, respectivamente, ¢ Ax, a espessura da membrana.
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Transporte
facilitado
@ O
O N
& Transportador
Transporte
passivo

@ @ > 2

Figura 5.8: Representagiio do transporte de oxigénio em uma membrana liquida. O
fluxo total é a soma dos termos do transporte facilitado e do transporte
passivo.

O transportador atua em resposta a um gradiente de concentragfio, alternando entre as
formas oxi e desoxi, conforme ele esteja ou ndo ligado ao oxigénio, respectivamente. A
concentragio do complexo transportador-oxigénio na membrana liquida [C-02] a

uma determinada temperatura ¢ dada pela isoterma de Langmuir:

[Cl, X, P,

[C-0,]=
2 1+Koz;p02

(5.15)
Onde [Cl. ¢ a concentragdo do transportador na membrana liquida, poz, a pressdo
parcial do oxigénio no lado da alimentagdo € Koz, com j4 mencionado, a constante de

equilibrio da rea¢do de ligagdo com o oxigénio.

A permeabilidade do oxigénio na membrana liquida ¢ geralmente bem descrita pelo

modelo da dupla sor¢dio, de acordo com o esquema de Figura 5.8, que tem a seguinte

equacio:

, [LK, D,

{5.16)
1+ Ko,P02

0z 02

k ¢ Do2 sfo, respectivamente, a solubilidade e difusividade do oxigénio na membrana
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liquida, e D¢ ¢ a difusividade do transportador.

A TFigura 5.9 ilustra a dependéncia entre a permeabilidade da membrana e a pressdo
parcial de oxigénio, descrita pela equagdio 5.16. Para pressdes parciais de O, mais
baixas, a solubilidade desse gis na fase liquida ¢ aumentada grandementé pela presenca
do transportador e, assim, o termo facilitado contribui com uma parcela maior para a
permeabilidade total do oxigénio. Para valores suficientemente elevados de pO,, todos
os sitios de ligagdo do transportador estardo ocupados, atingindo-se, assim, uma
condi¢ciio de saturagiio. A partir desse ponto, PO; vai tender assintoticamente ao valor da
permeabilidade do oxigénio na solug@io na auséncia do tramsportador, descontado o

efeito da viscosidade da solugdo.

PO:

pO:

Figura 5.9: Representacio da dependéncia entre a permeabilidade da membrana ¢ a
pressdo parcial de oxigénio na alimentagdo, de acordo com o modelo da
dupla sorgio.

5.5 MEMBRANAS COM TRANSPORTADOR FIXO

Como ja mencionado anteriormente, outro tipo de membrana de transporte facilitado
sdo as membranas com transportador fixo, que consistem de filmes poliméricos aos
quais s#io incorporados os agentes complexantes. Nestas, a fase liquida esta ausente, o
que contribui para aumentar a estabilidade do sistema, mas, por outro lado, representa

um limite ao transporte facilitado, j& que nfio ha mobilidade do agente complexante.

O mecanismo de transporte faeilitado neste sistema difere daquele presente em

membranas liquidas, nas quais o complexo transportador-oxigénio se difunde através
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da membrana. Nishide et al. (1990) propuseram que o mecanismo de transporte também
pode ser bem descrito pelo modelo da dupla sor¢do. Neste caso, a equaco 5.16 ¢é
acrescida de outros termos visando levar em contar as alterna¢des entre o modo de
transporte passivo e facilitado. A Figura 5.10 ilustra o transporte em uma membrana

com transportador de acordo este modelo.

: » Transporte
02 < Y 0s } Passivo

! ! Transporte
i ; Facilitado

Figura 5.10: Representagdio esquematica do transporte facilitado de oxigénio em uma
membrana com transportador fixo.

Noble (1990) derivaram um modelo matematicamente equivalente ac da dupla sorcéo,
mas considerando uma mobilidade intersegmental das cadeias poliméricas juntamente
com os sitios de ligagio. Uma descricdio exata deste transporte, no entanto, ainda é
objeto de estudo e outros modelos tém sido propostos (Barnes et al., 1988, Noble, 1990,
Delaney, 1990, Suzuki et al., 1995).

5.6 TRANSPORTADORES DE OXIGENIO

Transportadores adequados para uso em membranas de transporte facilitado devem
possuir as seguintes caracteristicas principais: ligar-se rdpida e reversivelmente ao
oxigénio em temperaturas e pressdes moderadas; apresentar alta solubilidade no
solvente da membrana; ser estdvel, com resisténcia 4 oxidag#o irreversivel (Johnson et
al.,, 1987). Em geral, os transportadores de oxigénio utilizados sfio compostos
organometalicos com a parte orginica da molécula ligada a metais de transi¢dio, mais
comumente ferro e cobalto. Para que ocorra ligagfo reversivel entre o oxigénio € o
transportador é necessario que o fon metalico possa existir em mais de um estado de

oxida¢do. Além disso, a energia de ligagdo entre as moléculas de oxigénio e de
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transportador deve assumir um valor intermediario para ser efetiva. Se a ligagdo for
muito fraca, havera baixa sor¢io do gis no lado da alimentago e o fluxo através da
membrana sera prejudicado. Por outro lado, ligagdes muito fortes dificultam a liberagdo
do gas no lado do permeado, o que também afeta negativamente o transporte. A regido

de trabalho adequada € mostrada na Figura 5.11.

IFaixa adequada para reacoes
quimicas reversiveis
_A
~ ~

van der Waals

Interacdes dcido-base

=
1
&
B0 Lig. Ridrogénio
-
o
g Eletrostatica
=3
-
_Quelacio
Covalente
LA 11y ".‘..,.lill 1 | |
5 10 50 100 500

Energia de ligagao (kJ/mol)

Figura 5.11: Valores da energia de ligagdo para reagdes de complexagéio comuns em
processos de separagio (Johnson et al., 1987).

A reacgdo de ligacio do oxigénio ao transportador geralmente produz um complexo 1:1,

segundo a equagio abaixo:

CB+ 0, «——CBO, (5.18)

Onde CB ¢ o complexo metalico com a base axial, CBO,, o complexo oxigenado, ¢
Ko2, a constante de equilibrio da reagfio de ligagiio com o oxigénio, que € uma medida

da afinidade pelo oxigénio (Johnson et al., 1987).

Schultz e colaboradores (Johnson et al., 1987) mostraram que existe uma afinidade pelo
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oxigénio 6tima, fungio das pressdes no lado da alimentagdo (p1) e do permeado (p2),
dada pela equagdo 5.19. Transportadores que apresentem este grau de afinidade seriam

os mais adequados ao uso em transporte facilitado.

K“m =./P,P, (5.19)

Uma grande variedade de compostos sintéticos que ligam reversivelmente o oxigénio
tem sido estudada. A estrutura das moléculas transportadoras, em sua maioria, guarda
semelhangas com o grupo heme, um organometilico presente na hemoglobina e

responsavel pelo transporte de oxigénio na maioria dos seres vivos (Rodwell, 1996).

O metal presente na hemoglobina € o ferro, mas outros elementos como cobalto, iridio e
rédio também formam complexos coordenados reversiveis com o oxigénio (Kaim e
Scwedrski, 1994). Os compostos sintéticos sdo formados geralmente por um centro
metalico complexado com um ligante que pode ser uma base de Schiff, uma porfirina
ou similares (Way e Noble, 1992). Um tipico transportador de oxigénio ¢ apresentado

na Figura 5.12.
OCH; CH;O

o} 0
Neo”
7N\

=N N
HiC —C—cC —CHs

I
CH; CHi

Figura 5.12: Estrutura quimica de um transportador de oxigénio do tipo base de Schiff-
cobalto, conhecido como Co(3-MeoSaltmen).

Em geral, o metal possui dois sitios de ligagdo, um acima e outro abaixo do plano da
molécula. Para que a ligagdo com o oxigénio ocorra, € necessario que o metal central
tenha a sua quinta posi¢cio de coordenagfo ligada a um atomo doador de elétrons;
usualmente este quinto elemento, que é chamado de base axial por sua posigdo em

relagiio ao plano da molécula, é suprido por uma base de Lewis (Way e Noble, 1992).

O efeito de algumas variaveis no transporte facilitado de O, pelo transportador tem sido

estudado, sendo os principais deles comentados a seguir.
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Efeito do Solvente

E desejavel que o solvente possua boa seletividade ao O, mesmo na auséncia do
transportador. Dados para alguns solventes podem ser vistos na Tabela 5.1 (Baker et al.,
1987). O fluido Dow Corning 200 é um oleo de silicone com viscosidade de 0,82 cP
que oferece uma permeabilidade quase 5 vezes maior que a membrana de
polidimetilsiloxano. Ja o Dow Corning 360 tem viscosidade igual a 19 cP, apresentado,
por isso, uma permeabilidade bem inferior. A solubilidade do oxigénio em oleo de
silicone é pelo menos o dobro daquela em liquidos perfluorcarbono (Way e Noble,
1992, Leung et al., 1997).

Tabela 5.1: Dados de permeagio para o oxigénio em diferentes solventes a 25 °C
(Baker et al., 1987).

Liguido Permeabilidade Seletividade
(Barrer) 04N,
Medifior FC-47 * 560 1,8
Dow Comning 200 ** 3000 1,7
Dow Corning 360 ** 530 1,9
NMP 109 2,1
DMAC 240 1,9
Butirolactona 160 1,9
DMSO 56 23
Etilenoglicol 14 34
Agua 70 1,8
Glicerol 91 3,8

*(Oleo mineral
**0leo de silicone

Outras caracteristicas desejaveis sio baixa volatilidade, reduzida viscosidade, boa
mothabilidade ¢ compatibilidade quimica com o suporte (Baker et al., 1987). O uso de
solvente com alta polaridade também sdo mais indicados, uma vez que solventes com
baixa polaridade podem favorecer a formagio de complexos 2:1, nos quais uma
molécula de oxigénio encontra-se irreversivelmente ligada a duas moléculas do
transportador, o qual perde a habilidade de transportar o O,. Além disso, solventes
préticos favorecem a autoxidagdo irreversivel do metal, uma vez que os prétons

liberados em solugdo sdo competidores eletrofilicos com relagio ao metal,
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enfraquecendo sua ligagdo com o oxigénio (Kaim e Scwedrski, 1994). Os detalhes dos

mecanismos de oxidagio foram discutidos anteriormente no Capitulo 3.

A formagdo dos peroxo-dimeros pode ser evitada criando-se uma barreira acima do
plano de liga¢do do metal, de forma a proteger a molécula do oxigénio (Ward et al,,
1981). Este tipo de arranjo esta presente na molécula da hemoglobina, onde residuos de
aminoécidos localizados proximo ao grupo heme impedem a aproximagdio de outras

moléculas (Kaim e Scwedrski, 1994).

Efeito da Concentracdo do Transportador

() aumento da concentracdo do transportador resulta, inicialmente, em um incremento
na permeabilidade simplesmente porque mais transportador fica disponivel para
transportar o O,. No entanto, verifica-se muitas vezes que concentragdes elevadas
afetam negativamente a permeabilidade. No caso de membranas liquidas, isto ocorre
pelo aumento na viscosidade da solugdo com conseqiiente diminuigéo na difusividade
do oxigénio. Em membranas com transportador fixe, concentragdes muito elevadas
provocam alteragdes na temperatura de transigdo vitrea (Tg) do polimero resultando em

redugdo na sua permeabilidade (Suzuki et al., 1994, Chen ¢ Lai, 1996).

Efeito da Temperatura

Em membranas poliméricas convencionais, a permeabilidade geralmente aumenta com
a temperatura, enquanto que a seletividade permanece inalterada, ou mesmo, diminui.
Em membranas de transporte facilitado, a temperatura também afeta a permeabilidade

do O4, ja que a constante de equilibrio obedece a equagéo de Arrhenius:

AH
In Ko, =lna - E (5.20)

Onde A € uma constante ¢ AH ¢ a entalpia de formagio do complexo.

Como ja mencionado, a afinidade pelo O; ndo deve assumir valores extremos, de forma
que havera um valor 6timo de Koz para o qual a permeabilidade serda maxima. A

seletividade, no entanto, tende a diminuir com 0 aumento da temperatura visto que o
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transporte passivo do N» € favorecido (Suzuki et al., 1995).

Efeito da Pressdo

O efeito da diferenga de pressdo através da membrana é previsto pelo modelo da dupla
sor¢do. Com o aumento da pressdo no lado da alimentagio, o termo de Henry torna-se
mais importante, diminuindo a influéncia do transporte facilitado. Como conseqiiéncia,
a permeabilidade tende a diminuir. Do mesmo modo, se a pressdo no lado do permeado
¢ aumentada, menos O, ¢ dessorvido, resultando em uma menor permeabilidade

(Tsuchida et al., 1987, Suzuki et al., 1995, Aoki et al., 1996).

Efeito da Base Axial

No caso de membranas liquidas, a base axial pode ser suprida a solugdo da membrana
como um aditivo ou pode ser o proprio solvente. Algumas das bases de Lewis
normalmente empregadas sdo 1-metilimidazola, 2-metilimidazola,  4-
dimetilaminopiridina (DMAP), 1-metilpirrolidona (NMP), piridina (Pi) e cianopiridina
(CP).

A presenga da base axial é essencial a rea¢iio de complexac3o, ja que afeta diretamente
a ligagdo do O,. Desta forma, espera-se que diferentes bases tenham efeitos diversos na
afinidade pelo O, (Park et al., 1998). Tsuchida et al. (1987) utilizaram membranas de
CoS fixo em polioctilmetacrilato com imidazola ou piridina como base axial.
Observaram que a imidazola aumentou a afinidadade da membrana por ser uma base
mais forte que a piridina. Johnson et al. (1987) também observaram diferengas
significativas na permeabilidade de uma membrana liquida contendo Co(3-

MeoSaltmen) quando diferentes bases axiais foram testadas.

A seguir, sera apresentada uma revisdo da literatura sobre os principais resultados

obtidos na separagdo de oxigénio e nitrogénio com membranas de transporte facilitado.
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5.7 SEPARACAO 02/N2

Foi Tsumaki, em 1938, quem primeiro observou a propriedade dos complexos base de
Schiff-cobalto de ligar reversivelmente o oxigénio molecular. A partir desta descoberta,
varios outros compostos tém sido amplamente estudados e utilizados como

transportadores de Os.

O primeiro trabalho sobre transporte facilitado de oxigénio em membranas liquidas foi
feito por Scholander (1960). Neste trabalho, um suporte microporoso de acetato de
celulose foi impregnado com uma solugdo de hemoglobina. Wittenberg deu
continuidade a esta linha de pesquisa, estudando o mecanismo de difusdo facilitada do
oxigénio neste tipo de membrana (Wittenberg, 1966). Posteriormente, Bassett € Schultz,
em 1970, realizaram o primeiro trabalho utilizando um transportador sintético, o
bis(histidine)-Co(II) (Johnson et al., 1987). Desde entdo, um grande numero de estudos
envolvendo a permeagio seletiva de oxigénio e nitrogé€nio em membranas de transporte

facilitado tem sido conduzido.

Os derivados da porfirina também sio indicados ao uso como transportador, visto que a
reagdo com o O é quase instantdnea, o que torna o processo limitado pela difuso
(Chen et al, 1997). A seguir, serio apresentados 0s resultados mais relevantes
encontrados na literatura, obtidos com o uso desses transportadores em membranas de

transporte facilitado.

5.7.1 Membranas com Transportador Fixo (MCTF)

A maior parte dos trabalhos publicados com membranas de transporte facilitado para
separagdo do O, ¢ da autoria.de Nishide, Tsuchida e co-autores (vide Tabela 5.1). Este
grupo pesquisa membranas de poliaquilmetracilatos contendo cobalto ligado a
porfirinas ou bases de Schiff, com desempenhos expressivos em termos de

permeabilidade e seletividade.

As melhores seletividades sdo geralmente observadas a baixas pressdes na alimentagio,
pois nestas condi¢des o transporte pelo transportador torna-se mais significativo que o
transporte passivo do gas. Para contornar este problema, em um dos trabalhos Nishide et

al. (1987) utilizaram uma membrana de PBMA contendo o transportador fixo CoP,
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aderida a uma segunda membrana de PHMA, que apresenta uma baixa solubilidade do
(. A face recoberta com PHMA foi disposta no lado de maior pressido, de modo a
diminuir a influéncia da parcela de Henry no transporte. Uma seletividade igual a 12 foi
conseguida para pressio de 50 mmHg. A seletividade sem a presenca da segunda
membrana foi de 4,7. Entretanto, a permeabilidade caiu bastante, para algo em torno de

10" Barrer.

Aoki et al. (1996) obtiveram valores de permeabilidade relativamente elevados em
pressdo atmosférica, em torno de |10-290 Barrer, empregando uma base de Schiff com

cobalto, CoS. A seletividade, no entanto, foi de 3,4-4.0.

Membranas de policarbonato tém sido estudadas por Chen, Lai e co-autores. Estas
apresentam, em geral, boa resisténcia mecénica, ¢ uma razoavel seletividade de 8 em
temperatura ambiente; a permeabilidade do O,, contudo, ndo ¢ satisfatoria, sendo
inferior a 1 Barrer (Chen e Lai, 1996). O grupo tem realizado trabalhos no sentido de
aumentar a permeabilidade destas membranas sem comprometer a sua seletividade,

incorporando transportadores do tipo Base de Schiff-cobalto.

Utilizando o transportador CoS a 35nC, eles conseguiram uma melhora na
permeabilidade da membrana, que passou de 0,96 Barrer, no polimero puro, para 1,65
Barrer, na presenga do transportador. A seletividade, no entanto, permaneceu
praticamente inalterada. Com outro transportador a 5 °C, a seletividade aumentou
significativamente, de 8,8 para 15. No entanto, a permeabildade continuou igual 4 do
polimero puro. A preparagdo da membrana pela técnica de inversdo de fases resultou em
uma estrutura altamente porosa, possibilitando o aumento da permeabilidade mas a

seletividade, por outro lado, foi comprometida (Chen et al., 1997).

Posteriormente (Chen et al., 2000), o mesmo transportador foi utilizado em membranas
de poliuretano. Este polimero apresenta boas propriedades mecéanicas, estabilidade
térmica, resisténcia quimica e uma consideravel permeabilidade de 32 Barrer. A
presenga do CoS na membrana possibilitou um aumento na seletividade de 2,5 para 4,

mas a permeabilidade foi reduzida a 3,1 Barrer.

O transportador CoS foi também utilizado por He et al. (1998), desta vez numa matriz
de polidimetilsiloxano, que apresenta naturalmente uma boa permeabilidade ao O,. No

entanto, nenhum resultado expressivo foi obtido. O polimero puro apresentava
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permeabilidade igual a 590 Barrer e seletividade de 2. Na presenga do transportador e
na melhor condig@o de operacdo, uma permeabilidade de 600 e uma seletividade de 2,2

foram obtidas.

Wang et al. (2000) preparam membranas de um copolimero de metilmetacrilato (MMA)
e butilacrilato (BA) contendo Co”", obtendo seletividades entre 2.2 e 10 ¢
permeabilidades na faixa de 26 a 260 Barrer, dependendo da temperatura, pressdo de
alimentagdo e concentragdo de transportador utilizadas. Na Tabela 5.2, para efeito de

comparagio, apenas o resultado a 35 °C foi apresentado.

Na Tabela 5.2 a seguinte notac¢do foi utilizada: O,: permeabilidade do oxigénio em
Barrer, a: seletividade (PO»/PN3), pi: pressdo de O; na alimentagio, p: pressio total, no

caso de alimentagdo de ar, T: temperatura, [C),: concentra¢do do transportador

5.7.2 Membranas Liquidas (ML)

Como pode ser visto na Tabela 5.3, um namero bem menor de trabalhos empregando
membranas liquidas tem sido publicado, comparativamente aquele envolvendo
membranas com transportador fixo. Isto se deve, principalmente, a falta de estabilidade

exibida pelos transportadores em solugdo, que sera considerada no item 5.8.

Os resultados obtidos por Pez e Carlin (1986), Bellobono et al. (1987) e Kazuhiro et al.
(1989) foram retirados de Noble e Way (1992), de forma que alguns dados estio

incompletos por nido terem sido fornecidos na mencionada referéncia.

O trabalho de Scholander, em 1960, foi o pioneiro em membrana liquida para separagéo
de oxigénio. A seletividade de 14 encontrada por ele dava indicios de que a
hemoglobina poderia ser um bom transportador de oxigénio também em solugdes ex-
vivo. Muitos outros trabalhos se sucederam empregando transportadores sintéticos que
mantinham semelhanga com o grupo heme da hemoglobina. Posteriormente, Chen et al.
(1996) voltaram a utilizar a hemoglobina em solugdes aquosas e obtiveram excelentes
resultados em temperatura ambiente. Nenhuma observagdo foi feita quanto a

estabilidade quimica da molécula, no entanto.
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Tabela 5.2: Desempenho de membranas com transportador fixo na separagéo O2/Na.

A Transportador Suporte Resultados Condicies de
Referéncia a PO, operacdo
Nishide etal. |CoP PEMA 12 | 23 pi= 5 mmHg
(1986) T=25°C
[Clo=45%
Tsuchidaetal. |CoS5 POMPy 15 14,7 | p:= 10 mmHg
(1987) T=35oC
[Cl=25%
Nishide etal. | CoP PBMA 4,7 10 |p1 50 mmHg
(1987) T: 25 °C
PBMA/PHAM 2 01 [Cl=25%
¢ [ Nishideetal. |COMP HM 25 21 | pi=200 mmHg
= (1988) T= 30°C
Z [Clo=0,17 %
Nishide etal. |COP POMIm 3,4 26 | p1=100 mmHg
(1990} T=45°C
[Cl=13%
Suzukietal. |CoP POMIm 4 18-26 | p1=200 mmHg
(1995) CoM;P T=45°C
CoEsP [Clo=1L3 %
CoBsP
Suzukietal. {COP POMIm 10 50  |p1r=5mmHg
(1996) T= 25°C
[Clo=2%
Chen et al. CoS Policarbonato 15 034 |p=1atm
(1996) T= 5°C
[Clo=3%
Ruaan et al. CoSalPr Policarbonato 6,9 165 |p=1latm
(1997) T=35°C
g [Clo=3 %
S [ Chenetal. | CoS/CoSb Policarbonato 52 | 04 |T=35°C
(1997) (+15 % de DMF) (GPU) * [[Clo=3.6 %
Chen et al. CoS Poliureatano 4 31 |p=latm
(2000) T=35¢C
[Clo=5 %
Aoki et al. CoS Poliazometino 34-4 |110-290 |p=1atm
{1996) T=25°C
Hsiue et al. CoSs ESBS 6,5 30  |pr=50 mmHg
(1996) T= 30°C
o
<)
£ Heetal. CoS/CoST PDMS 2,2 600 |p=1atm
o (1998) T=20°C PDMS
EC 3,7-4,1 14  |T=30°C EC
[Clo=4 %
Wang et al. Cobalto Poli(EDTA-MMA- 7.2 130 p1=0,2K/cm2
(2000) BA) T=30°C
[Cle=15%

* Neste caso foi dada a permedncia, P/, em GPU = 10 cm*(CNTP)/(cm®.s.cmHg)
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O nome completo dos compostos ¢ solventes abreviados nas Tabelas 5.2 ¢ 5.3 pode ser

consultado no final deste capitulo.

Tabela 5.3: Desempenho de membranas liquidas na separa¢do oxigénio/nitrogénio.

Referéncia Transportador Suporte Resultados Condicdes de
a ro, operacio
Scholander (1960) Hemoglobina em | Celulose 14 - p1= 13 mmHg
Agua T=25°C
Kawakami et al. (1982) | Cu{SCN) em PTFE 20 - m= 20 mmHg
Tetren T=40°C
Pez e Carlin (1986) NaNQOs ou LiNO: | Tela de metal 79 1110 [T =528"C
fundidos
Johnson et al. (1987) Co(3-eoSaltmen} |Ultipor: nylon-6,6 74 200 |p=1atm
em BLO ou NMP T=25°C
[Cle=04M
Bellobono et al. (1987) | CoS em DMF Epoxidiacrilato 50 - T=70°C
sobre celulose
Kazuhiro et al. (1989) | HistidinaCo(ll) |PVDF 25 0.31 -
em etilenoglicol (Gruyy’
HistidinaCo(II) |PVDF 4 0,24 -
em agua (GPUY”
Chen et al. (1996) Hemoglobina em | Celgard: PP e PE 18 620 | p1=5,4 mmHg
dgua T=25°C
{C]o = 12,8 %
Chen et al. (1997) CoP em Nitrocelusose 10 1000 | P;=38 mmHg
4-metilanisola T=10C
[Clo=10 %

*1 GPU =10 cm*(CNTP)/(cm®.s.cmHg)

A comparagio entre 0 desempenho dos dois tipos de membrana (MLI e MCTF) torna-se
dificil tendo em vista as diferentes condigdes empregadas. Como ja foi discutido, a
temperatura e a pressio exercem grande influéncia nas propriedades de permeagdo das
membranas. A Figura 5.13 mostra uma comparagiio entre os resultados obtidos em
condi¢des experimentais semelhantes. Por esta figura, vé-se que, para um mesmo
transportador, a permeabilidade na membrana liquida é superior aquela na membrana
polimérica, o que ja era esperado visto que a difusdo em meio liquido € pelo menos duas
ordens de grandeza maior que em meio sélido. As maiores seletividades também foram

observadas em membranas liquidas.

No caso do transportador CoP, a pressdo de alimentagfo foi a mesma em ambos 0s tipos
de membrana {38 mmHg). A temperatura, no entanto, foi de 10 °C para a membrana
liquida e 25 °C para a polimérica. No outro caso as condi¢des experimentais foram as

mesmas; os transportadores comparados, contudo, apresentavam uma pequena diferencga
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na sua estrutura, como pode ser conferido no Anexo 3, a qual, entretanto, ndo deve

interferir significativamente nos resultados observados.

12

@ memb. liquida CoS*
@ memb. Liquida CoP

J—
o
L

@ carreador fixo Co5

2 8]
,.g B carreador fixo CoP
6
5 .
3

2 ] |

0

1 10 100 1000 10000

Permeabilidade do O] (Barrer)

Figura 5.13: Comparacfio entre o desempenho de membranas liquidas e membranas
com transportador fixo. Dados experimentais das seguintes referéncias:
Membrana liquida = CoS* (Johnson et al., 1987), CoP (Chen et al.,1997),
Membrana com transportador fixo = CoS (Chen et al., 2000), CoP
(Suzuki et al., 1996). O transportador CoS* corresponde ao Co(3-
MeoSaltmen) em Johnson et al., 1997.

5.8 ESTABILIDADE DAS MEMBRANAS

A falta de estabilidade das membranas liquidas é um problema que limita sua aplicagfo
pratica. Como a solugdio ¢ mantida nos poros do suporte apenas por forgas capilares,
conforme predito pela equagdo de Laplace-Young, ¢ comum haver perdas do solvente e
transportador durante a operagfo (Takeuchi et al, 1987, Zha et al, 1992). Como
resultado da perda do solvente, o aumento da viscosidade acarreta uma diminui¢io da
difusividade do oxigénio. Além disso, se os poros do suporte poroso ficam totalmente
desobstruidos, ocorre fluxo convectivo de todos os gases da corrente de alimentag3o,

resultando em perda da seletividade (Johnson et al., 1987).

Alguns procedimentos podem ser adotados visando contornar este problema. Johnson et
al. (1987) dispuseram o suporte poroso contendo a membrana liquida entre dois filmes

de teflon. A presenca dos filmes garantiu uma camada estagnada de vapor do solvente
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adjacente 2 membrana liquida, minimizando sua evaporagdo. E importante notar que tal
procedimento n3o afetou a permeabilidade da membrana. Adicionalmente, nos teste de
longa duragiio o ar foi saturado com o solvente, reduzindo ainda mais as perdas por

evaporagao.

Qutra estratégia para contornar o problema de perda do solvente fot adotada por Nakano
et al. (1987), que utilizaram um sistema em que a fibra impregnada com a membrana
liquida foi disposta verticalmente sobre um compartimento contendo o solvente da

membrana, proporcionando uma regeneragao constante.

O envenenamento por outros constituintes do ar, como CO, ¢ agua e a degradagdo
quimica do transportador de O, também s3o fatores que provocam a instabilidade das
membranas. Johnson et al. (1987) observaram que CO», normalmente presente no ar na
concentragdo de 300 ppm, teve efeito prejudicial na estabilidade da membrana, sendo
capaz de envenenar irreversivelmente o transportador. A presenca da agua na solugio
do transportador também reduziu bruscamente a vida atil da membrana, o que pode ser
atribuido a oxidacio irreversivel do transportador pela presenca deste solvente protico.
O pré-tratamento da corrente gasosa com colunas com zedlitas € uma pratica usual em

plantas de criogenia para remover esses e outros constituintes indesejaveis do ar.

A oxida¢do do metal responsavel pela complexagdo do O; t€m sido relatada em varios
trabalhos. Kawakammi et al. (1982) constataram uma ligacdo irreversivel do oxigénio
nas moléculas de tetractilenopentamina (tetren), catalisada pelos ions cobre do
transportador. Chen et al. (1997) observaram que CoP em solugdo de 4-metilanisola foi
irreversivelmente oxidado durante repetidas rea¢des de oxigenacfio. Nishide et al.
(1988) observaram que CoMP em tolueno permanecia estavel por menos de 24 h; ligado
covalentemente a uma matriz polimérica obtida por copolimerizagio com
hexilmetacrilato, seu tempo de meia vida se aproximava de 30 dias (Nishide et al., 1988
e 1990).

Aoki et al. (1996) observaram que CoS numa matriz de poliazometino mantinha mais de
90 % de sua seletividade mesmo apds 50 dias de operagdo. Semelhante resultado havia
sido observado para o transportador Co-(3-MeoSaltmen) em uma membrana liquida de
tetrametilenosulfoxido (Johnson et al., 1987). Cabe notar que, a menos de dois grupos

CH30H, esses transportadores apresentam igual estrutura.
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Delaney et al. (1990), no entanto, verificaram acentuada perda na seletividade de uma
membrana de estireno-cloreto de divinilbenzeno contendo CoSalphen, o que mostra que
mesmo estando imobilizado o transportador pode perder sua atividade. A causa da
instabilidade da membrana foi atribuida principalmente & perda da base axial durante a

operagio, embora a ocorréncia de uma oxidag3o irreversivel ndo tivesse sido descartada.

5.9 MEMBRANAS LIQUIDAS ULTRAFINAS

Além da seletividade, a espessura da membrana ¢ um importante pardmetro que vai
determinar a viabilidade econémica do processo. Isto porque o custo de capital ¢
inversamente proporcional ao fluxo, que, por sua vez, ¢ inversamente proporcional a
espessura, no caso do processo controlado pela difusdo (equagio 5.15). Por isso, muita
énfase vem sendo dada 4 producio de membranas ultra-finas (Magom et al., 1986,

macom e Lonsdale, 1987, Johnson et al., 1987).

As menores espessuras das membranas liquidas empregadas atualmente variam de 5 a
25 um, o que ¢ cerca de duas ordens de magnitude maior que a espessura da camada
densa de membranas poliméricas assimétricas (Baker, 2002). Johnson et al. (1987)
sintetizaram membranas ultrafinas de celofane, com espessuras variando de 2 a 6 um
obtendo fluxos de 60 a 90 cm® (CNTP)/cm®.dia, vinte vezes maior que o observado com
uma membrana liquida impregnada em suporte de Nylon de 125 pm de espessura.
Grande parte da literatura japonesa de patentes nesta area dedica-se ao desenvolvimento
de suportes ultra-finos para membranas liquidas, produzidos pela técnica de
polimerizagdo de plasma. Yamada et al. (1987) produziram um filme de 0,2 pm de
espessura pela polimerizagio de NMP sobre uma fibra oca de éter de poliarileno. O
filme foi impregnado com DMSO, produzindo um permeado com concentragdo de O,
de 61 %, e permeabilidade de 2,4 Barrer (Way ¢ Noble, 1992).

5.10 TRANSPORTADORES NATURAIS

A presenga da hemoglobina no tnterior dos eritrocitos representa um aumento da

capacidade de transporte do sangue de 5 para 250 mL de Oy/litro (Rodwell, 1996). O
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grupo responsavel pela ligagdo do oxigénio na hemoglobina é o heme, formado por
quatre moléculas pirrole unidas por pontes de a-metileno, com um ion ferro no centro.
Além da hemoglobina, existem outras moléculas transportadoras de O naturalmente

ocorrentes nos seres vivos.

A mioglobina, que também apresenta o grupo hemo na sua estrutura, possul uma
afinidade muito alta pelo O., tendo, por isto, a fun¢do de estoca-lo para que seja
liberado devidamente, em condigdes de grande esforco muscular (Rodwetl, 1996).
Hemeritrina e hemocianina sdo outras moléculas presentes em alguns invertebrados, que

também apresentam propriedades de transporte do O, (Niederhoffer et al., 1984).

Como discutido anteriormente, bons resultados em termos de seletividade e
permeabilidade foram obtidos com membranas liquidas contendo hemoglobina
(Scholander, 1960). Testes preliminares com a mioglobina (Wittenber, 1966) também
indicaram um aumento substancial no transporte de O»; no entanto, a solugdo aquosa

ndo era estavel, perdendo em poucas horas sua seletividade.

Desta forma, pretendeu-se, neste trabalho, investigar mais profundamente o uso de
mioglobinas e hemoglobinas em membranas para separagio de O,. Possivelmente em
virtude da elevada massa molar dessas proteinas bem como da tendéncia & oxidag3o,
passou-se a investigar moléculas sintéticas na quase totalidade dos trabalhos
encontrados na Literatura sobre o assunto, mas sem sucesso no que diz respeito a

estabilizagiio e as propriedades de transporte de oxigénio.

A importancia da porgdo globina na estabilizagcdo do centro metalico (Shikama, 1998),
bem como a facilidade de obtengdo € o grande conhecimento acumulado sobre as suas
caracteristicas, justificam uma retomada no interesse pelo uso de mioglobinas e
hemoglobinas como transportadores de oxigénio em membranas de transporte

facilitado.

5.11 CONCLUSOES

O uso de processos com membranas na separagéo de gases tem sido bastante difundido
em virtude de suas vantagens em relagdo aos métodos classico, concentrando muitos

esfor¢os em torno do desenvolvimento de membranas com boas caracteristicas de
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permeabilidade e seletividade. Em membranas poliméricas convencionais, essas duas
grandezas apresentam tendéncias opostas. As membranas de transporte facilitado
oferecem uma possibilidade de aumento simuitdneo da permeabilidade e seletividade e,

por isso, tém sido amplamente investigadas, especialmente nas tltimas décadas.

Dentre as possiveis aplicagdes deste tipo de sistema, o fracionamento do ar ¢
potencialmente a mais importante tendo em vista o mercado que ele movimenta. Os
métodos tradicionais de enriquecimento do ar em oxigénio, destilagio criogénica e PSA
demanda um alto consumo energético, o que acaba refletindo no custo de produgio do

oxigénio. Os processos com membranas encontram ai um grande potencial de aplicagéo.

Entretanto, para que estes sejam economicamente competitivos ¢ imprescindivel que
membranas com seletividade mais elevada estejam disponiveis. Membranas com
seletividade minima em torno de 20 seriam necessarias para se obter oxigénio com grau
de pureza maior que 90%, a um custo inferior ao dos processos ja existentes (Figoli,
2001). Membranas com seletividade inferior a esse valor podem ser empregadas na
obtengdo de oxigénio com menor grau de pureza, o qual encontra aplicagdes nas
industrias de papel, vidro e de produgdo de peroxidos, no tratamento de efluentes, entre

varias outras.

Embora membranas com seletividade maior que 10 tenham sido obtidas (Way e Nobel,
1992, Chen et al., 1996, Chen et al., 1997), sua ampla utilizagdo esbarra nos problemas
de falta de estabilidade do transportador. Para superar essa limitagdo, é essencial a
compreensio dos mecanismos envolvidos no processo de degradacdo quimica, sua
relagio com a estrutura do transportador ¢ o efeito dos demais constituintes das
membranas e do ar, entre outros pontos, para que s¢ possa ter controle sobre processo

como um todo, possibilitando a utilizagdo desta tecnologia.

O uso de moléculas transportadoras naturais apresenta-se como uma alternativa aos
complexos sintéticos. A hemoglobina é conhecida por ser o mais eficiente ¢ bem
estudado transportador de oxigénio a temperatura ambiente. Apesar dos problemas de
instabilidade relatados, os resultados de permeabilidade e seletividade obtidos com
membranas liquidas de hemoglobina e os avancos em direcfio a sua estabilizagio sdo

bastante animadores.
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CAPITULO 6:

ARTE EXPERIMENTAL - 11

Neste capitulo, serdo discutidos os principais resultados obtidos no preparo e
caracteriza¢do das membranas de transporte facilitado. Foram preparadas membranas
impregnadas com solu¢ies aquosas de mioglobina de baleia bem como membranas nas
quais a proteina era imobilizada. Nas membranas liquidas, estudou-se o efeito da
pressdo de operagdo e da concentracdo de mioglobina nas propriedades de
permeabilidade e seletividade ao oxigénio. A maioria dos experimentos foi realizada
com mioglobina comercial de baleia, contendo ferro. No fim, fez-se um teste com uma
mioglobina cobalto-substituida. As membranas com transportador fixo foram
preparadas com poli(dlcoolvinilico). Além da permeabilidade e seletividade ao O,, a

influéncia da imobilizacdo na estabilidade da proteina foi também avaliada.

6.1 METODOLOGIA EXPERIMENTAL
6.1.1 Caracteriza¢io de Suportes e Solventes para a Membrana Liquida

O preparo das membranas liquidas consiste basicamente na impregnagio do suporte
microporoso com a solugdo da membrana. Como discutido no Capitulo 6, o liquido é
mantido nos poros por forgas capilares. Na escolha do suporte, levou-se em conta a
disponibilidade do material, bem como suas propriedades em termos de porosidade,

mothabilidade, compatibilidade quimica e maxima pressio de operagio

A principio, selecionaram-se dois suportes comercias e dois outros de fabricagdo

propria. A espessura e o didmetro de poro dos suportes podem ser vistos na Tabela 6.1.
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Tabela 6.1: Suportes microporosos empregados nos testes preliminares.

Suporte Fabricante Espessa (um)| Didmetro nominal
de poro (pm)
Acetato de celulose Millipore Corp. 160 0,45.
Nylon-6,6 (Ultipor®) | Pall Trinity Corp. 125 0,20
EVA PAM/PEQ 170 ND”
PES PAM/PEQ 180 ND"

ND = nic determinado

Agua foi escolhida como solvente padrdo para a realizacdo de todos os testes
preliminares, embora ndo seja o solvente adequado por aumentar a taxa de autoxidagao
das hemo-proteinas, como ja foi discutido no Capitulo 3. Posteriormente, outros

solventes também foram avaliados.

6.1.2 Permeabilidade e Seletividade das Membranas

Como discutido no Capitulo 5, a permeabilidade de uma membrana pode ser calculada
pela equagdo 5.6, considerando-se um escoamento unidirecional do gas em baixa

pressao.

_ ]
P“Ap i (5.6)

Onde:

J= fluxo do gas

Ap= diferenga de presséo através da membrana

|= espessura da membrana

A unidade utilizada para P foi o Barrer (1 Barrer = 10'* cm3(CNTP).cm/cm.s.cmHg).

O fluxo J, por sua vez, pode ser calculado considerando-se um comportamento ideal

para o gas permeando através da membrana:

_dv1_dn (T(CNTP).RJ 1 5.7

dt A dt| P(CNTP) JA
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Onde A € a area de permeagio da membrana, R. a constante dos gases. P e T. a pressio

e a temperatura nas CNTP e V, o volume de gas.

A variagdo do numero de mols (dn/dt) pode ser calculada considerando comportamento

ideal para o gas que ocupa o lado do permeado, que possui volume conhecido Vs:

d dP_ Vs

= (3.8)
dt dt T(AMB).R

T(AMB) ¢ a temperatura nas condi¢des de operago. A substituigdo de (5.7) ¢ (5.8) em
(V.6) resulta em:
dp( Vs T(CNTP)

= 5.9
dt { A.Ap \ T(AMB)P(CNTP) )

P
1

Nos calculos de permeabilidade, considerou-se que o suporte poroso possuia uma
porosidade de 20%, uma vez que ndo foi possivel caracterizar essa propriedade para os

suportes utilizados.

A permeabilidade das membranas foi, entéo, determinada utilizando-se o equipamento

ilustrado na Figura 6.1.

Sintc s Ao

Permeag i de Cadses -

Legenda:

I Milivoltimetro 6. Célula de permeagio de ago

2. Valvula de controle da pressdo de alimentacao 7. Saida para o transdutor

3. Manémetro 8. Valvula de isolamento do sistema
4. Saida para o sistena de vicuo 9. Saida para o fluximetro de bolhas
5. Entrada de gés 10. Transdutor de pressdo

Figura 6.1: Fotografia do sistema experimental de permeagdo de gas, utilizado para
caracterizar as membranas,
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O transdutor de pressdo (10) expressa o aumento de pressdo do lado do permeado em
termos de um sinal elétrico, que é lido no voltimetro (1). Através de uma curva de
calibragdo, o sinal em mV ¢é convertido em pressdo. Nos experimentos de longa

duragio, foi utilizado um sistema de aquisi¢do de dados (IQ Logger, modelo IQ-VMA).

No caso das membranas liquidas, utilizou-se um procedimento para saturar o gas com
vapor do solvente, visando reduzir a taxa de evaporagio do liquido contido nos poros do
suporte. O dispositivo consiste de um tanque contendo uma quantidade minima do
solvente da membrana, colocado antes da célula de permeagéo, de forma que o gas tem
que permear através filme de solvente antes de atingir a membrana, promovendo a sua

saturacio.

A seguir, sdo apresentados os procedimentos adotados no preparo das membranas

contendo hemoglobina e mioglobina.

6.1.2.1 Membranas Liquidas Contendo Mioglobina e Hemoglobina

Inicialmente, fez-se um teste com hemoglobina extraida de sangue de cavalo segundo
procedimento de Rius e Valenti (1972), que consiste no rompimento das células
vermelhas do sangue por choque osmoético, seguido da recuperagdo da hemoglobina

pela extracio dos fragmentos celulares com cloroformio.

No caso da mioglobina comercial, como esta se encontrava na forma oxidada, as

solugdes dessa proteina eram preparadas da seguinte forma:

1. Dissolve-se a proteina comercial (Mioglobina de baleia, Sigma) em tamp&o
fosfato 100 mM, pH 7.0.

2. Adicionam-se quantidades estequiométricas de ditionito de sodio (Na;S,04)
também dissolvido em tampdo fosfato. A solugiio €&, entdo, aplicada
imediatamente em uma coluna de filtragdo em gel (Sephadex G-25, Sigma)

para retirar o excesso de ditionito.

3. Concentra-se a solugdo da proteina por ultrafiltracio (concentradores

Centriprep®, Millipore).

Membranas liquidas contendo hemoglobina ou mioglobina eram preparadas por imersdo

do suporte microporoso na solugfo aquosa da proteina.
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6.1.2.2 Membranas de Transportador Fixo

Membranas foram preparadas com PVA 99% hidrolisado (Aldrich, MW 85000 -
146000) da seguinte forma:

1. Prepara-se uma solugdo 6% de PVA em dgua;

2. Adquece-se lentamente, sob agitagio e com refluxo, até atingir 100 °C;
3. Mantém-se a 100 °C por § h ou até completa solubilizagdo do PVA;

4, Desliga-se o aquecimento ¢ mantém-se sob agitacdo por 12 h;

5. Deixa-se em repouso até completo desaparecimento de bolhas de ar;

6. Adiciona-se a solugio de mioglobina, de concentragio previamente
conhecida, de forma que a proporgdo final de mioglobina seja de 1/1 com

relagio ao PVA. Agita-se lentamente.

7. Espalha-se a solu¢do em placas de vidro. Deixa-se secando para evaporagao

do solvente.

O efeito da presenca de um agente plastificante foi avaliado adicionando-se diferentes

concentragdes de glicerol a solugfio de PVA, logo apés a etapa 4.

6.2 RESULTADOS
6.2.1 Caracterizacdo das membranas

Os resultados obtidos nesta etapa podem ser vistos na Tabela 6.2. A membrana de PES
apresentou uma pressdo critica muito reduzida, tendo sido excluida dos demais testes. A
membranas EVA foi inicialmente testada, mas, posteriormente, foi descartada devido a
falta de reprodutibilidade dos dados, que pode ser atribuida & ndo uniformidade na sua
estrutura. As membranas de nylon, como esperado por possuirem menor tamanho de

poro, exibiram uma pressdo critica mais elevada.
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Tabela 6.2: Resultado da caracterizagdo das membranas.

Membrana Solvente Pressdo
Critica (bar)
Acetato de Agua 2,0
celulose Glicerol 1,9
Agua 3,5
Nylon Glicerol 3.2
PES Agua < 0,05
Glicerol < 0,07

A saturagio do gas com vapor do solvente prolonga a vida (til da membrana, como

pode ser observado na Figura 6.2. Desta forma, em todos os testes de permeagdo foi

adotado tal procedimento.

21 4
16
11

sem saturagdo
6 - .

Sinal (mV)

com saturagdo
®

0 100 200 300
Tempo (min)

Figura 6.2: Curva de permeagio do nitrogénio em uma membrana liquida, com e sem o
dispositivo de saturagfo do gas. Press3o de operagdo = 0,8 bar.

6.2.2 Membrana Liquida Contendo Hemoglobina

A Figura 6.3 mostra a variagio na permeabilidade da membrana liquida contendo

mioglobina com a pressdo de O, na alimentagdo. Cabe ressaltar que cada ponto

experimental foi obtido com uma membrana recém preparada (mesmo suporte, mesma

solugdio) visando inimizar os erros que poderiam advir de uma possivel oxidagdo da

proteina ao longo dos testes.
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Como pode ser observado, para pressdes de operagdo mais baixas, houve um aumento
na permeabilidade do oxigénio relativamente a4 membrana sem o transportador, ou com
este na forma oxidada. Tal comportamento € caracteristico da ocorréncia do transporte
facilitado desse gis e ¢ bem descrito pelo modelo da dupla sorcdo, descrito
anteriormente no Capitulo 5. Na menor pressdo investigada, 0,02 bar, aproximadamente

1,5 cmHg, a permeabilidade do O, foi de 500 Barrer e a seletividade, 6,2.

PO (Barrer)
[WS]
=
S
’

o O
100 ~---oo- L Y S o & i
0
0 0,2 0.4 0,6 0,8 1
Pressio (bar)

Figura 6.3: Efeito da presenga da hemoglobina na membrana liquida sobre a
permeabilidade do oxigénio. Os pontos em azul correspondem a
permeabilidade do O, em uma membrana liquida contendo
metaemoglobina (1) ¢ em uma membrana liquida contendo apenas o
solvente (2). T = 25 °C, concentragdo de hemoglobina = 32 g/L.

6.2.3 Membrana Liguida Contendo Mioglobina

A Figura 6.4 mostra a permeabilidade ao O; de uma membrana liquida contendo
mioglobina, na concentragdo de 43 g/L. Assim como antes, cada ponto experimental
corresponde a uma membrana idéntica com relagdo A concentragdio de mioglobina mas

recém-preparada.

Da mesma forma que para a hemoglobina, observou-se um aumento na permeabilidade
do oxigénio com a diminuigiio da pressdo de operagfo, caracterizando o transporte
facilitado.A permeabilidade ao N; da membrana liquida manteve-se constante em 55
Barrrer e foi representada por uma linha pontilhada no grafico da Figura 6.4. Como
comparagdo, a permeabilidade ao O, da membrana liquida sem mioglobina foi
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determinada e também se manteve constante em torno de 65 Barrer.

Na menor pressio investigada, 0,04 bar, aproximadamente 3 cmHg, a permeabilidade
do O, foi de 400 Barrer e a seletividade, 7.

m PO2
400 - ® *PN2
[ |
- 300
™
E
= a
& 200
-
100 - .
R D PO -
0 - _
0 10 20 30 40

Pressio (cmHg)

Figura 6.4: Permeabilidade a0 O, e ao N: de uma membrana liquida contendo
mioglobina. T= 25 °C, Concentragiio de mioglobina =43 g/L.

O efeito da concentragio de proteina sobre a permeabilidade da membrana pode ser
visto na Figura 6.5, calculada na pressio de 0,1 bar. Observa-s¢ um méximo na

permeabilidade para concentragdes de mioglobina em torno de 50 g/L.

O comportamento da curva é também previsto pelo modelo da dupla sorgdo, pelo qual
concentragdes baixas da proteina tornam o efeito facilitado pouco significativo enquanto
que maiores concentragdes implicam em viscosidades mais elevadas, o que diminui a

difusividade do complexo transportador/O;,

Embora nos experimentos apresentados acima tenha sido observado um comportamento
tipico de transporte facilitado, observou-se uma queda na permeabilidade com o tempo
ainda nos estagios iniciais das corridas, a qual que no poderia ser atribuida & oxida¢do
da proteina. Além disso, foi verificada uma influéncia da taxa de evaporagéo do
solvente sobre o fluxo total de gas que permeia através da membrana, conduzindo a
resultados imprecisos no célculo da permeabilidade. Desta forma, foram realizados
novos experimentos visando confirmar os resultados obtidos. Nestes testes, utilizou-se

ar em vez de oxigénio puro, possibilitando, assim, trabathar com a mesma faixa de
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pressdo parcial de oxigénio que antes, mas com uma pressdo total de operagéo maior.

250 -
200 -

150 - .

PO: (Barrer)

100 - .

0 50 100 150 200
Concentraciio (g/L)

Figura 6.5: Efeito da concentragdo de mioglobina na permeabilidade ao O, da
membrana liquida. Ap= 0,1 bar.

A Figura 6.6 mostra a variagfio da permeabilidade da membrana com a pressdo total de
operagdo nesse novo sistema. O mesmo comportamento anterior foi observado, mas

desta vez os valores absolutos da permeabilidade foram superiores.

A permeabilidade do ar na membrana contendo mioglobina aumentou com a diminui¢éo
da pressdo de operagfo. Por outro lado, a permeabilidade do N> manteve-se inalterada
na mesma faixa de pressdo. O mesmo aconteceu para a permeabilidade do N; em uma

membrana contendo apenas o solvente.

Na Figura 6.7 os dados da Figura 6.6 foram representados em termos da pressdo parcial

de cada gas. Foram representados, também, os valores de seletividade obtidos.

Na presséo parcial de oxigénio de 3 ecmHg, uma permeabilidade ao O, de 1600 Barrer e
uma seletividade de 21 foram obtidas, o que é bem superior aos resultados relatados na
literatura para outros transportadores (Figoli et al., 2001), considerando-se as mesmas
condi¢cdes de operacio.
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Figura 6.6: Permeabilidade de uma membrana liquida contendo mioglobina em funcdo
da pressdo total de cada gas. T= 25 °C, Concentragdo de mioglobina =

60,6 g/L.
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Figura 6.7: Permeabilidade (A) e Seletividade ao O; (B) da membrana liquida contendo
mioglobina, como fungfio da pressdio parcial de cada gas. T= 25 °C,
Concentra¢do de mioglobina = 60,6 g/L.

Um outro teste foi realizado utilizando cobalto-mioglobina preparada a partir da
mioglobina comercial. A Figura 6.8 mostra a comparagdo entre a permeabilidade ao O,
desta CoMb e da correspondente mioglobina contendo ferre. Como pode ser observado,
0 comportamento da membrana contendo a CoMb foi semelhante ao observado

anteriormente para a FeMb, demonstrando a presenga do transporte facilitado.
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Embora a afinidade das CoMbs seja cerca de 100 vezes menor que a das FeMbs, tal
diferenga parece nido ter afetado significativamente as propriedades de transporte das
membranas preparadas com cobalto. Novos testes seriam necessarios para uma melhor
compreensdo desse efeito. No entanto cabe destacar que a principal conclusdo deste
experimento ¢ que a CoMb apresentou propriedades de transporte semelhantes a FeMb,

com a vantagem de possuir uma estabilidade muito superior, como apresentado no

Capitulo 4.
2000 & CoMb
¢ & FeMb
1600 -
=
E 1200 ¢
N
e
S 800 .
Ay ' ®
400 - ¢
0 - b 1 hd
0 2 4 6 8 10

Pressio parcial de O, (emHg)

Figura 6.8: Comparagfio entre a permeabilidade ao O; da membrana liquida. Ap= 0,1
bar. Os dados para a FeMb sfo os mesmos da Figura 6.7.

6.2.4 Membrana com Transportador Fixo

A Figura 6.9 mostra o efeito da adigio do agente plastificante glicerol sobre a
permeabilidade das membranas de PVA, ainda sem proteina. PVA € um polimero que, a
25 °C, esta abaixo da sua Tg sendo, portanto, vitreo. A adi¢do de pequenas quantidades
de glicerol promove um aumento inicial na mobilidade segmental das cadeias
poliméricas gerando microcavidades por onde a molécula do gas pode se difundir, o que
resulta em um aumento na permeabilidade da membrana. Posteriores adi¢fes de
glicerol, contudo, irfo promover um preenchimento desses espagos livres, provocando
uma redugdo na permeabilidade. Quando a concentragdo de glicerol torna-se
suficientemente elevada, a permeabilidade na membrana tende ao valor que seria

observado no glicerol puro. Este comportamento pode ser observado na Figura 6.9.
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Figura 6.9: Efeito da adicdo do agente plastificante (glicerol) na permeabilidade da
membrana de PVA.

As membranas contendo mioglobina foram inicialmente preparadas com 3 % de
glicerol. No entanto, com o procedimento adotado, a etapa de secagem das mesmas
prolongava-se muito, aumentando a oxidag@o da proteina. Além disso, a presenga de
glicerol residual ocasionava a aderéncia da membrana no suporte de nylon utilizado nos
testes de permea¢do. Desta forma, nos testes abaixo, as membranas produzidas ndo
continham glicerol.

A imobilizagsio da mioglobina ndo resultou em perda da sua funcionalidade, o que pode
ser confirmado pela aparéncia da membrana, na qual a proteina mantém a cor
caracteristica da forma oxigenada, como pode ser visto na Figura 6.10. A mesma figura

também apresenta, como comparagio, uma membrana contendo mioglobina oxidada.

Além do aspecto caracteristico da oxiMb, o espectro da proteina em solugdo, obtido
ap6s ressolubilizagio da membrana em tampéo fosfato, também confirma a manutengio
das propriedades funcionais da mioglobina.
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Fig.l.ll'; | 6.10:: Fétbgfﬁﬁa: da membranade PVA contendo midglobina recém-preparada
(A) e apos uma semana em temperatura ambiente (B).

A préxima etapa foi avaliar o efeito da imobiliza¢do na estabilidade da proteina. Os
experimentos estdo representados nas Figuras 6.11 a 6.13. Nestes experimentos, a
evolucdo da oxidagdo foi acompanhada pelas modificagdes no espectro de absorcdo da
proteina em solugdo. Como discutido no Capitulo 4, os espectros das formas oxi e met
sio bem distintos entre st nas FeMbs, com picos de absorgio caracteristicos em 581 nm

e 630 nm, respectivamente.

A Figura 6.11 mostra uma comparagio entre a oxidagdo da proteina imobilizada € em
solugio. No caso da mioglobina em solugdo, esta foi mantida em temperatura ambiente,
tendo seu espectro obtido em intervalos regulares de tempo. Por outro lado, a oxidagdo
na membrana de PVA a 25 °C foi avaliada solubilizando-se amostras da mesma em

tampio fosfato 100 mM pH 7,0 instantes antes da obtengio do seu espectro.

Pode-se concluir, analisando-se a Figura 6.11, que a imobilizagio da mioglobina
resultou numa melhoria significativa da sua estabilidade. Enquanto na proteina em
solucio o tempo decorrido para sua total oxidacdio foi de 48 horas, na mioglobina
imobilizada esse tempo foi de 168 h, aproximadamente 3,5 vezes maior. Além disso,
deve-se considerar que ja havia uma concentragfo inicial de metMb na membrana,
formada, provavelmente, durante o procedimento de preparo da mesma. Sendo assim, o

fator de estabilizacéo foi ainda maior que 3,5.
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Figura 6.11: Comparaciio entre a estabilidade da mioglobina em solugfio ¢ imobilizada
na membrana de PVA, a 25 °C.

A influéncia da temperatura na estabilidade da proteina imobilizada pode ser observada
na Figura 6.12. Como ja esperado, a diminui¢io da temperatura provoca uma
diminui¢dio na taxa de oxidag¢@o da proteina, em ambos os casos. Enquanto a mioglobina
foi completamente oxidada em 168 h a 25 °C, a mesma mantém-se essencialmente na

forma oxi mesmo apds 400 h.
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Figura 6.12: Efeito da temperatura na estabilidade da mioglobina quando imobilizada
em uma membrana de PVA.

A Figura 6.13 mostra a mesma comparagio do efeito da temperatura na estabilidade da
mioglobina em solugdo. Neste caso, observou-se que, na temperatura de 7 °C, a

mioglobina apresentou uma vida Gtil no minimo 10 vezes maior.
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Figura 6.13: Efeito da temperatura na estabilidade da mioglobina em solugéo.

Fez-se, também, uma comparagdo entre a oxidagio da mioglobina em solugdo ¢
imobilizada na membrana, a 7 °C, como mostrado na Figura 6.14. Neste caso, o efeito
benéfico da imobilizacdo sobre a estabilidade da mioglobina ndo fica téo evidente, mas
¢ possivel observar que a proteina em solugdo sofre uma rapida oxidagdo inicial seguida
de uma fase onde a taxa é mais lenta. No caso da mioglobina imobilizada, a taxa de
oxidagdo parece ser mais lenta desde o inicio. No entanto, a concentragdo inicial de
. metamioglobina nesse caso ja era elevada. Desta forma, novos experimentos

contribuiriam para elucidar esse comportamento observado.
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Figura 6.14: Comparagio entre a estabilidade da mioglobina em solu¢io ¢ imobilizada
na membrana de PVA, a 7 °C.
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A Figura 6.15 mostra o efeito do tratamento de uma membrana oxidada com o agente
redutor ditionito de sodio. Foi estabelecido um procedimento que envolve o contato da
membrana com uma solugio de ditionito de s6dio em glicerol contendo uma quantidade
minima de 4gua, até que se note a mudanga na coloragdo da proteina (de marrom para

vermelho), seguido da lavagem da membrana para retirar o excesso de ditionito.

Como o PVA ¢ um polimero hidrossolivel, a lavagem foi feita com glicerol. mas tal
procedimento dificulta a etapa posterior de secagem e, por isso esse procedimento deve
ser aperfeicoado. No entanto. ficou comprovado que mesmo apéds oxidacdo total é

possivel regenerar a membrana, recuperando capacidade de complexar o O,.

Figura 6.15: Membrana de PVA contendo mioglobina totalmente oxidada apds 1

semana em temperatura ambiente (A) e regenerada apds tratamento com
ditionito de sodio (B).

As propriedades de transporte da membrana de PVA contendo mioglobina foram
avaliadas no experimento representado pela Figura 6.16. Observou-se um aumento da
permeabilidade do ar com a diminuicdo da pressdo de operagdo, caracteristico do
transporte facilitado. No entanto, novos testes devem ser realizados visando caracterizar

melhor esse efeito.
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Figura 6.16: Membrana de PVA contendo mioglobina imobilizada. Propor¢do micial
PV A/mioglobina ~1/1.

Em todos os experimentos anteriores apresentados, foi utilizada mioglobina nativa de
baleia (Sigma). Para realizar os teste de permeagfio com a mioglobina recombinante
seria necessaria uma elevada quantidade da mesma. Tendo em vista os baixos
rendimentos obtidos nas fermenta¢des, optou-se por realizar os estudos apenas com a
proteina comercial, deixando testes com as mutantes como sugestdo para estudos

posteriores.

No entanto, cabe ressaltar que os resultados obtidos em termos de permeabilidade ¢
seletividade das membranas bem como na estabilizagdio da mioglobina foram bastante
promissores ¢ satisfatorios para os objetivos desse trabalho, apontando os rumos que
devem ser seguidos em estﬁdos posteriores. Uma otimizagdo de tais propriedades

demandaria tempo e foge ao escopo do mesmo.

6.3. CONCLUSOES

Os resultados obtidos com as membranas liquidas contendo mioglobina representam um
avango nesta area. Na pressdo de 3 cmHg, obteve-se uma permeabilidade ac O, de 1600
Barrer ¢ uma seletividade de 21, superior as relatadas na literatura para esse tipo de
sistema. A grande limitagZo ao uso de membranas liquidas € a falta de estabilidade
operacional, ocasionada, principalmente, pela evaporagio do solvente com o tempo.

Neste sentido, as membranas imobilizadas sfo mais adequadas.
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As membranas de PVA produzidas exibiram uma permeabilidade ao O de
aproximadamente 237 Barrer, para uma pressio parcial de aproximadamente 2,8 cmHg.
Nesta mesma pressio, a permeabilidade da membrana liquida foi de 319 Barrer por area

de permeagdo.

Com relacdo a estabilidade da proteina, observou-se uma redugdo significativa na
oxidacdo da mesma quando imobilizada na membrana. Comparando-se a mioglobina
em solucdo a 25 °C ¢ a mioglobina imobilizada na membrana a 7 °C, esta ultima

apresenta uma vida util no minimo 14 vezes maior.

Os resultados obtidos com as membranas utilizando-se a mioglobina nativa podem ser
significativamente melhorados empregando-se as proteinas recombinantes contendo
cobalto, Como apresentando no Capitulo 4, proteinas com uma grande variagdo na
afinidade pelo oxigénio (Psy variando na faixa de 0,02 a 600 uM) foram preparadas. A
taxa de oxidagdo, que pode ser considerada o principal fator influenciando a viabilidade
de utilizagio dessa tecnologia, também foi sensivelmente reduzida nas mutantes

contendo cobalto.

Assim, este trabalho representa uma nova linha de pesquisa do laboratério, onde muitos
parimetros podem ainda ser explorados, como boas perspectivas futuras na obtengao de

membranas adequadas 4 separagdo do oxigénio a partir do ar.
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NOMENCLATURA E ESTRUTURAS DOS COMPLEXOS
TRANSPORTADORES

Nomenclatura:

CoS: [N,N’-Disalicilidenoetilenodiamina]Co(II)

CoP: [a,a’, ", & -meso-tetraquis(o-pivalamidofenil )porfirinato ] Co(II)

CoS3: [N,N -etilenobis(3-metil-7-fenilsalicilidenoiminato)]Co(II}
CoB4P:[meso-a,o,0,a-tetraquis{o-pivalamidofenil)porfirinato] Co(II)
CoM;P:[meso-B-(o0-acetamidofenil)-o, o, a-tris(o-acetamidofenil jporfirinato JCo(1II)
CéE;P:[meso-[3-(o-acrilamidofenil)-a,a,a—tris(o-acrilamidofeni])porﬁrinato]Co(II)
CoB3P:[meso-B-(o-pivalamidofenil)-a,a,a-tris(o-pivalamidofenil)porfirinato]Co(1I)
CoSb: [N,N’-disalicilideno-1,2-fenilenodiamina]Co(1l)

Co(SalPr): [di-(salicilal)-3,3’-diimino-di-n-propilamina]Co(II)

CoST: di-(3-metoxisalicilaltertbutilamina)Co(II)

CoMP: [a,0’,0”’,0’ " -meso-tetraquis{o-metacrilamidafenil)porfirinato] Co(Il)
Co(3-MeoSaltmen): [N,N’-bis(3-metoxisalicilideno)-tetrametiletilediamina)}Co(II)
PBMA.: Poli(butilmetacrilato)

PHAM: Poli(hidroxietilacrilato-co-hidroxietiimetracilato)

POMPy: Poli[(octilmetacrilato)-co-4-vinilpiridina]

POMIm: Poli[(octiimetacrilato)-co-1-vinilimidazola]

ESBS: estireno-butadieno-estireno epoxidizado

PDMS: Polidimetilsiloxana

EC: Etil celulose

PTFE; Politetrafuoretileno
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PP: polipropileno

PE: polietileno

PVDF: fluoreto de polivinilideno
DMF: N,N’-dimetilformamida
DMSO: dimetilsulfoxido
TMSO: tetrametilenosulféxido
BLO: y-butirolactona

NMP: N-metilpirrolidona
DMAP: 4-dimetilaminopiridina
DMAC: dimetilacetamida

HM: hexametacrilado

MMA: metilmetacrilato

BA: butilacrilato

CDB: cloreto de divinilbenzeno.

Estruturas

CoS: R=H
Co(3-MeoSaltmen): Rs=CH3OH, R4=Rs=Rs=H

/ —_—
Rs o o R
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CoSb
.0
NN
/Co
0 ~o
CoS3
___NAN _
\Co/
CH; o o @ CH;
CoST

OCH, CH3;0
°\N, @
= N —

HiC —(¢ —CH3CH; — ¢ —CHj
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CH; CH;

169



Anexo 3 Nomenclatura e Estrutura

CoP

CoB3: R= C(CH3)3
CoE3: R= CHCH:
CoM3: R= CHs
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CAPITULO 7:

ONCLUSOES E SUGESTOES

Processos com membranas tém sido aplicados na separagdo de uma variedade de
misturas gasosas, concentrando muitos esforgos no desenvolvimento de membranas
com boas caracteristicas de permeabilidade e seletividade. Dentre as aplicagdes nessa
area, o fracionamento do ar para obien¢do de oxigénio em elevadas concentragdes é de
especial interesse, considerando-se seu enorme mercado e as vantagens apresentadas em

relagdo aos processos convencionais.

A separagdo O2/N; utilizando membranas ja ¢ empregada na obtengdo de oxigénio com
baixo grau de pureza (inferior a 85 %), o qual encontra aplicagdo principalmente na area
clinica ¢ em alguns tipos de industrias. As membranas de transporte facilitado
constituem uma real possibilidade de aumento simultineo da permeabilidade e
seletividade e, por isso, tém sido amplamente investigadas. Muitos tipos de
transportadores de oxigénio tém sido estudados, a maiorias deles sdo variagdes de

complexos do tipo base de Schiff ou porfirina contendo cobalto como metal de ligagio.

No entanto, as reagdes de obten¢do desses complexos em geral sdo trabalhosas,
envolvendo muitas etapas de separagdo e¢ purificagdo. Além disto, as moléculas
resultantes apresentam problemas de falta de estabilidade nas condi¢des de operagio,
limitando seu uso, muitas vezes, a temperaturas bem reduzidas. Ainda assim, o
transportador exibe um nuimero limitado de ciclos reversiveis de
oxigenagio/desoxigenagio, decorrente da oxidagdo irreversivel do metal de ligagdo do
0
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Por outro lado, a hemoglobina é um abundante ¢ eficiente transportador de oxigénio a
temperatura ambiente ¢ foi o primeiro testado em membranas de transporte facilitado
ainda na década de 60. Neste trabalho, investigou-se o uso de mioglobinas e
hemoglobinas como transportadores de oxigénio em membranas de transporte
facilitado. Essas proteinas também sofrem oxidagio e a forma férrica da proteina nao
transporta O,. As estratégias investigadas visando obter uma maior estabihdade contra a
oxidag¢io foram a construgdo de proteinas recombinantes e a substitui¢éo do metal por

cobalto.
As principais conclusdes observada na etapa de estabilizagio da mioglobina foram:

- Os resultados obtidos em termos de rendimento em massa celular (4 g/L) e de proteina
(1 mg/L) sdo fatores limitantes ao desenvolvimento do processo proposto. Tendo em
vista a aplicagiio pretendida neste trabalho, que ¢ a produgdo em larga escala da
mioglobina, uma elevagio do nivel de expressdo ndo ¢ apenas desejavel como também

determinante da viabilidade técnica e econdmica desse processo.

- A substituicio por cobalto resultou em um grande avango na estabilizagdo da
mioglobina. Enquanto o tempo de meia-vida para uma FeMb selvagem foi de apenas

13 h, na correspondente CoMb o mesmo foi superior a 96 h.

- Com relacdio as mutantes, a mioglobina 29F68F apresentou uma redugio significativa
na taxa de autoxidacdio, que foi 3,5 vezes menor que no caso da MbWT. No caso da
mioglobina 29F, apenas uma pequena melhoria na taxa de autoxidagéo foi observada a
37 °C com relagdo a proteina selvagem (koxaor = 2/3 koxwr). No entanto, sabe-se que a
estabilizagcfio dessa mutagfo na temperatura de 25 °C pode ser muito superior (koxyor =

1/10 koxwr), como discutido anteriormente.

- No teste comparando a estabilidade da mioglobina em solucdo a 25 °C e a 7 °C,
observou-se que, na menor temperatura, a mioglobina apresentou uma vida util no
minimo 10 vezes maior. Além disso, analisando-se a estabilidade da proteina

imobilizada, observou-se uma redugio na taxa de oxidagdo de cerca de 3 vezes.

- Assim, utilizando conjuntamente todas as medidas que promoveram a estabilizagdo da
mioglobina (mutante + cobalto + temperatura + imobiliza¢o) € possivel reduzir a taxa

de oxidagiio da proteina em cerca de 2400 vezes. Isto significa que o tempo de meta-
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vida da mioglobina poderia ser aumentado de algumas horas para uma incrivel marca de

aproximadamente 35000 horas, ou, equivalentemente, 4 anos.
Com relagiio 4 produgio das membranas, as principais conclusdes foram:.

- Os resultados obtidos com as membranas liquidas contendo mioglobina foram bastante
expressivos. Para a pressio de 3 cmHg, obteve-se uma permeabilidade ao O, de 1600
Barrer ¢ uma seletividade de 21, superior as relatadas na literatura nas mesmas

condigdes.

- As membranas de PVA contendo mioglobina exibiram uma permeabilidade ao Oz de
aproximadamente 237 Barrer, para uma pressao parcial de aproximadamente 2,8 cmHg.
Nesta mesma pressdo, a permeabilidade efetiva da membrana liquida (permeabilidade
observada dividida pela area de permeagio) foi de 319 Barrer, ligeiramente superior. No
entanto, deve-se considerar que a espessura das membranas produzidas pode ser

consideravelmente reduzida. Com isso, fluxos muito maiores podem ser obtidos.

- Assim, a imobilizagdo da mioglobina trouxe os seguintes benefictos:

v membranas com maior estabilidade operacional

v" membranas regeneraveis

v propriedades de transporte comparaveis a membrana liquida
v

melhoria na estabilidade da mioglobina

Deve-se notar que, nos testes de permeagdo com membranas, utilizou-se mioglobina
nativa com bons resultados, os quais podem ser significativamente melhorados
empregando-se as proteinas recombinantes contendo cobalto. No entanto, cabe ressaltar
que os resultados obtidos nesse trabalho trazem uma grande contribui¢do 4 melhoria na
permeabilidade e seletividade de membranas para separagio de oxigénio. Um grande

avango foi também obtido em dire¢3o a estabilizag¢io da mioglobina.

Assim, com base nos resultados obtidos, podem-se destacar as seguintes sugestdes para

estudos futuros:

Desenvolvimento de novos métodos de expressio

O custo de produg@o da mioglobina esta diretamente relacionado ao nivel de expressdo

da mesma pela c¢élula bacteriana, que, por sua vez, ¢ determinado por varios fatores
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como eficiéncia do promotor, selegdo dos codons, taxa de sintese do hemin, estabilidade
intrinseca da apoproteina, entre outros. Como sugestdo, inclui-se a investigagdo de
outras células como Pichia pastoris, conhecida pelo elevado nivel de expressdo para
algumas proteinas, inclusive a mioglobina, em substitui¢do a Escherichi coli, bem como

diferentes vetores e sistemas de clonagem.

Novas mutantes

Das proteinas estudadas, a Mb29F exibiu a menor taxa de oxidagdo. No entanto, sua
apoproteina niio apresenta boa estabilidade. Por outro lado, a mutagdio na posigdo 68
(Mb68F) resulta em elevada expressdo e melhoria na estabilidade contra oxidagio.
Sabe-se, também, que uma globina bastante estidvel pode ser obtida diminuindo-se a
polaridade da cavidade distal e preenchendo as cavidades internas com substituigGes
aromaticas, como discutido no Capitulo 4. Assim, novas mutantes poderiam ser
construidas e investigadas, dentre as quais pode-se citar a Mb29F68F83A, uma

mioglobina mais estdvel em todos os aspectos.

Estabelecimento de methores métodos de cultivo em biorreatores

Neste trabalho, as proteinas recombinantes foram produzidas por cultivo das células em
batelada. Em testes preliminares realizados com o modo continuo, observou-se uma
reversio da mutagio com o tempo, resultando no crescimento preferencial da cepa
selvagem da bactéria. Tal fato foi atribuido a uma perda da capacidade seletiva
ocasionada, possivelmente, por uma concentrago insuficiente de antibiotico no meio de
cultivo. Desta forma, a produgio em larga escala deve ser precedida de uma
investigagio minuciosa do efeito do escalonamento do equipamento ¢ do modo

continuo de operagdo na produtividade das células em termos de proteina recombinante.

Preparo de membranas contendo mioglobina recombinante

A possibilidade de regeneragio das membranas de PVA deve ser melhor caracterizada.

Além disto, um melhor desempenho dessas membranas em termos de fluxo pode ser
esperado diminuindo-se a espessura de espathamento da mesma. As membranas densas
utilizadas devem ser substituidas por membranas anisotrépicas com pele densa contendo
a proteina imobilizada. Estas podem ser preparadas pelo processo convencional de

cobrimento, em duas etapas, ou pela técnica de espalhamento simultdneo de duas
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solugdes poliméricas. Por exemplo, diminuindo-se a espessura da membrana de PVA,

de 40 pm - tipicamente obtidos - para um pele de 0,5 um, o fluxo total é aumentado.em

80 vezes.

Nessas membranas, a influéncia da concentragdo de mioglobina na permeabilidade e
seletividade ao O, bem como o efeito do agente plastificante (glicerol) na estabilidade
das mesmas com relagdo a oxidagdo, ndo foram aprofundados nesse trabalho ¢ devem

ser melhor caracterizados.
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