MODIFICAGAO QUIMICA DA HEMOGLOBINA BOVINA COM
SACARIDEOS

Felipe Fortes de Lima

Dissertagcdo em Ciéncia e Tecnologia de Polimeros, submetida ao Instituto de
Macromoléculas Professora Eloisa Mano da Universidade Federal do Rio de Janeiro,
como parte dos requisitos necessarios para a obtencdo do grau de Mestre em
Ciéncias, em Ciéncia e Tecnologia de Polimeros, sob orientagdo da Professora

Cristina Tristdao de Andrade.

Rio de Janeiro

2007



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



11

Dissertacao de Mestrado:
Modificacdo quimica da hemoglobina bovina com sacarideos

Autor: Felipe Fortes de Lima

Orientador: Cristina Tristdo de Andrade

Co-orientador: Maria Celiana Pinheiro Lima

Data da defesa: 16 de julho de 2007

Aprovada por:

Professora Cristina Tristdo de Andrade, DSc
Instituto de Macromoléculas Professora Eloisa Mano — IMA / UFRJ
Orientadora/Presidente da Banca Examinadora

Professora Maria Celiana Pinheiro Lima, DSc
CEFET - RJ
Co-orientadora

Professor Luis Cladio Mendes, DSc
Instituto de Macromoléculas Professora Eloisa Mano — IMA / UFRJ

Professor Edwin Gonzalo Azero Rojas, DSc
Departamento de Ciéncias Naturais — DCN / UNIRIO

Gisela Kloc Lopes, DSc
Instituto de Macromoléculas Professora Eloisa Mano — IMA / UFRJ

Rio de Janeiro
2007



FICHA CATALOGRAFICA

Lima, Felipe Fortes de.

Modificagdo quimica da hemoglobina bovina com sacarideos / Felipe
Fortes de Lima. — Rio de Janeiro, 2007.
xx, 97 f.:il.

Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Polimeros) —
Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, Instituto de
Macromoléculas Professora Eloisa Mano — IMA, 2007.

Orientador: Cristina Tristdo de Andrade.
Co-orientador: Maria Celiana Pinheiro Lima.

1. Hemoglobina bovina. 2. Amilose. 3. Carreador de oxigénio. 4.
Hylon VII. 5. Polimeros. |. Andrade, Cristina Tristdao (Orient.). Il. Lima,
Maria Celiana Pinheiro (Co-orient.). lll. Universidade Federal do Rio de
Janeiro. Instituto de Macromoléculas Professora Eloisa Mano. IV. Titulo.

11



iv

Esta Dissertacdo de Mestrado foi desenvolvida nos
Laboratérios do Instituto de Macromoléculas Professora
Eloisa Mano da Universidade Federal do Rio Janeiro,
com apoio do Conselho Nacional de Desenvolvimento

Cientifico e Tecnologico (CNPqQ).



Esta Dissertacdo de Mestrado da prosseguimento a uma linha de pesquisa do IMA-

UFRJ, iniciada com a seguinte dissertacao:

Purificacdo e caracterizagcdo de hemoglobina humana: Efeitos dos métodos
usados para lise de hemacias. Lucio André Monteiro de Barros, dissertacao
de mestrado defendida em 2003. Professor Orientador: Cristina Tristdo de
Andrade.

Isolamento, purificacdo e modificagdo quimica de hemoglobina. Maria Celiana
Pinheiro Lima, tese de doutorado defendida em 2006. Professor Orientador:

Cristina Tristao de Andrade.



CREDITOS

O apoio financeiro dado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico (CNPq).

Ao Frigorifico J N de Abreu Comércio de Carnes LTDA, por ceder as amostras de
sangue bovino, utilizadas nesse trabalho.

vi



vii

AGRADECIMENTOS

As minhas orientadoras, Dr. Cristina Tristdo de Andrade e Dr. Maria Celiana
Pinheiro Lima, pela amizade e paciéncia, por toda dedicacao e disposicdo em
ajudar, me orientando neste trabalho. Obrigado pelos ensinamentos!

Aos meus pais e minha irma, por se mostrarem tao presentes, obrigado pelo
incentivo e compreensdao. As minhas avos Yedda e Cicera pela forca. Muito

obrigado pela participagdo na minha formagéo como pessoa.

A minha namorada e grande amiga Bianca, por toda compreensdo e

companheirismo nas horas que mais precisei.

Aos amigos do IMA, Patricia, Diego, Carlos Ivan, Gisela, Marcia, Thiago,
Fernanda, Natdlia, Regina, Leandro, Adriano que compartilharam comigo os

momentos de angustia e felicidades para a conclusdo deste trabalho.
Aos professores do IMA que contribuiram para o meu crescimento académico.

Aos funcionarios: Arceu, Léa Lopes, Marcia Benzi, Dalva, Victor Pita, Sandra,
Maria das Gracas, Eduardo Mendez que sempre se mostraram prestativos

guando mais precisei.

A todos os amigos que direta ou indiretamente torcem por mim.



viii

“Aprender sem pensar é inutil.
E pensar sem aprender, perigoso”
Confucio



ix

Resumo da Dissertacdo apresentada no Instituto de Macromoléculas Professora
Eloisa Mano da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos
necessarios para a obtencao do grau de Mestre em Ciéncias (MSc), em Ciéncia e
Tecnologia de Polimeros.

MODIFICACAO QUIMICA DA HEMOGLOBINA BOVINA COM SACARIDEOS

Orientador: Cristina Tristdo de Andrade
Co-orientador: Maria Celiana Pinheiro Lima

A pesquisa por um substituto sanguineo ideal foi motivada principalmente pelo
desejo em atenuar os principais problemas relacionados a transfusdo sangtinea: a
necessidade de prova cruzada, o tempo de armazenamento relativamente curto das
células sangliineas, e a transmissdao de doengas infecciosas. Os substitutos
sanglineos apresentam apenas a fungcado de carrear os gases oxigénio e dioxido de
carbono durante um certo periodo de tempo. O sangue bovino foi usado como
matéria-prima no desenvolvimento de substituto para o sangue porque a
hemoglobina bovina (HbBv) possui comportamento favoravel em relagdo a afinidade
ao oxigénio em presenca de ions cloreto. A HbBv para servir como carreador de
oxigénio deve ser isolada, purificada e modificada quimicamente. A modificacdo &
importante para manter e aumentar a massa molar da HobBv uma vez que, sem a
modificacdo, a HbBv sofre dissociagcdo na corrente sangiliinea, o que causa
toxicidade renal. No presente trabalho, a HbBv foi isolada, extensivamente purificada
e modificada com oligbmeros de amilose. A amilose foi obtida por meio da fus&o dos
granulos de amido modificado geneticamente, com elevado teor de amilose (Hylon
VIl). A amilose foi hidrolisada por ultra-som e caracterizada por GPC e por
viscosimetria. Os produtos oriundos da reacdo de HbBv com oligdmeros de amilose
oxidados (poli-HbBv) foram analisados por técnicas de GPC e eletroforese. O teor de
met-hemoglobina (HbBv oxidada) nos produtos foi quantificado por espectroscopia

de absorc¢ao no ultravioleta.
Rio de Janeiro

2007



Abstract of Dissertation presented to Instituto de Macromoléculas Professora Eloisa
Mano of Universidade Federal do Rio de Janeiro, as partial fulfillment of the
requirement for the degree of Master in Science (MSc), Science and Technology of
Polymers.

CHEMICAL MODIFICATION OF BOVINE HEMOGLOBIN WITH SACHARIDES

Advisor: Cristina Tristdo de Andrade
Co-advisor: Maria Celiana Pinheiro Lima

The search for an optimal blood substitute was primarily motivated by the desire
of attenuating major blood transfusion-related problems: need for cross test, relatively
short storing time of blood cells and transmission of infectious diseases. Blood
substitutes present the only function of carrier gases oxygen and carbon dioxide
during a certain period of time. The bovine blood was used as raw material in the
development of blood substitutes because the bovine hemoglobin (HbBv) possesses
a favorable behavior in relation to the affinity to oxygen in presence of chloride ions.
To serve as an oxygen carrier, HbBv should be isolated, extensively purified and
chemically modified. The modification is important to increase the molar mass of
HbBv because, without modification, HbBv suffers dissociation in the corporal
circulation, which causes renal toxicity. In the present work, HbBv was isolated,
purified and modified with oligomers of amylose. A sample of Hylon VII, genetically
modified starch with a high content of amylose, was processed in the internal mixer
of a Haake system. The resulting product was treated by ultrasound, and
characterized by GPC and viscosimetry. Products from the reaction of HbBv with
oxidized oligomers of amylose (poly-HbBv) were analyzed by GPC and
electrophoresis. The content of methemoglobin, oxidized hemoglobin, was also

quantified.

Rio de Janeiro
2007
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1. INTRODUCAO

Substitutos para o sangue vém sendo desenvolvidos ha varios anos. De acordo com
Riess, o termo “substituto do sangue” ndo é adequado, jA que os produtos em
desenvolvimento baseados em hemoglobina (Hb) tém apenas a funcao de transportar
oxigénio e diéxido de carbono por um periodo limitado de tempo (RIESS, 2001).

Existem vérios fatores que motivam o desenvolvimento de substitutos para o
sangue. Uma das preocupacbes em relacdo ao sangue provém do aumento da
demanda em relagdo ao estoque. De acordo com proje¢des (VAMVAKAS & TASWELL,
1994) para os Estados Unidos, no ano de 2030, mantendo-se constante o numero de
doacdes, havera uma demanda superior a 4 milhdes de unidades além das coletadas.
Os principais fatores envolvidos sdo o envelhecimento da populacdo e o aumento da
expectativa de vida. O desenvolvimento da ciéncia e biotecnologia em muito progrediu
nestes ultimos anos, entretanto ainda é incapaz de produzir o sangue artificial. Um dos
motivos se deve ao fato de o sangue desempenhar importante papel em nosso
organismo, tendo como principais funcdées (VUYLSTEKE, 2001): transporte de gases,
energia e neuromediadores, manuteng¢ao do volume vascular, imunidade e coagulagao.
Por estas razdes, torna-se muito dificil a preparagdo de um agente substituto ideal com
as mesmas propriedades.

Apesar do desenvolvimento e da implementacdo de novos procedimentos de
manipulacdo do sangue e de testes sensiveis para a deteccdo de agentes
contaminantes, as transfusdes de sangue ainda oferecem riscos relacionados a
transmissédo de virus (como o da hepatite B, da hepatite C, do HIV), a contaminagao
bacteriana, a transmissao de malaria, da leishmaniose e da doenca de Chagas. Mais
recentemente, o risco de transmissdo de encefalopatias degenerativas tem sido
debatido, principalmente na Europa (ANDREWS, FARRINGTON & COUSENS, 2000;
HOUSTON, FOSTER & CHONG, 2000; SANDERS, ACKERS & LIGOR, 1996;
WILSON, CODE & RICKETTS, 2000).

Uma solugdo estavel carreadora temporaria de oxigénio teria ainda outras

aplicacdes, como na conservacao de 6rgaos para transplante, no aumento in vivo da



sensibilidade de 6rgaos a terapias por radiagao e, ainda, poderia ser usado em animais.
Além disso, um sistema carreador teria valor terapéutico em situagdes nas quais o
sangue nao é capaz de fornecer oxigénio aos tecidos, como em casos de infarto. Como
a tipagem prévia ndo se faz necessaria, as transfusdes instantédneas seriam facilitadas
(BUNN, 1995; GOODNOUGH, SCOTT & MONK, 1998; RIESS, 2001). Nos Estados
Unidos, cerca de 22 milhées de unidades de hemo componentes sdo transfundidas a
cada ano, o que faz desta pratica uma das mais importantes intervencées médicas da
atualidade (WALL & PRIELIPP, 2000).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. SANGUE

Em termos médicos, 0 sangue € o “tecido circulante” do organismo, meio pelo qual o
oxigénio (O,) e os nutrientes sao transportados para os tecidos e o diéxido de carbono
(CO.) e varios outros produtos metabdlicos sdo removidos para a excrecado. Essa
definicdo simples exemplifica as principais fun¢cées do sangue e denota a grande
importancia do sangue para a manutencao da vida humana (BARRQOS, 2003).

Além destas fungdes, o sangue também é responsavel pela condu¢ao de hormbnios
de uma parte a outra do organismo (correlacdo humoral), pela regulacdo do balanco
hidrico de todos os compartimentos do corpo humano por meio da pressao osmoética e
pela manutencao de um ambiente apropriado a todos os liquidos teciduais para a
sobrevivéncia e a perfeita funcdo das células. Essa manutengcdo se deve a continua
circulacao do sangue pelo organismo e ao fornecimento de mecanismos de defesa. Os
leucocitos sdo as unidades méveis do sistema imunolégico do organismo, e
proporcionam uma defesa rapida e poderosa contra qualquer agente infeccioso. Por
outro lado, as plaquetas, que sao discos com 2 a 4 mm de didmetro, atuam nas
superficies vasculares lesadas, garantindo a integridade do sistema circulatério, e tém
funcdo na coagulacao do sangue (BARROS, 2003).



Os elementos celulares correspondem a aproximadamente 45% do volume de
sangue, enquanto o plasma corresponde a 55%. A Figura 1 mostra o esquema
representativo da composigao do sangue (SOUZA & ELIAS, 1995).

[ SANGUE }
| |
ELEMENTOS PLASMA
FIGURADOS
HEMACIAS
( , N\
LEUCOCITOS
N\ J
( PLAQUETAS

Figura 1 — Esquema representativo da composicao do sangue (SOUZA & ELIAS, 1995)

O plasma é um liquido viscoso que contém 90% de agua e 10% de sdélidos,
constituidos de proteinas, lipideos, glicose, acidos e sais, vitaminas, minerais,
hormobnios e enzimas. Em cada litro de sangue existem 60 a 80 gramas de proteina. A
maior parte é constituida pela albumina; em menor proporcdo estdo as globulinas,
relacionadas a formagao de anticorpos para a defesa do organismo e o fibrinogénio,
uma proteina fundamental no processo de coagulagdo do sangue (SOUZA & ELIAS,
1995).

A albumina tem o peso molecular de 69.000 Daltons e corresponde a 55% do total
de proteinas plasméaticas. A sua principal fungdo esta relacionada a manutencdo da
pressao coloido-osmoética. As proteinas plasmaticas sao sensiveis aos diversos tipos de
traumatismos, inclusive o térmico. Quando submetidas a temperaturas elevadas, da
ordem de 45°C, podem ser desnaturadas ou destruidas, perdendo as suas fungées. Os
demais constituintes do plasma sao importantes no equilibrio eletrolitico, na nutricao



dos tecidos, no equilibrio &cido-basico e no controle e regulagdo hormonal do
organismo (SOUZA & ELIAS, 1995).

2.1.1. Hemacias

As hemacias, glébulos vermelhos ou eritrdcitos, sao as células mais numerosas do
sangue. Tém a forma de um disco bicbncavo, com um excesso de membrana, em
relagéo a porgao celular (Figura 2). A membrana em excesso permite a hemacia alterar
a sua forma na passagem pelos capilares, sem sofrer distensdo ou ruptura. A forma
bicbncava da hemacia favorece a existéncia de uma grande superficie de difusdo, em
relagcdo ao seu tamanho e volume. A hemacia circulante ndo tem nucleo; seu diametro
€ de aproximadamente 8 um e a espessura é de 2 um na periferia e cerca de 1 um na
sua porcao central (SOUZA & ELIAS, 1995).

Figura 2 — Estrutura bicbncava das hemacias (BARROS, 2003)

As hemacias correspondem a mais de 99% das células encontradas no sangue e
sao responsaveis pelo transporte de oxigénio e gas carbonico. A massa de eritrocitos €
constituida de aproximadamente 34% de hemoglobina que confere aos eritrécitos a
capacidade de transportar o gas oxigénio e o gas carbbnico pelo organismo. Essa

funcéo fisiolégica exercida pela hemoglobina se deve a sua estrutura (BARROS, 2003).

A maioria das membranas contém cerca de 40% de lipideo e 60% de proteina, mas
existe uma variavel. Em um extremo, a membrana interna da mitocéndria contém
apenas cerca de 20 a 25% de lipideo e, no outro, a membrana mielinica que circunda
certos nervos pode conter mais de 75% de lipideo. Os lipideos das membranas sao
amplamente polares; predominam os fosfoglicerideos, com quantidades muito menores

de esfingolipideos. Realmente, quase todos os lipideos polares das células estao



localizados em suas membranas. A relacao de diferentes espécies de lipideos polares
nas membranas é caracteristica do tipo do sistema de membrana, do 6rgao e das
espécies (LEHNINGER,1993).

Composicao lipidica da membrana da hemacia bovina : Esfingomielina > fosfatidil-
etanolamina > fosfatidilcolina. Composic¢ao lipidica de membrana da hemécia humana:
Fosfatidilcolina >  fosfatidil-etanolamina > fosfatidilserina >  esfingomielina
(ALEXANDER-VON-HUMBOLDT, 1991; LEHNINGER,1993).

Quando é realizada a hemdlise da parece celular das células vermelhas do sangue
os residuos de fosfolipideos remanescentes, fosfatidilserina, fosfatidil-etanolamina e
fosfatidilcolina podem ocasionar coagulagdo sanguinea tornando-se toxicos e
provocando uma reagdo inflamatoria sistémica caracterizada pela ativacdo do
complemento. Fosfatidilserina e fosfatidil-etanolamina normalmente se encontram no
interior da membrana dos eritrocitos, apresentando uma particular afinidade pela
hemoglobina, quando comparados aos outros fosfolipideos conferindo a Hb uma
atividade inflamatéria (FEOLA, SIMONI & CANIZARO, 1991; NAKAI et al., 1994).

2.1.2. Hemoglobina

O metabolismo das células aerdbicas depende do recebimento continuo de
oxigénio, usado na oxidacao de nutrientes. Por outro lado, o gds carbdnico resultante
desta oxidacao deve ser removido constantemente. O oxigénio, no entanto, é pouco
soluvel em solugbes aquosas e nao pode ser transportado para os tecidos em
quantidades suficientes se estiver simplesmente dissolvido no plasma sangiineo. O
transporte ocorre em geral pelo auxilio de uma proteina — a hemoglobina. Entretanto,
nenhum dos grupamentos laterais constituintes da cadeia polipeptidica da proteina é
adequado para a ligacdo reversivel com as moléculas de O,. Esse papel é
desempenhado por um grupo prostético denominado heme. O heme é constituido por
uma complexa estrutura organica em anel, a porfirina, a qual esta ligada um Unico
atomo de ferro em estado Fe*?. O atomo de ferro possui seis ligagées de coordenacéo,
quatro delas com atomos de nitrogénio que fazem parte do plano do anel de porfirina e
duas delas que estao perpendiculares a esse plano (Figura 3). Os d&tomos de nitrogénio



coordenados ao ferro ajudam a impedir a conversdo do Fe*? para o estado férrico
(Fe*®). No estado Fe*?, o ferro liga-se reversivelmente ao oxigénio. No estado Fe*®, a
ligagdo ndo ocorre. Neste estado a Hb € denominada MetHb (LEHNINGER, 1993).

A hemoglobina humana adulta (HbA) consiste de duas cadeias polipeptidicas alfa
(a) e duas beta (B), cada cadeia contém um grupo heme capaz de ligar-se a uma
molécula de oxigénio (1g de Hb liga 1,39 mL de O,). A cadeia o € constituida por um
grupo de 141 residuos de aminoacidos e tem a massa molar de 15.750 Daltons. A
cadeia beta é formada pela unido de 146 residuos de aminoacidos e tem a massa
molar de 16.500 Daltons. A HbA resultante tem uma massa molar aproximado de
64.725 Daltons. As cadeias alfa e beta tém sequéncias de aminoacidos diferentes e
se encontram arranjadas em estruturas tridimensionais semelhantes, mediante
interacdes nao-polares e ligagdes de hidrogénio. A molécula de Hb apresenta uma
conformacdo quase esférica, com um diametro de 55 A, onde as quatro cadeias
encontram-se arranjadas formando um tetramero (Figuras 3a e 3b) (BARROS, 2003;
MOORE, 2003; SOUZA, 1995).

Figura 3 — Modelos espaciais da estrutura da hemoglobina (BARROS, 2003)

Os grupos heme estdao localizados em fendas proximas da face externa da
molécula, uma em cada subunidade. Os quatros pontos de ligacdo ao oxigénio estao
separados; a distancia entre os dois 4tomos de ferro mais préximos é de 25 A. Cada
cadeia o estd em contato com ambas as cadeias . Em contraste, ha pouca interacao

entre as duas cadeias a ou entre as duas 3 (STRYER, 1992).



As subunidades da globina da desoxi-hemoglobina encontram-se associadas por
interacdes eletrostaticas, sob uma tensdo de conformagado que possui afinidade por
oxigénio relativamente baixa. Andlises de difracdo de raios-X mostraram duas
conformagdes predominantes para a hemoglobina — o estado R e o estado T,
denominacgoes que se referem ao tempo relaxado e tenso, respectivamente. O estado R
refere-se a conformagédo predominante quando a Hb possui alta afinidade pelo O, — na
forma oxi-hemoglobina; e o estado T € mais estavel quando o O, esta ausente — desoxi-
hemoglobina. A transicdo do estado T para o estado R é acompanhada por afinidades
crescentes da molécula de Hb pelo oxigénio, tornando mais facil a ligacdo de outras
moléculas de O,, de tal maneira que a ligacao da quarta molécula de oxigénio a Hb é
300 vezes mais facil do que a ligacao da primeira. A esse fendmeno da-se o nome de
cooperatividade (LEHNINGER, 1993; MOORE, 2003).

O coeficiente de Hill € um parametro que informa sobre o efeito da cooperatividade
nos locais de multiplas ligacdes de oxigénio, sendo responsavel pela forma sigmdide da
curva de dissociagdo da oxi-hemoglobina. O coeficiente de Hill de células vermelhas
sangulineas (RBC) é de 2,7 (varia de 2,4 a 2,9). Fatores que modificam a afinidade pelo
O, incluem o acido 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG) presente na RBC, concentragbes de
diéxido de carbono e de ion hidrogénio no sangue, e temperatura corporal. A ligagéo de
2,3-DPG entre as cadeias B de Hb estabiliza o estado T e reduz a afinidade por O..
Reversivelmente, a perda de 2,3-DPG aumenta a afinidade por Og; isto é, a curva de
dissociagcao da oxi-hemoglobina muda para a esquerda, o que define a reducao de Psp.
A Ps5o € a tensao de O, quando os sitios de ligacao de Hb estdo 50% saturados (uma
medida da afinidade pelo O,); o valor de Pso para adultos ao nivel do mar é de 26,3
mmHg (MOORE, 2003).

A Figura 4 mostra a curva de dissociagao da oxi-hemoglobina em fungéo da pO, até
100 torr (a presséo parcial aproximada do oxigénio nos tecidos). Uma solugdo de oxi-
hemoglobina pura liberaria 5% de seu oxigénio a 40 torr. Nas mesmas condigbes, 0
sangue total libera 20-25% de seu oxigénio (RAW, FREEDMAN & MENUCCI, 1981).

A curva de afinidade por oxigénio da hemoglobina no sangue total é deslocada para
a direita, quando comparada a curva de afinidade de uma solu¢ao de hemoglobina pura



(Figura 4). O deslocamento da curva de afinidade da hemoglobina pura para a direita
pode ser provocado aumentando-se a concentragcdo de H* ou de CO,, sendo esse
efeito chamado de efeito Bohr. Como no sangue venoso, a concentracdo de CO.
aumenta e o pH diminui, o efeito Bohr facilita a liberacdo de oxigénio para os tecidos e,
nas condi¢des inversas, como ocorre nos pulmdes, a ligacao de oxigénio € facilitada. A
oxigenacdo de Hb reduz sua afinidade por diéxido de carbono — efeito Haldane.
Somente 10% do didxido de carbono € retirado dos tecidos como carboxi-hemoglobina;
80% é transportado como bicarbonato. Finalmente, a redugdo da temperatura interna
aumenta a afinidade da Hb por O,, isto €, reduz o valor de Ps, (RAW, FREEDMAN &
MENUCCI, 1981).

100 + —_—
5%

{ 4 20-25%

% saturagao

40 100 torr

Figura 4 — Curva de dissociacao da oxi-hemoglobina em funcao da pO. (RAW,
FREEDMAN & MENUCCI, 1981)

A Figura 5 mostra um diagrama simplificado do transporte de O, e CO. pela
hemoglobina durante as circulagdes pulmonar e sistémica. O sangue venoso chega no
circuito pulmonar em grande maioria desoxigenado, ligado a 2,3-DPG e Hb protonada
em estado T. Condi¢des locais (alta pO,, elevado pH, temperatura e pCO, mais baixos)
favorecem a dissociacao da Hb e do 2,3-DPG, a liberacdo de CO, e a mudancga para o
estado R. O estado R tem uma afinidade maior por O2, 0 que permite a ligacdo do Oz
aos grupos heme e entdo o CO; ¢ liberado e expirado. Quando o sangue arterial circula
por 6rgaos/tecidos metabolicamente ativos, as condigdes locais (baixa pO,, baixo pH,
temperatura e pCO, mais elevados) favorecem a Hb a mudar novamente para o estado



T. Essa transicdo do estado R para o estado T é facilitada pela ligacao eletrostatica
reversivel do 2,3-DPG as duas cadeias beta. Enquanto o oxigénio (um substrato para o
metabolismo aerobico) esta sendo liberado aos tecidos, o CO. (resto metabdlico) liga-
se a um grupo amino primario das cadeias de globina (grupos terminais amino de
residuos de lisina). O composto carbaminodeoxiHb resultante € entdo transportado de
volta para os pulmdes pelo sangue venoso. Novamente, as condigdes nos pulmdes
favorecem a Hb de transformar-se de novo em estado R, permitindo a liberagdo de CO,
enquanto se liga ao O,. Durante o processo, o 2,3-DPG dissocia-se da Hb. Todo o ciclo
se repete (KIM & GREENBURG, 2004).

Pulmées \I
(estado T) \ - 2,3-DPG }
Hb(H:)-C0, + O, —» HbO, + CO, + DPG
| DPG {estado R)

Hb(H*)-CO
DPG : f * HbO,

{estado T) +2,3.DPG

Hb(H*)-CO, + O, — HbO, + CO, + H*

b e ( (estado R ‘\
\ )

S 7 ‘

Tecidos

Figura 5 — Esquema simplificado sobre o transporte de gases pela hemoglobina (KIM &
GREENBURG, 2004)

2.1.2.1. Hemoglobina bovina (HbBv)

E possivel comparar as cadeias « e £ da hemoglobina de espécies diferentes. Para
se fazer comparacdo, alinham-se as cadeias de acordo com o maior numero de
aminoacidos coincidentes. Uma vez feito isso, pode-se ver que na maioria dos casos ou
h& uma substituicdo de aminoacido ou um aminoacido simplesmente esté faltando. A
diferenca total € mostrada na Tabela 1 (RAW, FREEDMAN & MENUCCI, 1981).
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Tabela 1 — Numero de aminoacidos diferentes dos da hemoglobina humana (RAW,
FREEDMAN & MENUCCI, 1981)

Espécie a B
Chimpanzé 0 0
Cavalo 18 26
Boi 17 26

A afinidade ao oxigénio por células vermelhas bovinas pode ser modulada por
adicao ou redugéo de ions cloreto ou pela mudanca de pH do meio. Em condi¢des
fisiologicas de pH e de ions cloreto, a afinidade da hemoglobina bovina ao oxigénio é
menor do que a hemoglobina humana. Em presenca de ions cloreto, a hemoglobina
bovina ndo € sensivel ao 2,3-DPG, enquanto na auséncia de ions cloreto as
hemoglobinas bovina e humana respondem ao 2,3-DPG de forma semelhante. Isto é
devido a alta ligacao preferencial do halogénio pela conformagado desoxi no sistema
bovino. Reagdo da desoxi-hemoglobina com 2,3-dibromo-salicil-fumarato resulta numa
diminuigdo da afinidade ao oxigénio. As células vermelhas bovinas ndo contém 2,3-
DPG, entdo podem ser estocadas sob refrigeracdo em solugéo salina por pelo menos 2
meses sem modificagdes significativas em relagdo a afinidade ao oxigénio. Somando-se
a isso 0 baixo tempo de retencdo em ratos demonstrada em experiéncias, permitiria a

utilizacao dessa proteina como um carreador de oxigénio (BUCCI et al., 1988).

Outro fator a favor da utilizacdo da Hb bovina é que esta aparentemente nao causa
uma rapida formagéo de anticorpos quando é injetada em outras espécies (HU & SU,
2002).

A afinidade por oxigénio de solucbes de hemoglobina bovina em condicoes
fisiolégicas de ions cloreto é menor do que solugbes de hemoglobina humana como
mostra a Figura 6. Esta caracteristica proporciona a hemoglobina bovina a habilidade
de liberar oxigénio contra pressdo parcial de oxigénio nos tecidos. Na realidade, um
grande impedimento para a utilizagdo de solugdo de hemoglobina humana como
carreador de oxigénio baseado em hemoglobina é devido a sua afinidade por oxigénio
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se tornar muito alta, impedindo a sua liberacao para os tecidos. Isto se deve a caréncia
de interagao com fosfatos organicos fora dos eritrécitos (FRONTICELLI et al., 1986).

% Oxigenagio
=

g p = e -
20 30 a0 50 60 70 ;] 20 100
PO, mmHg

Figura 6 — Afinidade por oxigénio de solugdes de hemoglobina bovina (curva 1) e de
hemoglobina humana (curva 2) (FRONTICELLI et al., 1986)

2.1.3. Dissociacao da hemoglobina

Os carreadores de oxigénio a base de hemoglobina utilizam como substrato a
molécula de hemoglobina obtida de unidade de sangue com data de validade expirada,
do sangue bovino ou obtidas por meio de engenharia genética (SHOEMARKER,
GERBER & EVANS, 1994).

As forgas estabilizadoras do tetrdmero sdo mais fracas entre as cadeias de globinas
idénticas, e dessa forma as subunidades tendem a dissociar-se em dimeros off, como
mostra a Figura 7. De fato, um equilibrio existe dentro das RBC entre os tetrameros e
os dimeros aff , e a presenca de elevada concentracdo de hemoglobina favorece a
estrutura tetramérica. Fora das RBC, a hemoglobina dissocia-se em dimeros o3 que
sdo rapidamente oxidados e excretados da circulagcdo, assim negando sua utilidade
fundamental como carreador de oxigénio. Esses dimeros tém demonstrado grande
toxicidade causando disfuncéo renal, aumento da pressao coldide osmotica, aumento
de afinidade por O,, sofrimento gastrointestinal, e vasoconstricdo sistémica
caracterizado por um aumento da pressao sanguinea e a diminuigao do débito cardiaco
(D’AGNILLO & ALAYASH, 2000; GOULD et al., 1995; HU & SU, 2002; HU & SU, 2003;
PALAPARTHY, WANG, & GULATI, 2000).
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TETRAMERO NAO MODIFICADO

=

TETRAMERO DIMEROS

Figura 7 — Dissociagao de tetramero em dimero (PALAPARTHY, WANG & GULATI,
2000)

A fim de evitar os problemas relacionados com a dissociacdo da hemoglobina em
dimeros, a Hb deve ser quimicamente modificada para ser usada como um substituto
para o sangue. Varios processos de modificacdo tém sido realizados para aumentar as
propriedades fisiolégicas da SFH (hemoglobina livre de estroma) a fim de propiciar sua
funcdo como um eficiente carreador de oxigénio e conferir a eficacia terapéutica
necessaria. As modificagbes quimicas incluem a formagdo de ligagbes cruzadas
intramoleculares, polimerizagcdo, conjugacdo ou modificacbes que empregam uma
combinagdo destes métodos para atingir esse objetivo. Os reagentes para a
modificagcdo quimica da hemoglobina devem ser atéxicos, ndo-imunogénicos e devem
apresentar o minimo de atividade detergente para evitar a desnaturacdo da proteina
(PALAPARTHY, WANG & GULATI, 2000; RIESS, 2001).

Existem dois sitios principais nos quais os agentes de ligacao cruzada podem ligar-
se as hélices da Hb. O primeiro sitio correspondente aos residuos de lisina 82 da
cadeia de globina B, o que leva a formagdo de uma ligagao cruzada B-p. O segundo
sitio ocorre entre as cadeias da globina a nos residuos de lisina 99 e resulta em uma
ligacao do tipo a-a na Hb. Os grupamentos €-amino do residuo de lisina sao os mais
abundantes na molécula da Hb e grande parte deles esta na superficie da proteina.
Contudo, existem ao todo 44 residuos de lisina com grupos €-amino nas cadeias
laterais, 28 residuos de &cido aspartico, 24 residuos de &cido glutamico com
grupamentos &cido carboxilico nas cadeias laterais, alguns grupos imidazéis da
histidina; grupos guanino da histidina e grupos fendlicos da tirosina, que podem
participar de varias reagbes. Sdo em geral caracterizadas como reagdes de sitio

especifico as reacdes de piridoxilagédo, carboximetilagcao, alquilagdo-S e reacdes para a
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formacado de ligagdes cruzadas, que utilizem reagentes carregados negativamente,
enquanto que reagbes de polimerizacdo e conjugacao a polimero, tais como reacoes
com glutaraldeido, glicoaldeido e polissacarideos oxidados por metaperiodato de sodio
(NalO,4) ocorrem essencialmente ao acaso em diversos sitios na superficie da proteina.
A aparente especificidade de um reagente é freqlentemente um simples reflexo da
diferenca na velocidade de reacdo e pode mudar com 0 meio e razao
reagente/proteina. Modificagbes quimicas sucessivas levam ao aumento da
heterogeneidade dos produtos e em alguns casos, os diversos reagentes competem
por um mesmo sitio reativo. Cada modificacdo pode obviamente ter conseqiéncias nas
propriedades da proteina (LUNDBLAD, 1991; RIESS, 2001; WONG, 1991).

A Figura 8 mostra alguns métodos de modificacdo quimica de hemoglobina. Os
materiais de partida mais comumente usados sdo as solugbes de Hb altamente
purificadas, preparadas a partir de hemacias humana e bovina. A estabilizagao parcial
do tetrdmero € normalmente realizada por ligacao intramolecular entre as cadeias 3
usando 5-fosfato de piridoxila (PLP) que € um agente monofuncional analogo ao 2,3-
DPG. O PLP reage diretamente em sitios especificos nas cadeias B e leva a formacao
do aduto PLP-Hb (Figura 8A). Um efetivo aumento de massa molar da Hb pode ser feito
por conjugacao com polietilenoglicol ou polioxietileno (PEG/POE-2000 ou 5000) com ou
sem uma prévia reacdo com PLP ou outro analogo de 2,3-DPG (POE-PLP-Hb, PEG-Hb
bovina) (Figura 8B). Hemoglobinas polimerizadas tém massas molares
significativamente maiores do que um tetramero de hemoglobina nativa (64 kD) e sao
produzidas quando hemoglobinas, com tetramero pré-estabilizado ou nao, reagem com
agentes de ligacao cruzada polifuncionais (glutaraldeido e o-rafinose) (Figura 8C) (KIM
& GREENBURG, 2004).
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Figura 8 — llustracéo de principais modificagdes em hemoglobina (KIM & GREENBURG,

2004)

2.2. AMIDO

O amido é um polissacarideo constituido por unidades
glicopiranose. No amido, as unidades de D-glicose estdao unidas por ligacdes a-1,4. O
amido é formado por dois componentes: a amilose (Figura 9a) e amilopectina (Figura
9b), sendo que a amilose é essencialmente linear e amilopectina é uma cadeia

ramificada (ligacdes a-1,6 entre a cadeia principal e as ramificacoes).

O amido esta presente na forma de pequenos granulos, em raizes, sementes e talos
de uma variedade de plantas, incluindo arroz, batata, cevada, mandioca, milho e trigo.
Estes granulos possuem forma e tamanho caracteristicos segundo sua fonte de
procedéncia, sendo que o tamanho dos granulos pode variar desde 2 ym até 100 um de
diametro (DOANE, SWANSON & FANTA, 1992; POUTANEN & FORSSELL, 1996; VAN

SOEST & VLIEGENTHART, 1997; WHISTLER & DANIEL, 1982).

repetitivas de D-
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Figura 9 — Estruturas quimicas da amilose (a) e amilopectina (b)

A quantidade de amilose na maioria dos granulos esta na faixa de 20 a 35% do peso
total, dependendo da técnica utilizada para sua determinagdo (BATEY & CURTIN,
1996; JAROWENKO, 1971; MEYER, 1960). Em algumas espécies, obtidas através de
mutagdes genéticas, os teores de amilose e amilopectina podem diferir bastante, o que
favorece uma variagao grande nas propriedades fisicas e de processamento do amido.
Para a maioria dos amidos provenientes de cereais, 0 teor de amilopectina se encontra
entre 65 a 80%. Existem ainda espécies mutantes, geralmente provenientes do milho,
arroz e cevada, que contém teores de amilose em torno de 70%. Tais fontes podem
ainda sofrer um outro tipo de mutacdo genética e produzir amidos com teores de
amilopectina de quase 100% (WURZBURG, 1986).

2.2.1. Amilose

A amilose, que no passado foi definida como sendo uma macromolécula linear com

unidades de D-glicopiranose unidas entre si com ligagdes do tipo a-D(1->4),
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atualmente é definida como uma molécula levemente ramificada com ligagdes do tipo
a-D(1>6) (CURA, JANSSON & KRISMAN, 1995).

Takeda e colaboradores (1987) desenvolveram um estudo extensivo sobre a
estrutura fina da amilose, baseado sobre tudo no ataque das enzimas B-amilase e
isoamilase. A amilose ramificada também apresenta muitas propriedades semelhantes
as apresentadas pela amilose linear, tais como capacidade de ligar-se ao iodo e massa
molar, o que torna mais dificil a sua distincdo. Entretanto, apesar da presenca de
ramificacoes, tal amilose se mostra bem diferente da amilopectina, o que confirma a

relevancia da distingao entre amilose e amilopectina.

A quantidade de moléculas ramificadas de amilose encontra-se em torno de 25 a
55% da massa molar total de amilose (TAKEDA et al., 1987), e verifica-se que as
ramificacées da amilose apresentam pequenos cachos de cadeias curtas que podem vir
a apresentar certo grau de cristalinidade (BULEON et al. 1998). Diversos estudos
concluem que a presenga das ramificacbes nas moléculas de amilose ndo alteram
significativamente o comportamento da amilose em solucdo (ROGER & COLONNA,
1996).

A massa molar das moléculas de amilose e sua distribuicdo dependem da origem
biolégica e da degradacao molecular que ocorre durante o seu fracionamento (ONG,
1994). Os valores de massa molar citados na literatura para amilose de batata e do trigo
sao variados (BURCHARD & THURN, 1985; FISHMAN & HOAGLAND, 1994; THURN &
BURCHARD, 1985). A determinacdo da viscosidade intrinseca tem-se mostrado como
técnica base para a determinagdo da massa molar das fracées de amido, utilizando-se
os coeficientes de Mark-Houwink determinados para diferentes solventes (RING,
’ANSON & MORRIS, 1985).

O Hylon VII é constituido de 70% de amilose e de 30% de amilopectina. Esse
amido, com alto teor de amilose, é morfologicamente semelhante ao amido
convencional porém demonstra propriedades peculiares decorrentes da alta energia
coesiva, 0 que faz a temperatura de gelatinizacdo em presenca de agua ser superior
por volta de 30°C ao amido normal (LE BAIL et al., 1999).
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2.2.2. Amilopectina

A amilopectina € uma macromolécula altamente ramificada que é formada por
cadeias de D-glicopiranose unidas entre si principalmente por ligagées do tipo (1->4),
mas com 5 a 6% de ligacdes do tipo (1>6) nos pontos de ramificacdo (BULEON et al.,
1998). A aplicacdo de técnicas de ressonancia magnética nuclear, cromatografia por
exclusdo de tamanho e métodos espectrofotométricos (blue value) mostram que os
amidos geneticamente modificados, com altos teores de amilopectina, apresentam-se
mais ramificados do que os amidos regulares (NILSSON et al.,, 1996). A organizacao
basica das cadeias é descrita em termos de cadeia do tipo A, B e C. As cadeias
externas sdao denominadas como A, e sao ligadas através do carbono 6 de um residuo
de glicose a cadeia interna do tipo B. Tais cadeias sdo definidas como cadeias
portadoras de outras cadeias como ramificagdes.

A amilopectina possui uma das maiores massas molares relativas dentre os
polissacarideos (10" a 10°%); entretanto, ainda é desconhecida a sua distribuicdo de
massa molar. Devido ao seu carater ramificado, as amilopectinas apresentam baixa
viscosidade intrinseca (BULEON et al., 1998).

2.2.3. Outros componentes

Os granulos de amido possuem, além das macromoléculas de amilose e
amilopectina, outros componentes em menor propor¢ao que compreendem materiais
particulados, componentes superficiais provenientes dos processos de extracédo e
componentes internos. Os lipideos sdo a fracdo mais importante associada aos graos
de amido, onde se encontram na proporcao de 0,6 a 1,2% dos granulos.

Os principais componentes superficiais sdo as proteinas, as enzimas, 0s
aminoacidos e os acidos graxos. A presenca de lipideos em contato com amido induz a
formagédo de complexos entre a amilose e lipideos durante a gelatinizacdo. Eles ainda
impedem o inchamento, a dispersdao dos granulos e solubilidade da amilose, assim
gerando pastas opacas com viscosidade reduzida e temperaturas elevadas de
obtenc&o de pasta (BULEON et al., 1998).
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2.2.4. Cristalinidade

O amido é parcialmente cristalino apresentando valores de cristalinidade entre 20 e
45%. No amido in natura a amilose e os pontos de ramificagdes da amilopectina
formam as regides amorfas do granulo. A amilopectina é a grande responsavel pela
cristalinidade do amido, sendo que estas regides cristalinas consistem de duplas
hélices (BILIADERIS, 1992; POUTANEN & FORSSELL, 1996; VAN SOEST &
VLIEGENTHART, 1997). Segundo dados da literatura, a estrutura tridimensional que
corresponde a dupla hélice de fios paralelos € o empacotamento paralelo hexagonal
levégiro (BILIADERIS, 1992; DOANE et al., 1992). Acredita-se que a amilopectina esta
disposta em um arranjo constituido por um esqueleto de cadeias ramificadas ao qual
estdo ligados aglomerados de cadeias lineares (COULTATE, 1996; VAN SOEST &
VLIEGENTHART, 1997). Esta estrutura estd esquematizada na Figura 10.

- ﬁ{ 60A] 1 Ii
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Figura 10 — Estrutura supramolecular da amilopectina

Varios padrbes de estruturas cristalinas sdo observados por difracdo de raios-X, nos
diversos granulos de amido, provenientes de fontes distintas como de cereais e
tubérculos. De acordo com cada padrao de comportamento, que se distinguem em suas
densidades de empacotamento das simples ou duplas hélices e na quantidade de agua
presente, denominou-se tipo A, ao amido de cereais; tipo B, ao amido de tubérculos e
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tipo C, amido de raizes e sementes. Acredita-se, que o tipo C, seja uma combinacao
dos tipos A e B (KERR, 1950; POUTANEN & FORSSELL, 1996; RINDLAV, HULLEMAN
& GATENHOLM , 1997; VAN SOESTE & VLIEGENTHART, 1997).

A cristalinidade dos diferentes tipos de amido foi estudada por Van Soest e
Vliegenthart (1997), os quais apresentaram difratogramas para todos os tipos de

cristalinidade, conforme mostrado na Figura 11.
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Figura 11 — Difratogramas de raios-X dos diferentes tipos de amidos (VAN SOEST &
VLIEGENTHART, 1997)

Ainda de acordo com Van Soest e Vliegenthart (1997), a relativa abundéancia de
estruturas cristalinas € influenciada pela razdo amilose/amilopectina, pela massa molar,
pelo grau de ramificagcdes e pelo comprimento das cadeias de amilopectina. Estudos
revelaram que a cristalinidade do amido diminui com o aumento do teor de amilose
(CHEETHAM & TAO, 1997; GERNAT et al., 1993).

Quando o amido é suspenso em agua, os granulos tendem a um aumento de
volume devido ao processo de intumescimento, e absorvem cerca de uma vez o seu
proprio peso em agua. Quando a temperatura da mistura € elevada gradativamente, a
absorcao de agua tende a aumentar drasticamente: o granulo de amido expande de 10
a 100 vezes em volume, dependendo do tipo de amido (KRUGER & LACOURSE,
1990).

Apo6s intumescimento dos granulos, em uma dada temperatura, a energia do

sistema é suficiente para vencer as ligacées hidrogénio no interior do granulo de amido,
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com perda da cristalinidade. As regides amorfas do granulo sao solvatadas e o granulo
incha rapidamente. Durante o intumescimento, e como consequéncia disto, devido ao
rompimento dos granulos, muitas das moléculas de amilose e amilopectina sao
lixiviadas para fora do granulo e podem tornar-se completamente solluveis a
temperatura de 130-150°C (DOANE et al, 1992; WHISTLER & DANIEL, 1982).

Os processos de intumescimento granular e solubilizagdo do amido sao conhecidos
como gelatinizagdo. Quando este sistema amido-agua é resfriado, um gel é formado
(DOANE et al., 1992; KERR, 1950; KRUGER & LACOURSE, 1990; POUTANEN &
FORSSELL, 1996; WILLET, JASBERG & SWANSON, 1994). A temperatura em que
ocorre a gelatinizacdo varia de acordo com a fonte produtora do amido. Na Tabela 2
sdo encontradas as temperaturas para alguns tipos de amidos (JAROWENKO et al.,
1997). A temperatura inferior se refere a temperatura em que o granulo inicia seu
intumescimento e a temperatura superior indica quando a totalidade dos granulos esta
gelatinizado (WHISTLER & DANIEL, 1982).

Tabela 2 — Temperatura de gelatinizacao de diversas fontes de amido (JAROWENKO et
al., 1997)

Amido Milho  Trigo  Arroz Mandioca Batata
Temp. Gelatinizagéo (°C) 62-72 58-64 68—-78 49-70 59-68

As moléculas de amilose em solugdo podem sofrer retrogradacdo, um fenémeno
causado pelo alinhamento das cadeias, resultado da interacdo entre as cadeias de
amilose através de ligacoes de hidrogénio formando particulas insoluveis (KENNEDY et
al., 1987).

Desta forma, o termo amido desestruturado tem sido empregado para designar os
estados fisicamente modificado do amido, obtido por ruptura granular, resultando em
menor ordem de cristalinidade (SHOGREN, FANTA & DOANE, 1993).
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O amido pode ser processado por técnicas usuais de processamento de polimeros
como extrusdo e injecao (LOURDIN et al., 1997; VAN SOEST & BORGER, 1997).
Quando submetido a algum destes processos, o0 amido sofre desestruturacdo de seus
granulos, devido as altas temperaturas, cisalhamento e presenca de plastificantes,
promovendo o inchamento e posterior desestruturacdo de seus granulos, tornando-se
um material microscopicamente homogéneo (HULLEMAN, JANSSEN & FEIL, 1998).

O termo amido desestruturado € comumente usado quando o amido é convertido
em material termoplastico em uma extrusora na presenca de plastificantes. Neste
processo ocorrem basicamente trés fendmenos estruturais: fragmentacao dos granulos
de amido; quebra das ligacbes hidrogénio entre as moléculas de amido, levando a
perda da cristalinidade; e parcial despolimerizacdo (POUTANEN & FORSSELL, 1996).

No processo de desestruturagdo ocorre primeiramente a absor¢do do plastificante,
devido a formacéo de ligagcbes hidrogénio com as hidroxilas livres das moléculas de
amido, mas ainda o amido mantém sua ordem e cristalinidade. Entretanto, quando este
inchamento é realizado sob aquecimento, as ligagdes hidrogénio entre as moléculas do
amido sao rompidas. A cristalinidade é progressivamente perdida, o que caracteriza a
chamada gelatinizacdo. O processamento de amido e plastificante em extrusora, com
aquecimento, torna-se, portanto, efetivo para a obtencdo de amido gelatinizado (ST-
PIERRE et al., 1997).

2.2.5. Plastificantes

Os plastificantes sao substancias utilizadas com o objetivo primario de aumentar a
flexibilidade de um polimero (plastificacdo) e efeito secundario de melhorar sua
processabilidade (RABELO, 2000). Alteram as propriedades mecénicas de um
polimero, bem como as temperaturas de transicdo vitrea e de fusdo, pois agem
neutralizando ou reduzindo as forgas de interacao intermoleculares, mas nao alteram a
natureza quimica do polimero (RABELO, 2000; WILLET, JASBERG & SWANSON,
1994).
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O efeito do plastificante € a diminuicdo da energia necessaria para que possibilite a
movimenta¢ao molecular, aumentando, entdo a flexibilidade. Quando um plastificante &
acrescentado ao polimero, as moléculas do plastificante comegam a penetrar na fase
polimérica da matriz, modificando seu arranjo. Se o plastificante é compativel com a
matriz polimérica, ele se difunde entre as macromoléculas do polimero, aumentando a
mobilidade entre as cadeias (RABELO, 2000). Esta plastificagdo € denominada

interacdo fisica ou externa.

Devido a maior liberdade do movimento das macromoléculas, causado pela
presenga do plastificante, algumas vezes, pode haver a formac&o de cristalitos do
material plastificado. Estes cristalitos podem atuar como reticuladores fisicos, levando a
modifica¢des nas propriedades do material (RABELO, 2000).

Um plastificante comumente utilizado no processamento do amido € a agua, uma
vez que age como plastificante das partes amorfas dos grénulos de amido durante
aquecimento, sendo as propriedades fisicas do amido muito influenciadas por sua
presenca. Outros plastificantes, como alcoois de baixa massa molar e carboidratos tém
sido estudados para a obtencado de amidos termoplasticos (POUTANEN & FORSSELL,
1996).

Lourdin e colaboradores (1997) estudaram varios plastificantes como glicerina,
etileno glicol, dietilenoglicol, sorbitol, entre outros. Shogren et al., estudaram o uso de
uréia e varios glicéis como plastificantes (POUTANEN & FORSSELL, 1996).

A natureza e a quantidade do plastificante influenciaram as propriedades fisicas do
amido processado de duas maneiras: pelo controle do grau de desestruturacdo e
despolimerizacao durante a quebra das ligacbes hidrogénio, e pela agdo de
amolecimento do material processado (POUTANEN & FORSSELL, 1996). Van Soest e
Vliegenthart (1997) classificaram o material processado em fun¢do do contetudo de
plastificante, o comportamento vitreo a baixos conteidos de plastificantes e um

comportamento de gel a elevados conteudos de plastificantes.
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2.2.6. Retrogradacao

Os amidos de diferentes fontes vegetais sao todos biossintetizados em forma de
granulos semicristalinos. A andlise de amidos termoplasticos é considerada dificil, pois
estes materiais sdo complexos e heterogéneos, podendo apresentar presenca de
granulos remanescentes e dominios de amilose e amilopectina (VAN SOEST &
ESSERS, 1997).

Apoés o seu processamento, o amido ainda continua a apresentar uma cristalinidade
residual, que é afetada pelas condi¢des do processo e, também, pela composi¢cao do
amido termoplastico. Apés o armazenamento, ocorre a chamada retrogradacao, uma
reorganizacao em estruturas cristalinas, que depende das condi¢cdes de processamento

e condicbes de armazenamento (como temperatura e umidade).

O grau de cristalinidade do amido termoplastico é proporcional ao teor de amilose,
sendo que em materiais nos quais a quantidade de amilose é pequena, a cristalizacao
em hélices simples ndo € observada. Pode ocorrer, também, interagbes entre moléculas
de amilopectina, tanto quanto entre moléculas de amilose e de amilopectina (VAN
SOEST & VLIEGENTHART, 1997).

Depois do processamento, o amido recristaliza-se em varios tipos de estruturas
cristalinas (VAN SOEST et al., 1990). Os mesmos autores tém reportado que os amidos
termoplasticos condicionados a baixas e médias umidades apresentaram um padrao
cristalografico denominado tipo V, devido a formagédo de simples hélices de amilose
com lipideos e proteinas. Rindlaw-Westling e colaboradores. (1998) observaram os
tipos de cristalinidade Vj, (hidratada) e V, (anidra), que diferem entre si quanto ao tipo
de empacotamento das hélices. A natureza e o teor dessas estruturas cristalinas,
formadas apds o processamento, sendo que a sua quantidade e o tipo de cristalinidade
séo influenciados pelo processamento e pela composicao da mistura (VAN SOEST et
al., 1990).

O padréao cristalografico denominado tipo Vi apresenta picos em 7,1° (20), 12,6°
(26) ambos com intensidade forte, 19,4° (20) de intensidade muito forte e 22,1°(20) de
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média intensidade. Os cristais denominados tipo Vi possuem célula unitaria
ortorrdmbica, com dimensdes: a=13,65, b=23,70 e ¢=8,05 A ou a célula unitaria
hexagonal com a=b=13,65 e c=8,05 A. Ja o padréo cristalografico denominado tipo Va
possui pico em 7,4° (20) de intensidade forte, e picos a 13,2° (20) e 20,6° (206) ambos
com intensidade muito forte. Sua célula unitaria € ortorrdmbica com dimensdes a=13,0,
b=22,5 e c=7,9 A. O tipo V. possui mais hélices de amilose que o tipo Vin (VAN
SOESTE et al., 1990).

Outro padrao relatado em amido termoplastico é representado pela recristalizacao
das cadeias curtas externas da amilopectina, denominado como estrutura tipo B. Seu
parametro de difragao principal ocorre em 17°(26), com intensidade forte. O numero de
cristalitos do tipo B é diretamente proporcional a quantidade de agua, o tempo e a
temperatura de condicionamento (HULLEMAN et al., 1999).

2.3. HEMOGLOBINAS MODIFICADAS QUIMICAMENTE

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

farmacologico.
2.3.1. Hemolink (Hemosol Inc.)

A hemoglobina altamente purificada (HbA) foi preparada a partir de bolsas de
sangue humano fora do prazo de validade usando métodos descritos detalhadamente
em dois trabalhos de Adamson e colaboradores (ADAMSON et al., 1997; ADAMSON &
MOORE, 1998). Essa HbA, com mais de 99 % de purificacao, reagiu com a rafinose na
forma oxidada por periodato (o-rafinose) para realizar ligagdo cruzada. Os multiplos
grupos aldeido da o-rafinose inicialmente formam ligacdes imina (base de Schiff) com
grupos amino dentro e entre cada molécula de hemoglobina. Essas ligacbes séo
reversiveis, mas sao estabilizadas por redu¢do quimica com boro-dimetil-amina. Esta
alquilacdo redutiva € irreversivel e resulta em uma ligacdo cruzada covalente entre

grupos amino dos dimeros a e B da hemoglobina justamente onde 2,3-DPG se liga,
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assim formando um tetrdmero estavel. Além disso, o-rafinose reage com grupos amino
da superficie dos tetrdmeros para criar ligagdes intermoleculares, produzindo um
oligbmero estabilizado de hemoglobina. A solu¢cdo de hemoglobina modificada com a o-
rafinose, resultante desse procedimento, consiste predominantemente de oligdmeros de
hemoglobina (de 60% a 65% do total) com massa molar variando de 128 a 600 kD.
Entretanto, uma proporgao substancial de hemoglobina na solu¢do de hemoglobina/o-
rafinose (com aproximadamente 30%) se encontra na forma de tetramero estavel por
ligacao cruzada covalente com peso molecular de 64 kD. Em uma pequena proporgao,
aproximadamente 3%, a hemoglobina dessa solugdo nao sofreu a reacao de formagao
de ligacao cruzada e, portanto,