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Resumo

Com o crescente interesse na utilizacao de DNA plasmidico para terapia génica e para formulacao de
vacinas de DNA, surgiu a necessidade de estudar e desenvolver esquemas de purificacdo desta bio-
molécula. As tecnologias de separacdo com membranas sao usadas em diversos tipos de processos
a nivel das aplicacdes em biotecnologia, tais como esterilizagdo, separacdo sélido-liquido, concen-
tracdo, troca de tampao e purificacido de diversos tipos de moléculas. As técnicas de filtracao com
membranas apresentam normalmente vantagens em relacao a outras técnicas alternativas como seja
oreduzido impacto ambiental e econémico, maior facilidade de aumento de escala (“scale-up”), maior
produtividade dos equipamentos e maior facilidade de automatizacao e controlo dos processos. Entre
as principais desvantagens contam-se normalmente problemas relacionados com a colmatacao das
membranas, 0s custos de substituicdo periédica das mesmas e a menor seletividade nas separacoes
em certos casos.

No ambito do presente trabalho foi efetuado um estudo fundamental da transmissdo de DNA plas-
midico (pDNA), nomeadamente na forma superenrolada, através de membranas de micro e ultrafi-
tracdo. O estudo incluiu a modelagdo do processo, com base na teoria do transporte restringido de
macrosolutos através de poros estreitos, tendo sido estabelecido um novo modelo para a permeagao
de moléculas longas e flexiveis, tais como o pDNA e o RNA.

Estudou-se igualmente a aplicacao de membranas ao isolamento de DNA plasmidico a partir de
caldos de fermentagao. Nomeadamente foi estudada a microfiltragdo de lisados e a ultrafiltracdo dos
permeados de microfiltracido obtidos com vista a concentracao e purificacdo do DNA plasmidico an-
tes da purificacdo cromatogréfica, passo indispensavel no processo de recuperacao para assegurar
o cumprimento dos padroes de qualidade requeridos pelas agéncias reguladoras do produto final.
Efetuou-se também um estudo de otimizacdo da operacao de ultrafiltracdo, baseado na otimizagao
da separagdo pDNA/RNA.

Os estudos de aplicacao realizados permitem perspetivar a utilizacao da microfiltracao e ultrafil-
tracdo nos processos industriais de recuperacdo de pDNA, como alternativas vantajosas as operacoes
de centrifugacao dos lisados para remocao dos detritos celulares e a operacdes alternativas no isola-
mento intermediédrio de pDNA, tais como precipitacoes seletivas com élcoois e sais, extracdes liquido-
liquido, entre outras. A microfiltracdo serd vantajosa na medida em que permite o processamento dos
caldos lisados em condicdes muito mais suaves do que nas centrifugas industriais onde os fluidos es-
tdo sujeitos a fortes tensdes de corte que, como é sabido, podem danificar a estrutura dos plasmideos
irreversivelmente. A ultrafiltracdo permite eliminar o consumo de grandes volumes de &lcoois, tais
como o isopropanol e de sais, tais como sulfato de aménio ou cloreto de célcio, o que representa uma

enorme vantagem econémica e ambiental.

Palavras-chave
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Abstract

There has been an increasing interest in plasmid DNA for application on gene therapy and to produce
DNA vaccines. This fact led to a substantial effort in the development of purification schemes of this
biomolecule. Membrane processes have shown applicability in a great variety of biotechnology pro-
cesses, namely concentration, buffer exchange, solid-liquid separation, sterilization and purification.
Membrane filtration techniques offer important practical advantages when compared to alternative
techniques, namely reduced economical and environmental impacts, easier operation and control,
easier scale-up and higher productivity. The main disadvantages of membrane filtration processes
are generally due to membrane fouling, costs associated with periodic cleaning and replacement of
membranes and low selectivity in some separations.

In this work, a fundamental study of supercoiled plasmid DNA (pDNA) transmission through micro
and ultrafiltration membranes was carried out. The study included the development of new theoreti-
cal models, based on the hindered transport theory of flexible macromolecules through narrow pores.
These models were applied to both pDNA and RNA.

The application of microfiltration and ultrafiltration operations, to accomplish pDNA recovery and
purification from fermentation broths, was also studied. Namely, the microfiltration of alkaline lysates
and a subsequent ultrafiltration of the permeates were used in tandem in order to concentrate and
purify the pDNA before chromatography; the latter is still required in order to attain the desired quality
standards imposed by the regulatory agencies for the final product.

The results obtained allow to foresee the application of micro and ultrafiltration operations in in-
dustrial processes for the primary and intermediate recovery of plasmid DNA, as better alternatives to
the centrifugation of cell lysates and precipitation of pDNA with alcohols operations. Microfiltration
can introduce important advantages such as the clarification of fermentation broths in milder condi-
tions, specially when compared with industrial centrifuges where fluids are subjected to high shear.
As it is well-known, this can cause irreversibly degradation of the pDNA molecules. Ultrafiltration can
introduce also important advantages, specially by avoiding the use of large quantities of alcohols, such
as propan-2-ol, and salts, such as ammonium sulphate or calcium chloride, which represents an im-
portant advantage in terms of the economical and environmental impact.
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Capitulo 1
Introducao

1.1 Enquadramento do trabalho

O trabalho descrito na presente tese de doutoramento aborda a integracao de processos de membra-
nas, nomeadamente a micro e ultrafiltracdo (MF e UF), em esquemas de purificacdo de DNA plasmi-
dico (pDNA). Nos tltimos anos, tem-se assistido a um enorme esforco de investigacdo nesta temadtica,
o que se pode comprovar pelo elevado nimero de publicacdes cientificas e de patentes registadas
[1]. A principal motivacdo surge da possibilidade de utilizar estas biomoléculas em aplicacoes de te-
rapia génica e na formulagdo de vacinas de DNA. Em termos simples, a terapia génica consiste no
tratamento de uma doenca pela introdugdo de nova informacao genética nas células do paciente para
compensar a deficiéncia ou auséncia de determinados genes, ou para possibilitar uma nova fun¢ao
[2]. A evolucdo da terapia génica alcancou no ano transato um importante marco histérico, nomeada-
mente, a autorizacdo da EMA (“European Medicines Agency”) para a comercializa¢do de um farmaco
de terapia génica (Glybera), para o tratamento da deficiéncia da lipoproteina lipase [3]. Existem int-
meras referéncias na literatura que se focam neste promissor, e simultaneamente controverso, tema
[4, 2, 3, 5], assim como na formulacao de vacinas de DNA [6, 7, 8].

Os plasmideos, juntamente com retrovirus e adenovirus, constituem os trés tipos de vetores mais
usados atualmente em ensaios clinicos de terapia génica (tabela 1.1). Se por um lado, a utilizacdo de
vetores virais permite obter eficiéncias de transfec¢do mais elevadas, existem algumas preocupacgoes
na comunidade cientifica quanto as questdes da seguranca do paciente durante um tratamento com
este tipo de vetor [3, 9, 4]. Neste respeito, o DNA plasmidico apresenta uma alternativa mais segura.
Este facto terd contribuido para o crescente aumento na utilizacao de pDNA em ensaios clinicos, como
se pode comprovar pelos valores apresentados na tabela 1.1. Apesar de nos tltimos dois anos ter ocor-
rido um decréscimo de utilizacao dos trés principais vetores, o pDNA foi o que registou um decréscimo
menor. Por outro lado, é importante notar o aumento significativo na sua utilizacdo comparando com
os valores que se verificavam no ano 2000 [4].

A menor eficiéncia de transfeccao conseguida com estas biomoléculas leva a necessidade de admi-
nistrar elevadas doses deste vetor durante um tinico tratamento [12, 13]. Por este motivo, surge a ne-
cessidade de desenhar processos de producao e purificagdo de DNA plasmidico que apresentem ele-
vados rendimentos. Por outro lado, uma preparacao final de DNA plasmidico deve obedecer de forma

Tabela 1.1: Percentagem de utilizacdo, em ensaios clinicos de terapia génica, dos trés vetores mais usados.

Ano Adenovirus Retrovirus pDNA
2000? 19.3 53.0 5.3
2007° 249 21.7 18.3
2011¢ 24.9 20.7 18.7
20134 235 19.1 17.7

2 Valores obtidos em [4]

b Valores obtidos em [10]

¢ Valores obtidos em [11]

dValores obtidos em http://www.abedia.com/wiley/vectors.php
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rigorosa as normas de seguranca vigentes, que estabelecem limites minimos, por regra muito redu-
zidos, da presencga de contaminantes, tal como legislado pelas agéncias reguladoras do setor, como
por exemplo a FDA (“U.S. Food and Drug Administration”) ou a EMA. Este facto leva a necessidade de
desenhar esquemas de purificacdo de pDNA que devem estar essencialmente livres de compostos qui-
micos perigosos, tais como cloreto de césio ou brometo de etidio, de solventes tais como isopropanol,
fenol ou cloroférmio e de enzimas (por exemplo RNase A, proteinase K ou lisozima), frequentemente
usados em protocolos laboratoriais [12, 14, 15, 16, 17, 18, 19]. Como seré discutido, os processos de
membranas apresentam um enorme potencial de utilizacdo em diferentes fases de um processo de
producao e purificagdo de DNA plasmidico, podendo suprir algumas das limitacoes referidas durante
o desenvolvimento e implementacao destes processos. Assim, no presente trabalho de doutoramento
procura-se estudar a aplicacdo de duas operacoes de membranas (micro e ultrafiltracdo) em proces-
sos de producao de pDNA. O trabalho foi desenvolvido quer de um ponto de vista teérico, quer de um
ponto de vista de aplicacdo prética. Na seccao seguinte é feita uma descricdao da possivel integracdo

destes processos num esquema de purificacao de DNA plasmidico.

1.2 Integracao de processos de MF e UF na purificacdao de pDNA

Varios artigos cientificos tém vindo a ser publicados, onde os autores referem e discutem as principais
etapas de um processo de producado de DNA plasmidico, desde a fase inicial do desenho dos plasmi-
deos e escolha de hospedeiro, até as fases finais de purificacao e formulacao do produto final. Destes
estudos podem-se destacar as extensas revisoes de Prather et al [12], de Prazeres e Ferreira [20] e de
Carnes e Williams [1]. Na figura 1.1 encontra-se um esquema do processo de purificacdo de DNA
plasmidico, adaptado das trés referéncias indicadas. Os autores dividem o processo de purificacido de
pDNA, a seguir a operacdo de fermentacdo, em trés etapas': isolamento primério, isolamento inter-
medidrio e purificacdo final. Como se pode constatar na figura 1.1, as opera¢cdes de MF e UF podem
ser usadas em praticamente todas as fases do processo.

Na grande maioria dos processos de producdo de pDNA reportados na literatura, o plasmideo de
interesse é produzido por via fermentativa. A primeira etapa critica do processo de “downstream” é
a lise celular. Esta operacado é necessdria para abrir as paredes das células e assim libertar o plasmi-
deo em solucdo. As principais técnicas usadas sdo a denominada lise térmica [21, 22, 23, 19] e a lise
alcalina [24, 25, 26, 27]. O método de lise mais usado continua a ser o método de lise alcalina, ori-
ginalmente proposto por Birnboim e Doly [24], sendo igualmente o método escolhido no d&mbito do
presente trabalho. Apés aplicagao deste método obtém-se uma elevada quantidade de precipitados,
cerca de 100 g/L num procedimento padréo [28], e uma elevada quantidade de contaminantes dis-
solvidos, sendo o RNA o contaminante presente em maior quantidade. A necessidade de remover o
conteddo soélido formado proporciona a possibilidade de aplicacao de operacdes de microfiltracao.
Outras técnicas alternativas podem ser consideradas, por exemplo operacdes de centrifugacao [20],
de filtracdo com materiais inertes [26] ou por métodos de flutuagdo, como recentemente reportado
[29].

Numa segunda fase, apés remover o contetido sélido, é geralmente necessario proceder a uma
pré-purificacdo do plasmideo, uma fase a que se dd o nome de isolamento intermedidrio. Nesta etapa
sdo efetuadas operacdes que visam preparar a corrente do processo para as operacoes de purificacao
final. Por exemplo, em regra geral é necessario concentrar o pDNA, trocar de tampao e remover alguns

contaminantes. A ultrafiltracdo, devido as suas caracteristicas, pode ser usada nesta fase do processo.

'E comum designar-se o conjunto de operacdes que se seguem 2 etapa fermentativa como o processo “downs-
tream”, sendo as operacdes que a precedem englobadas na fase de “upstream”.
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Figura 1.1: Esquema genérico de um processo de purificagao de DNA plasmidico, adaptado de [12, 20, 1].
Operacoes de MF e UF podem ser encontrados em praticamente todas as fases do processo. MF - Microfiltracao,
UF - Ultrafiltracdo, AE - Cromatografia de permuta aniénica, RP - Cromatografia de fase reversa, HIC -
Cromatografia de interacao hidrofébica, SEC - Cromatografia de exclusdo molecular, IMAC - Cromatografia de
afinidade com metal imobilizado.

Outras técnicas podem ser, no entanto, consideradas como por exemplo operagdes de precipitagdo
seletiva, de extragdo liquido-liquido e de cromatografia de leito expandido [20].

Podem ser ainda enumeradas outras aplicagdes de processos de MF e UF em diferentes fases do
processo, como por exemplo na colheita de células apés a fermentacdo, na esterilizacdo do produto
final e até mesmo na fase de purificagdo final [30]. No 4mbito do presente trabalho, as operacées es-
tudadas dizem respeito a aplicacdo da microfiltragdo para a remocao de sélidos formados no decorrer
dalise alcalina e a aplicacao de ultrafiltracao para concentrar, trocar de tampao e pré-purificar o plas-
mideo antes da fase final de purificacdo. Estas duas operacdes sao igualmente abordadas de um ponto
de vista tedrico. Os resultados obtidos podem também ser titeis no desenvolvimento e otimizacao de

outras operac¢des de MF e UF em diferentes fases do processo. Na seccao seguinte € feita uma revisao
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bibliografica dos avancgos que tém vindo a ser feitos no contexto da aplicagdo de operacdes de MF e UF
em processos de producao de pDNA (seccao 1.3.1), assim como os avancos alcangcados na modelagao
da permeacdo destas biomoléculas em membranas (seccdo 1.3.2).

1.3 Revisao bibliografica

1.3.1 MF e UF em processos de producao de pDNA

Os processos de separacdo baseados em tecnologias de membranas sdo dos processos mais ubiquos
em biotecnologia [31]. Este facto deve-se essencialmente a enorme quantidade de operagées que po-
dem ser efetuadas segundo esta tecnologia, onde se podem incluir operagdes de separacao sélido-
liquido, concentragao, troca de tampao, purificacdo e esterilizacdo. Outras qualidades que tornam es-
tes processos atrativos podem ser enumeradas, como por exemplo o facto destas operagdes apresen-
tarem custos, quer de investimento inicial quer de funcionamento, regra geral mais reduzidos quando
comparados com os custos associados a outros processos alternativos [31]. Pela sua natureza de fun-
cionamento, sao igualmente processos com um impacto ambiental reduzido [32]. Pode ainda ser re-
ferido que os processos de separacdo com membranas apresentam, em determinadas aplicacdes, ca-
racteristicas que possibilitam um scale-up linear [33], assim como a possibilidade de automatizacao e
funcionamento em modo continuo, o que de um ponto de vista de producdo em larga escala é sempre
desejavel [34].

Por esse motivo tem vindo a ser estudada a aplicacdo de tecnologias de membranas em vérias
etapas de um processo de produgdo de DNA plasmidico. Num dos primeiros estudos publicados nesta
matéria [28], Theodossiou et al avaliaram, em 1997, o desempenho de uma operacao de filtracdo na
clarificacdo de lisados obtidos pelo método dalise alcalina, em que uma grande quantidade de sélidos
é formada. Tal como referido pelos autores do estudo, enquanto que por norma, em laboratério, estes
sélidos podem ser facilmente removidos com recurso a operacdes de centrifugacao descontinua, na
producao a escala industrial a centrifugacao de lisados provenientes da lise alcalina levanta sérias
consideracées de impraticabilidade, o que se deve em parte as elevadas tensdes de corte geradas no
interior de equipamentos industriais de centrifugacdo. Este facto foi posteriormente referido por uma
série de outros autores [29, 23, 35, 36, 22]. No estudo, foi utilizado um largo conjunto de filtros, de
varios materiais e tamanhos de poro, tendo-se verificado a existéncia de algumas complica¢des. Por
exemplo, devido a natureza deformdvel dos precipitados formados, a utilizagdo de filtros com poros
superiores a 5 pm parece ser desaconselhdvel, em parte porque nao se garante a total retencdo dos
solidos presentes, e as tensoes de corte geradas durante a intrusdo destes s6lidos nos poros provoca a
re-dissolucdo de alguns contaminantes, de onde se destaca o DNA genémico. Por outro lado, mesmo
com o filtro com poros de menores dimensées (no caso do referido estudo 5 pm) os autores verificaram
uma incompleta remocdo do material precipitado. Para assegurar uma total remocao de sélidos, os
autores recorreram ao uso de terra de diatomdceas. No entanto esta alternativa provoca duas novas
desvantagens, nomeadamente o decréscimo do rendimento da operacao, provocada em parte pelo
aumento da adsorcao de moléculas de pDNA, e 0 aumento de residuos sélidos formados.

Um pouco mais tarde, no ano 2000, surgiu provavelmente o primeiro estudo sobre a aplicacdo de
uma operacao de ultrafiltracdo na purificacdo de DNA plasmidico, sendo o trabalho da autoria de Kahn
et al [18]. Neste trabalho, Kahn et al [18] conseguiram obter pDNA bastante puro mas somente apds
submeterem os lisados a extensos periodos de incubacao, para assim obterem uma degradacao signi-
ficativa do RNA presente. Neste estudo ficou pela primeira vez evidenciada a dificuldade da separacao
entre pDNA e RNA com recurso a uma operacao de ultrafiltracao, e apesar dos extensos periodos de

incubacdo do lisado levarem a uma elevada degradacdo do RNA, nao é claro que o mesmo nao venha
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a acontecer, em parte, as moléculas de pDNA. Por outro lado, extensos periodos de incubagdo, num
ponto de vista de aplicacdo industrial, podem gerar alguns problemas na automatizacao e controlo do
processo.

Ainda no mesmo ano, Levy et al [37] publicaram um estudo onde membranas de microfiltracdo
de nitrocelulose foram utilizadas para adsorver seletivamente gDNA, reduzindo em algumas experi-
éncias o contetdo deste contaminante de mais de 27% para menos de 1%. Para forcas iénicas iguais
ou superiores a 1.5 M de NaCl os autores verificaram ainda alguma reducdo do contetido de RNA. A
mesma ideia foi explorada por Kendall et al [38] um pouco mais tarde. Nestes estudos existe assim uma
tentativa de efetuar duas operagdes num tinico passo, nomeadamente obter de forma simultanea uma
separacao s6lido-liquido e uma remocao de contaminantes, sendo esta uma importante vantagem do
método. No entanto, deve ser notado que as membranas apresentam por regra uma baixa capacidade
para atuar como adsorventes. Por outro lado, a adsor¢do de contaminantes nas membranas pode le-
var a alteragao fisico-quimica das mesmas, o que pode conduzir a uma colmatagdo prematura e uma
reducdo da reprodutibilidade entre filtracoes.

Em 2003, Eon-Duval et al [16] publicaram um estudo onde abordaram uma operacao de ultrafil-
tracdo com o intuito de remover a grande maioria dos contaminantes presentes apos a lise alcalina,
com especial enfoque para o RNA. Novamente, os autores observaram uma reduzida capacidade do
processo para separar eficientemente pDNA e RNA. Para superar esta limitacdo os autores acoplaram
a operacdo de ultrafiltragdo uma operagédo de precipitagdo seletiva com CaCl,. Tal como verificado
no estudo de Kahn et al [18], ap6s prévia remoc¢ao de RNA € possivel obter uma elevada remocgao de
contaminantes com uma tnica operacao de ultrafiltracao. O método desenvolvido, apesar de efici-
ente, tem a clara desvantagem da necessidade de utilizagdo de grandes quantidades de CaCl,, o que
aumenta significativamente o custo e impacto ambiental do processo.

Em 2004, Kepka et al [39] utilizaram com sucesso uma operacdo de ultrafiltracdo para trocar de
tampao e concentrar um lisado, proveniente da lise alcalina, antes de o submeterem a um processo de
extracao liquido-liquido. A boa capacidade de processos de ultrafiltracido para efetuar operacoes de
concentracado e de troca de tampao/dessalinizacao foi assim demonstrada. A reducéo de volume e da
forcaiénica do lisado conseguida no passo de ultrafiltracao revelou-se essencial para a exequibilidade
do processo proposto pelos autores.

Em 2006 surgiu talvez a primeira publica¢do referente a uma operagado de esterilizacdo com re-
curso a microfiltracdo, no ambito da producao de DNA plasmidico. O trabalho foi desenvolvido por
Kong et al [40], onde a filtracdo de solugdes puras de pDNA foi efetuada com membranas de PVDF e
PES com 0.22 pm e 0.2 um de poro, respetivamente. Um novo trabalho sobre esta mesma temaética
viria a ser publicado mais tarde por parte dos autores [35]. Os referidos estudos vieram comprovar a
possibilidade de utilizar uma operacao de microfiltracdo para proceder ao passo final de esterilizacao
da preparacao de pDNA. Os autores identificam potenciais problemas nesta operacao, em especial a
medida que o tamanho das moléculas de pDNA aumenta, o que pode levar a uma excessiva retengao
e consequente perda de rendimento. Verificou-se igualmente uma dependéncia quase linear entre a
permeacdo de pDNA e o tamanho das moléculas estudadas, bem como um aumento de permeacao
com o aumento da forca idénica do meio.

Em 2008 [41] e em 2009 [32], Freitas et al publicaram dois estudos sobre a aplicagdo de uma opera-
¢ao de ultrafiltracdo, com diafiltracdo, no isolamento intermediario de DNA plasmidico, procurando
esta operac¢do constituir uma alternativa vidvel a outras operagoes, nomeadamente operacgdes de pre-
cipitacdo e de extracao liquido-liquido. Apesar dos bons rendimentos de recuperacido de pDNA e de
remocao de proteinas e endotoxinas obtidos, os autores verificaram novamente baixa remocao de RNA
no passo de ultrafiltragao. Este resultado, em concordancia com estudos anteriores [18, 16] apresenta-
se assim como principal limitacdo do método, uma vez que em termos de impacto ambiental e eco-
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némico, o processo de ultrafiltracdo permitiu obter resultados mais satisfatérios, quando comparado
com os processos alternativos estudados.

O trabalho desenvolvido pelos vdrios autores, sobre a aplicacdo de tecnologias de separacdo com
membranas num processo de produ¢dao de DNA plasmidico, veio comprovar que estes processos po-
dem constituir alternativas atrativas quer nos isolamentos primaério e intermedidrio, quer na fase final
de esterilizacdo. No entanto, em 2011, Latulippe e Zydney [30] comprovaram também a possibilidade
de se conseguir uma separacgdo de isoformas de pDNA recorrendo a ultrafiltragcdo, operagao até ai ape-
nas possivel com outras tecnologias de maior resolucdo (tais como cromatografia, eletroforese em gel
de agarose, entre outras). O processo desenvolvido baseia-se na diferenca entre os valores de fluxo
critico para as vdrias isoformas de plasmideo, sendo o fluxo critico o valor de fluxo para o qual as mo-
léculas apresentam um aumento stibito de permeacgao pela membrana, provocado pela deformacao
induzida pelas tensdes de corte geradas a entrada do poro.

Mais recentemente, Sun et al [42] desenvolveram um processo de producao de DNA plasmidico em
que utilizam varias operagdes de membranas: uma primeira filtracdo do lisado numa membrana com
1.0 um de poro, uma operagdo de ultrafiltracao para remover RNA de baixo peso molecular, concentrar
e trocar de tampao, uma operacao de esterilizacdo com uma membrana de 0.2 um de poro e ainda
uma operacao de ultrafiltracao para efetuar uma concentracao final. Este trabalho indica com clareza
a utilidade das tecnologias de membranas ao longo de um processo de produc¢do de DNA plasmidico.

Os processos de separacdo com membranas sdo parte integrante dos esquemas de purificacdo de
proteinas [33], e o trabalho que tem vindo a ser desenvolvido na tltima década e meia veio comprovar
que para a producao de DNA plasmidico o cendrio pode vir a ser o mesmo. Contudo, ainda existe um
grande desconhecimento a nivel teérico dos processos envolvidos na filtragdo de moléculas como o
DNA plasmidico ou o RNA. Assim no presente trabalho de doutoramento, para além de terem sido
investigados os principais aspetos relacionados com a aplicabilidade prética das técnicas de filtracao
com membranas, nomeadamente ao nivel da separagdo sélido-liquido por microfiltragao e purifica-
¢dointermédia por ultrafiltracao, deu-se particular relevincia ao estabelecimento de modelos teéricos
que permitam melhor compreender os processos de separacado estudados.

1.3.2 Modelacado da permeac¢ao de DNA plasmidico em membranas

O fenémeno da permeacido de moléculas em poros de pequenas dimensdes é uma matéria de in-
teresse fundamental no estudo de operacdes de separacdo com membranas. Uma descricdo mate-
madtica deste fenémeno é sempre desejavel, em primeiro lugar porque um modelo matematico pode
ser confrontado com resultados experimentais, podendo assim validar uma teoria ou ideia sobre o
modo como as moléculas em estudo se comportam perante um cendrio de permeacdo em poros. Em
segundo lugar, a obtencdao de um modelo matematico validado experimentalmente pode possibili-
tar prever, com um certo grau de exatidao, a permeacdo de solutos num processo de separacdo com
membranas facilitando assim operacoes de otimizacao, aumento de escala, automatizagao e controlo.
Alternativamente, a obtencao de previsoes tedricas constitui um termo comparativo com os resulta-
dos experimentais facilitando assim uma interpretacdo dos mesmos, o que em ultima instancia pode
conduzir a uma melhor compreensao dos fenémenos envolvidos e posterior otimizacdo da operacao.

Provavelmente um dos artigos mais citados, sobre o transporte restringido de solutos esféricos
através de poros de pequenas dimensoes, teoria que serviu de base para os modelos fisicos desenvol-
vidos neste trabalho, seja o de Deen [43], onde o autor faz uma revisdo dos resultados obtidos neste
ambito. Mais recentemente, Dechadilok e Deen [44], publicaram uma revisdo mais atual sobre esta
temadtica. Apesar dos primeiros avangos na teoria do transporte restringido, que datam do inicio da
década de 50, e do posterior modelo de Deen, terem tido como motivacdo o estudo do movimento dos
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componentes do sangue em capilares [45], os resultados obtidos acabaram por se revelar de grande
interesse para a drea das tecnologias de separacdo com membranas [46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54].

No entanto, os resultados que se obtém por este modelo, posteriormente melhorado por varios
autores [44, 46, 47, 55, 56], sdo apenas validos para situacdes em que as dimensoes do soluto nio ul-
trapassam as dimensdes do poro, e o soluto em si pode ser visto como uma esfera rigida (isto é, que
ndo sofre deformacdo). Dentro desta categoria podem ser englobadas moléculas como proteinas, que
possuem um nucleo hidrofébico denso, originando uma estrutura globular com reduzida flexibilidade
molecular [57]. No caso das moléculas de DNA plasmidico, é sabido que estas apresentam valores de
permeacao significativos através de poros com dimensdées bastante inferiores aos seus raios hidrodi-
namicos. De facto, tal como mostrado recentemente por Arkhangelsky et al [58], sob suficiente pressdo
hidrostatica observa-se a existéncia de permeacao de plasmideos em poros com dimensées cerca de
30 vezes inferiores. Naturalmente, tratar uma molécula de pDNA como uma esfera rigida é uma abor-
dagem claramente insuficiente para a obtencdo de modelos com boa capacidade de previsao.

Pelo referido, surge a necessidade de abordar o problema de uma diferente forma. Os principais
avancos nesta temadtica foram feitos por Zydney et al numa série de publicagdes [59, 60, 61, 57, 62, 30].
A primeira tentativa de modelacdo da permeagdo de DNA plasmidico em membranas de ultrafiltracao
surgiu em 2007 [59], com a publicacdo de um estudo em que os autores comecaram por obter dados
da permeacado de um plasmideo com 3.0 kbp através de 3 membranas de ultrafiltragcdo com diferentes
“cut-offs”. Verificou-se, nesse trabalho, a existéncia de um valor de fluxo de permeado a partir do qual o
plasmideo comecava a permear pela membrana. Com base nesta observacao os autores propuseram o
conceito de fluxo critico (J,;) para descrever a permeacao de pDNA. Este conceito indica que a partir
de um determinado valor de fluxo de filtracdo (fluxo critico) as tensdes de corte geradas a entrada
dos poros provocam a necesséria deformac¢do molecular para permitir a ocorréncia de permeacao.
Os autores procuraram assim ajustar, aos valores de J,;; determinados experimentalmente, o modelo
desenvolvido por Daoudi e Brochard [63]:

ekgT
Jerit = (1.1)

r2

p
onde kg é a constante de Boltzmann, T a temperatura absoluta, 1 a viscosidade da solucéo, ¢ a po-
rosidade da membrana e r,, o raio do poro. No entanto, verificou-se que a previsao do fluxo critico,
dada pela equacao 1.1, sobrestimava em mais de 3 ordens de grandeza os resultados experimentais.

Os autores propuseram assim uma modificacdo ao modelo de Daoudi e Brochard que proporcionou

2D \( er}
Jerit = 2 Ty (1.2)
rg rp

onde D € o coeficiente de difusdo, ry € o raio de giragdo do plasmideo e ry € o seu raio da super-

um melhor ajuste:

hélice. Com este novo modelo obteve-se um ajuste dentro da mesma ordem de grandeza. Os autores
verificaram igualmente uma aparente independéncia das permeacdes com a velocidade de agitacao.

No ano seguinte, os mesmos autores publicaram um estudo sobre a permeacdo de um plasmideo
com 3.0kbp, através de membranas de ultrafiltragao, em diferentes condicoes de forca i6nica [61].
O modelo representado na equacgdo 1.2 prevé variacdes no valor de J; com variacdes na forca i6-
nica da solugéo através das varidveis r,, ry € D, sendo que as duas primeiras diminuem e a ultima
aumenta com o aumento da for¢a i6nica [61]. Os autores verificaram uma enorme influéncia da con-
centracdo de NaCl na permeacio das moléculas de pDNA, tendo verificado uma permeacao 80 vezes

superior para um aumento da concentra¢do de 1 mM para 150 mM de NaCl. O modelo representado

7
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na equacao 1.2 apresentou bons resultados na previsao de J;, mesmo tendo em conta o efeito do sal
na permeagao.

Em 2009 [60] o modelo proposto, dado pela equacao 1.2, foi corrigido pelos mesmos autores. O
novo modelo obtido tem a particularidade de prever uma independéncia do fluxo critico em relacao

ao raio de giracdo das moléculas de plasmideo, o que os autores identificaram como uma evidéncia

_ T ¢ ﬂSDecrit kBT
]crit_ 6(,’3)( A )( T} ) (1-3)

onde De_,;; € o nimero de Deborah critico, A é o rdcio entre o raio hidrodindmico () e o raio de gi-

experimental:

ragdo (ry) do plasmideo e § um parametro empirico. A auséncia da forte dependéncia de 7, no valor
de J.i; estd em melhor concordancia com os resultados obtidos, em que a permeacao de trés plasmi-
deos de diferentes tamanhos se revelou estatisticamente semelhante. Ainda no mesmo ano [57], um
novo estudo sobre a importancia da flexibilidade de biopolimeros em processos de ultrafiltracdo viria
a ser publicado pelos mesmos autores. Nesse estudo apresentaram-se resultados obtidos com pDNA
e proteinas pegiladas.

Ainda o mesmo grupo de investigacdo viria a publicar nesse ano um estudo sobre a influéncia da
carga das membranas na permeacao das moléculas de pDNA [62], que como é bem sabido possuem
uma elevada carga negativa. Os autores obtiveram valores de J; muito superiores aquando da uti-
lizacdo de membranas carregadas negativamente, obtidas por um processo de modificacdo quimica,
por comparacdo com os valores obtidos nessas mesmas membranas sem carga (ndo modificadas). Os
autores atribuiram este fenémeno a ocorréncia de interacoes eletrostaticas entre amembrana e o plas-
mideo, ideia esta suportada pela atenuacio desta diferenca durante a filtracao de solugdes com maior
forca i6nica (150 mM NaCl). O seguinte modelo foi sugerido para o cdlculo da permeacgdo observada
(Sops) do pDNA:

AG,onsi 7
ln(sobs)=—( 0 fg)—l ¢
0

1.4
ks T (Krp)wo .

onde AGconfig TEPrEsenta a variagdo de energia livre associada com a alteragdo da conformagéo da
molécula quando entra no poro, Z é o seu nimero efetivo de cargas, e é a carga de um eletrao, I,
é a funcdo de Bessel modificada de ordem zero, k é o inverso do comprimento de Debye e i, é o
potencial zeta da membrana. O ajuste deste modelo aos pontos experimentais levou os autores a
propor que a particdo das moléculas de pDNA é determinada pela entrada apenas de uma pequena
parte do plasmideo no poro (um comprimento de persisténcia ou aproximadamente 50 nm), com o

resto da molécula a ser conduzida para o poro pelo fluxo convectivo do solvente.

A teoria desenvolvida nos artigos descritos em cima teve sempre como base a nocdo de que a fle-
xibilidade inerente as moléculas de pDNA faz com que a partir de um certo fluxo de filtragao os gradi-
entes de velocidade que se formam junto aos poros da membrana sdo suficientes para provocar uma
deformacao nas moléculas, o que possibilita a sua permeacdo em poros com dimensdes muito infe-
riores as dos raios hidrodindmicos das moléculas. Foi esta ideia que esteve na origem do trabalho,
publicado em 2011 por Latulippe e Zydney [30], onde pela primeira vez se demonstrou a separagao
de isoformas de pDNA numa operacao de ultrafiltragdo. De facto esta separacao foi possivel porque
os autores verificaram experimentalmente que as diferentes isoformas apresentam diferentes valores
de J.i, ou seja apresentam diferentes graus de flexibilidade. Neste estudo foi estabelecido um pa-

ralelismo com outros dois processos de separacdo alternativos: a eletroforese horizontal em gel de
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agarose, onde as isoformas apresentam diferentes mobilidades eletroforéticas, e a cromatografia de
exclusao molecular, onde o que difere sdo os volumes de retenc3o.

Apesar dos avancos feitos pelo grupo de investigacdo de Zydney et al terem fornecido um elevado
conjunto de novos conceitos e uma nova visdo sobre esta temdtica, pode ser mostrado experimental-
mente que o conceito de fluxo critico ndo é completamente verificado na prética, ou seja, é possivel
demonstrar que a permeacdo de pDNA ndo aumenta subitamente de valores de permeacao reduzidos
para a ocorréncia de permeacao total quando o fluxo de filtragdo ultrapassa o valor do fluxo critico. A
nocao de fluxo critico prevé que a permeacgao de pDNA s6 deve assumir valores ou muito reduzidos ou
muito elevados. No entanto, na pratica ndo é incomum obter permeacdes intermédias de pDNA em
membranas de UE sendo este um resultado que nao é previsto pelo conceito de fluxo critico. Por outro
lado, ndo parece haver uma unificacdo dos modelos, ou seja, as varias equacdes ndo sdo dedutiveis a
partir de um mesmo conceito tedrico, e a sua formulagao foi sendo feita com algumas noc¢ées semi-
empiricas, para que as previsoes se pudessem aproximar aos resultados experimentais. Este facto leva
a que seja dificil estender a andlise a outros tipos de moléculas de interesse, como por exemplo o RNA.
Na presente tese de doutoramento € feita uma tentativa de superar estas limitagées dos modelos de
Zydney et al enunciados anteriormente. Para isso, procura-se estabelecer um paralelismo com um
dos modelos mais citados e utilizados na drea das operacées de MF e UE o denominado modelo do
transporte restringido [43, 44], discutido no capitulo 2. E igualmente intencdo do presente trabalho
procurar formular conceitos tedricos que possam permitir uma melhor adaptacao dos modelos de-
senvolvidos a outros tipos de moléculas, sendo o RNA uma molécula de especial interesse, ndo sé
por ser um dos principais contaminantes num processo de producdo de pDNA, como também pelo

crescente interesse na sua utilizacdo para fins terapéuticos.

1.4 Objetivos e estrutura da tese

O objetivo principal da presente tese de doutoramento foi o de desenvolver o conhecimento na drea
da aplicacdo de operacdes de MF e UF em processos de producdo de pDNA. Em especial procurou-se
estudar a aplicacdo de uma operacdo de microfiltracdo para efetuar a remocao de sé6lidos formados
na etapa de lise celular, e uma operacao de ultrafiltracdo na fase do isolamento intermediario do DNA
plasmidico. O presente trabalho teve também como objetivo desenvolver modelos tedricos com capa-
cidade de prever a permeacdo de pDNA em membranas de micro e ultrafiltracdo. Procurou-se que o
desenvolvimento te6rico pudesse ser efetuado de uma forma abrangente para permitir a sua utilizacdo
em diferentes operacdes de membranas e para diferentes tipos de solutos. Em seguida é apresentado
um pequeno resumo dos capitulos que integram a presente tese de doutoramento.

Capitulo 1 Neste presente capitulo é feito o enquadramento do trabalho explicitando as principais
motivagdes e objetivos do mesmo. E feita uma revisao bibliografica procurando identificar e
discutir as principais publica¢des existentes na drea de aplicacdo da presente tese, nomeada-
mente, no desenvolvimento de operacdes de MF e UF para integracdo em processos de produ-

¢ao de pDNA e modelacdo da permeacao desta biomolécula em membranas.

Capitulo 2 Abordam-se os fundamentos tedéricos inerentes a realizacdo do presente trabalho. Procura-
se desenvolver o material exposto de forma sequencial e integrada. As principais equagoes e
fundamentos usados sdo deduzidos, assim como as suas limitacdes indicadas e discutidas. Os
principias tépicos abordam maioritariamente a descri¢do da transferéncia de massa em opera-

¢oes de MF e UE A andlise é estendida para o caso de moléculas longas e flexiveis.
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Capitulo 3 Discutem-se 0s aspetos praticos mais relevantes inerentes a realizacdo do presente traba-

lho. Nao se procura neste capitulo fazer uma extensa exposicao de todos os métodos e proce-
dimentos laboratoriais usados, mas sim expor os resultados praticos mais relevantes com apli-
cacdo transversal. Os detalhes praticos mais especificos referentes a um determinado capitulo
sdo fornecidos nesse mesmo capitulo (capitulos 4-7).

Capitulo 4 Desenvolve-se amodelacdo da permeacao de moléculas longas e flexiveis em poros de pe-

quenas dimensdes. E estudada a permeacdo de duas macromoléculas, o plasmideo pUCI9 na
isoforma linear e o dextrano T2000. E elaborado um modelo de transferéncia de massa que pela
primeira vez complementa os modelos de transporte restringido, possibilitando a sua aplicagdo
para situacoes em que as dimensdoes dos solutos sdo superiores as dimensdes dos poros. Sao uti-
lizados métodos estocésticos para determinar o coeficiente de particao deste tipo de moléculas.
O texto exposto foi publicado no Journal of Membrane Science [64].

Capitulo 5 Estuda-se a ultrafiltracio de DNA plasmidico na isoforma superenrolada, pDNA (sc). O

modelo desenvolvido no capitulo 4 é usado para servir de base a constru¢do de um novo modelo
de transferéncia de massa. Este novo modelo permite contabilizar efeitos de carga na permea-
¢ao de pDNA (sc) em membranas de ultrafiltracdo, o que tem especial interesse dada a elevada
carga elétrica destas moléculas. E igualmente proposto um novo modelo de representacao des-
tas macromoléculas circulares (modelo CSC), que permite obter previsdes mais exatas das suas
dimensdes. As previsdes do modelo desenvolvido sdo comparadas com resultados experimen-
tais de permeacdo de pDNA(sc). O fenémeno frequentemente observado da adsorc¢ao de plas-
mideo em membranas, e também nos ensaios realizados, € interpretado em termos teéricos. O
texto exposto foi publicado no Journal of Membrane Science [65]

Capitulo 6 Neste capitulo é desenvolvido um estudo de aplicacdo de membranas de microfiltragao

para a remocao dos sélidos originados durante o processo de lise alcalina. E estudada igual-
mente uma operacdo de ultrafiltracdo subsequente para efetuar uma concentragdo do lisado
filtrado. O modelo desenvolvido na capitulo 5 é usado para orientar a escolha das membranas
e para interpretar os resultados experimentais. Neste capitulo, € modelada a permeacao de di-
ferentes tipos de moléculas de RNA, como cadeias flexiveis, obtendo-se assim uma ampliagcao
do espectro de aplicagdo do modelo desenvolvido no capitulo 4, para este importante tipo de

biomoléculas. O texto exposto foi publicado no Journal of Membrane Science[11].

Capitulo 7 Apresenta-se o ultimo estudo desenvolvido no dmbito deste trabalho de doutoramento,

que se focou na otimizacdo da separacdo pDNA/RNA por uma operacao de UE Pela primeira
vez, o modelo desenvolvido no capitulo 6 é estendido para ser aplicdvel a um sistema de 4 com-
ponentes iénicos. Este melhoramento introduz a possibilidade de aferir as interacées que as
moléculas de pDNA e RNA produzem entre si durante processos de UE e que se refletem nas
permeacdes observadas. E obtida uma elevada seletividade do processo de UF/DF para efetuar
a separacao pDNA/RNA, com rendimentos comparaveis aos que se obtém com um procedi-
mento laboratorial alternativo que usa elevadas quantidades de solventes e de sais, e conse-
quentemente com menor aplicabilidade a nivel industrial. O texto exposto foi submetido para
publicacao no journal of Membrane Science.

Capitulo 8 Neste tltimo capitulo sao apresentadas as principais conclusoes resultantes da realizagdo
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Capitulo 2
Fundamentos Teoricos

Neste capitulo sdo discutidas as equacdes e fundamentos tedricos inerentes a realizacdo do presente
trabalho. A abordagem incide, naturalmente, nos processos de membranas usados, nomeadamente
a microfiltracdo (MF) e a ultrafiltracdo (UF). Ndo estd no ambito do presente trabalho fazer uma in-
troduc@o aos processos de MF e UE sendo esta uma area de conhecimento em constante expansao
e onde existe uma enorme diversidade de aplica¢gdes e consequentemente de tipo de equipamentos,
o que conduziria a uma extensa exposicdo. Contudo, existem referéncias bibliogréficas onde estes
processos sdo apresentados e amplamente discutidos [66, 31, 33, 67], desde os métodos de sintese de
membranas, os varios tipos de aplicagdes e de equipamentos, denominados médulos de filtragéo, e
os principais avancos cientificos que tém vindo a ser efetuados.

2.1 Modelo dos poros cilindricos

Os processos de MF e UF sao muito semelhantes, sdo ambos processos de membranas em que a prin-
cipal forca motriz é o diferencial de pressdo. As membranas sdo consideradas porosas, o que significa
que o transporte de massa se d4, na sua totalidade, através dos poros. As membranas de microfil-
tracdo apresentam poros com didmetros que podem ir dos 0.1 aos 10 um, na grande maioria dos ca-
sos. Por esse motivo, os processos de microfiltracdo sdo muito utilizados para proceder a separacoes
sélido-liquido e a operacdes de esterilizacdo. As membranas de UE por sua vez, apresentam poros
de menores dimensdes, por regra entre 2 e 100 nm. Os processos de ultrafiltracdo podem ser usados
num grande nimero de aplicac¢des, por exemplo operagdes de concentracido, de troca de tampao, e de

dessalinizacao e purificacao de solucées de macromoléculas.

Os componentes da mistura a filtrar podem apresentar diferentes permeacgdes consoante os seus
tamanhos (exclusdao molecular) e/ou as suas caracteristicas fisico-quimicas, de onde se destaca a sua
carga elétrica. A estrutura da grande maioria das membranas de MF e UF é complexa (ver figura 2.1).
Tentar modelar essa mesma estrutura com um elevado grau de precisdo é bastante dificil ou mesmo
impossivel. Por esse motivo, surge a necessidade de elaborar modelos mais simples, sendo o mais uti-
lizado o modelo de poros cilindricos (figura 2.1). Neste modelo, considera-se que os poros apresentam
uma area de seccdo reta uniforme e perpendicular a superficie da membrana!. Como se podera cons-
tatar, considerar os poros como cilindricos permite obter uma interpretacao teérica de varios fené-
menos durante processos de MF e UE o que tem utilidade na interpretacdo de resultados e elaboragdo
de modelos com capacidade de previsao.

O desenvolvimento tedrico descrito neste capitulo é assim baseado no modelo dos poros cilindri-
cos. Considera-se igualmente que os coeficientes de transferéncia de massa, muito dependentes da
geometria do m6dulo de membranas utilizado, sdo conhecidos ou podem ser determinados experi-
mentalmente.

'Dentro do modelo dos poros cilindricos podem ser considerados alguns melhoramentos que ndo complicam
demasiado a anélise (ver [47, 66]).
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Modelo poros Situagao
cilindricos real
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Corte transversal
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poros nao cilindricos 0ros comunicantes
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Figura 2.1: Ilustracdo do desvio ao modelo ideal de poros cilindricos apresentado por membranas de MF e UF. A
estrutura de uma membrana real pode diferir significativamente da situacdo ideal, por exemplo contendo poros
nao cilindricos, poros fechados e poros comunicantes.

2.2 Permeabilidade de membranas de MF e UF

As membranas de MF e UF sdo consideradas membranas porosas, isto é, na sua estrutura existem
poros de pequenas dimensdes por onde ocorre, na sua totalidade, o transporte de massa. Excluidos
deste processo de transferéncia de massa estdo os solutos cujas dimensdes e/ou carga elétrica ndo
lhes permitam permear através desta estrutura porosa. Se os poros forem considerados cilindricos, o
fluxo de liquido pode ser relacionado com o diferencial de pressdo ao longo da membrana através de
um simples balan¢o de quantidade de movimento. Se o escoamento através de um poro cilindrico,
perpendicular a superficie da membrana, for laminar (como é geralmente o caso em processos de MF
e UF), e estiver completamente desenvolvido, o perfil de velocidade é fun¢do da coordenada radial
adimensional, S (=r/ 1) [68]:

v(B)=2jy(1-B% .1

onde v é a velocidade do liquido (funcdo de ) e jy € o fluxo de liquido no poro dado por:

r2
y=——A (2.2)
Jv 8nl p
onde Ap representa o diferencial de pressdo ao longo do poro, r, o raio do poro, 1 a viscosidade e
L o comprimento do poro. A equacdo 2.2 é conhecida como a equacdo de Hagen-Poiseuille, e um
escoamento que obedeca a referida equagao é denominado como um escoamento de Poiseuille. Uma
quantidade de maior interesse em processos de MF e UF é o caudal de filtracdo por unidade de area de
membrana, Jy, normalmente denominado fluxo de filtracdo. Considerando que a membrana contém
n,, poros cilindricos paralelos, todos com raio r, entéo Jy é dado por:

Q=NAn= jyn,nr}
(2.3)
N=¢jv

onde Q € o caudal (volumétrico) de filtragao, A, é a drea total da superficie da membrana e ¢ é a fragao

da 4rea total de membrana ocupada pelos poros, denominada porosidade (¢ = n,,,rfrp2 J/AL). Assim,
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Coeficiente de atrito Velocidade do componente i
entreie j (difusiva)

F; :Zgi,jxj(izi - ﬁj)
For¢a motriz Fracdo molar  Velocidade do componente j

no componente I do componente j (difusiva)

Figura 2.2: Equacdes de Maxwell-Stefan.

pelas equacdes 2.2 e 2.3, o fluxo de filtracdo é dado por:

rZ
=—PAp (24
N 8nL p (24

A equacao 2.4 pode ainda ser modificada pela inclusdo de um parametro 7 (tortuosidade) que possa
contabilizar o afastamento a situagdo ideal de se terem poros perpendiculares a superficie da mem-
brana [66]. Assim, se o comprimento médio dos poros numa situacao nio ideal for L e a espessura da

membrana for L,,, o parametro tortuosidade é definido como 7 = L/L,,, e a equacio 2.4 vem assim:

£ry Ap @25
N=gner, 2P @

E importante notar que o parametro 7 deve ser visto como um parametro empirico, uma vez que a
equacao 2.1 s6 é valida para poros paralelos a direcdo do escoamento. A equacao 2.5 indica que o fluxo
de liquido através da membrana é diretamente proporcional ao diferencial de pressao. Com exce¢ao
da viscosidade, a constante de proporcionalidade é apenas funcdo de caracteristicas intrinsecas da
membrana e € designada por permeabilidade hidréulica (L;,). Assim a equagao 2.5 pode ser reescrita
da seguinte forma [60]:

;= LpAp (2.6)

A permeabilidade hidraulica é uma caracteristica especifica de cada membrana e a sua determinacéo
permite aferir o grau de colmatacao. Importa também salientar que durante a filtracdo de solucdes que
contenham solutos que sejam parcialmente (ou totalmente) retidos pela membrana, a relacao linear
entre o fluxo de filtracao e a pressdo aplicada ndo é verificada experimentalmente, o que se deve em
parte a ocorréncia de um aumento de concentracdo destes solutos junto a membrana, um fenémeno

conhecido como polarizacdo de concentracao, discutido na seccao 2.4.

2.3 Equacoes de Maxwell-Stefan

O transporte de massa em processos de MF e UF pode ser descrito segundo vérias abordagens. Uma
abordagem possivel é através das equacdes de Maxwell-Stefan (MS). Uma descri¢do pormenorizada
destas equacdes pode ser encontrada na literatura [69, 70, 71, 72]. Em termos qualitativos, as equagoes
de MS indicam que, em condicdes de estado estaciondrio, a for¢a motriz aplicada num componente
de uma mistura é contrabalancada pela forca de atrito provocada pelo movimento relativo deste com-
ponente na mistura. Paraum dado componente i numa mistura de varios componentes j as equacoes

de MS assumem a seguinte forma (ver igualmente a figura 2.2):
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E :Zgi,jxj(lzi_ W) (.7
J#i

onde E; é a forca motriz por mole do componente i, { i,j € o coeficiente de atrito molar entre i e j, x; é
a fragdo molar de j, if; é a velocidade do componente i e ii; a velocidade do componente j. As velo-
cidades que figuram na equacao 2.7 sdo velocidades difusivas. Para além da velocidade difusiva, um
componente pode ter igualmente uma velocidade convectiva () provocada pelo movimento da mis-
tura como um todo. Assim, a velocidade total, i, de um determinado componente i de uma mistura

é dada pela soma destas duas velocidades:

-

w; = ai + 171' (28)
A forca motriz F: é dada pelo simétrico do gradiente de um potencial (Y):

—VT,; = Z $ijxi(@—;) (2.9)
i#i
O potencial que figura na equacdo 2.9 representa a soma dos varios potenciais referentes ao compo-
nente i, como por exemplo o potencial gravitico, centrifugo ou eletroquimico, sendo este tltimo o
Unico com interesse no presente trabalho. O potencial eletroquimico de um dado componente i é
dado por [56]:

u;=RTIna;+z; F¥+ V;p +constante (2.10)

onde u; é o potencial eletroquimico da espécie 7, R é a constante dos gases perfeitos, T é a temperatura
absoluta, a; é a atividade, z; é a valéncia elétrica, F é a constante de Faraday, ¥ o potencial elétrico, V;
o volume parcial molar e p a pressdo. A forca motriz é assim dada pelo gradiente espacial do poten-
cial eletroquimico, o que para uma situacado de transporte de massa unidimensional, segundo uma

coordenada y, resulta em:

du; dlna; aw dp
F=——"=_|RT +2z;F—+Vi—— | (2.11)

dy dy dy dy
A dependéncia do potencial eletroquimico com a pressdo pode ser importante, em especial quando o
volume molar do componente € elevado. No entanto é por vezes desprezada tendo em conta a maior
dependéncia com a atividade e potencial elétrico. No presente trabalho opta-se por desprezar o termo
referente a pressao para simplificar um pouco a formulagdo das equacdes e agilizar os calculos ine-

rentes.

As equacdes de MS representadas na equacdo 2.9 podem ser enormemente simplificadas consi-
derando algumas aproximacdes. Em primeiro lugar, assumindo que as solugées sdo diluidas e ideais,
as atividades dos componentes sdo iguais as suas fracdes molares. Por outro lado, sendo soluc¢ées di-
luidas, assume-se que a forca de atrito sobre um soluto i da solugdo, dada pelo segundo membro da
equacdo 2.9, é aproximadamente igual a forca de atrito resultante do seu movimento relativo em re-
lacao ao solvente. A justificacdo para esta aproximacao passa por verificar que a forca de atrito entre
solutos é proporcional a fracdo molar dos mesmos, fracoes molares estas, que para o caso de solucoes
diluidas assumem valores reduzidos (ver figura 2.3). Por fim, assume-se que o transporte de massa

pode ser aproximadamente descrito por uma abordagem unidimensional segundo uma coordenada
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XZ—)O

2 1 Fl=§1,wxw(u1—uw)+§1,2x2(7(—uz)

J 2 Fzzfz,wxw(uz—uw)‘*‘gz,lxl(\%—ul)
x1—>0
D w (solvente)

Figura 2.3: Representacdo de uma solucéo diluida de dois solutos (1 e 2) num solvente (w). Para solucoes
diluidas, as forcas de atrito entre solutos podem ser desprezadas devido as reduzidas fracoes molares dos
mesmos.

y. Assim, as equacoes de MS assumem a seguinte forma simplificada:

dln x; avw
—(RT————+@F——
dy

dy ):gi,wxw(ui_uw) (2.12)

O indice w é usado para indicar que a propriedade se refere ao solvente, que no caso deste trabalho é
a dgua. A equacdo 2.12 pode ainda ser simplificada considerando que, como as solugdes sao diluidas,
X, ~ 1. Por outro lado, assume-se que a velocidade difusiva do solvente é nula u,, ~ 0. Esta suposi¢do
estd de acordo com a opcao de se escolher a velocidade do solvente como velocidade de referéncia,

discutida por Taylor e Krishna [72]. Assim, tendo em conta a equacdo 2.8, obtém-se por fim:

RT—+2z

( dIn x; Fdlll
dy “dy

)=Gwa—w)(zw)

Avelocidade convectiva do componente i (v;) nem sempre assume o mesmo valor da velocidade con-
vectiva do solvente, em especial quando a soluc¢do se encontra confinada como é o caso na permeacao
através de poros de membranas. No entanto as duas velocidades sdo proporcionais, sendo a constante

de proporcionalidade denominada seletividade convectiva (a;) [71]:
v,=a;v, (2.14)

Na seccdo 2.6 serd abordada uma situacdo em que «; é diferente de 1. Pode-se ainda referir que o
coeficiente de atrito, ¢, pode ser facilmente relacionado com o coeficiente de difusdo, D, através da
seguinte equacdo [69, 72, 70] 2:

RT

2A grande maioria dos valores do coeficiente de difusdo de solutos reportados na literatura sdo coeficientes de
difusdo de Fick. Em condicdes néo ideais, o coeficiente de difusdo de Fick ndo é igual ao coeficiente de difusao
que figura nas equagdes de MS [69]. No entanto, no ambito deste trabalho assume-se que os dois coeficientes sao
iguais, como resultado de se considerarem as solucdes como ideais.
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¢
m

{=6mnr;N,

Figura 2.4: Ilustracao do coeficiente de atrito para uma solugdo de um soluto esférico. A forca de atrito por mol
de soluto é igual a forca de atrito de uma molécula (esférica), dada pela lei de Stokes, multiplicada pela niimero
de Avogadro.

Uma primeira aplica¢do da equacao 2.13, que serve simultaneamente como exemplo, é a deducao
da equacdo de Stokes-Einstein. Para isso, considera-se uma solucdo nao confinada, diluida e ideal, de
um soluto com dimensdes suficientemente superiores as do solvente para que o seja possivel tratar
como uma particula hidrodindmica. Considera-se que existe um gradiente de concentracao do soluto,
que se assume unidimensional segundo y, e que a solu¢do se encontra em repouso, o que resulta numa
velocidade convectiva de soluto nula®. Nestas condicdes, considerando que o soluto é neutro (z =0),
a equacao 2.13 pode ser escrita na seguinte forma:

dlnx

—RT iy =lu (2.16)

Note-se que como a velocidade convectiva do soluto é nula, a velocidade total é igual a velocidade
difusiva. Multiplicando ambos os membros da equacao pela concentracao do soluto, x Cr, em que Cy
é a concentracao molar total da solucao, obtém-se:
ac
—RT—={] (2.17)
dy
onde J é o fluxo difusivo molar de soluto (J = x C; u). Se o soluto for considerado esférico, o coeficiente

de atrito pode ser obtido pela lei de Stokes (figura 2.4):

{=6nnryNy; (2.18)
onde r; é o raio do soluto e N4 é o nimero de Avogadro. Assim, a equacdo 2.17, ap6s inclusdo da
equacao 2.18, resulta em:

ksT =]

=—— (2.19
6nnry, dC/dy (2.19)

3Ndo é necessario supor que o gradiente de concentracdo do soluto é unidimensional para efetuar a presente
deducdo. O resultado obtido serd o mesmo considerando o gradiente tridimensional.
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O segundo membro da equacgdo anterior ndo é mais que o coeficiente de difusdo do soluto (D) pela
primeira lei de Fick, obtendo-se assim a equacao de Stokes-Einstein:

_ kgT
B 67N TS

(2.20)

Esta equacgdo é importante no ambito do presente trabalho porque permite relacionar o coeficiente
de difusdo de um soluto com as suas dimensoes, representadas por r;. Para um dado soluto, este
parametro pode ser visto como o raio de uma esfera com igual difusividade, e é denominado o raio
hidrodinamico. Uma conclusdo importante a tirar da equac¢do anterior é o facto do coeficiente de

difusdo de solutos ser inversamente proporcional as suas dimensoes.

O transporte de massa em operacées com membranas é muito influenciado pelas condicoes hi-
drodinamicas do escoamento, o que leva a necessidade de formular um modelo hidrodinamico para
permitir a aplicacdo das equacdes de MS. Na seccdo seguinte serd abordado o modelo usado neste
trabalho, o modelo do filme, sendo também discutido o fenémeno de polarizagdo de concentracao.

2.4 Polarizacao de concentracdao e modelo do filme

O transporte de massa através de membranas de micro e ultrafiltracao pode ser dividido em duas fases:
o transporte de componentes até a superficie da membrana e o transporte de componentes através
dos poros. No transporte de componentes até a superficie da membrana, a solucdo nao se encontra
confinada em espacos pequenos, e o transporte pode ser descrito pelas equagoes de Maxwell-Stefan
(MS) apresentadas na seccao 2.3. O mesmo nao se passa durante a permeagdo em poros de mem-
branas, onde o confinamento da mistura produz efeitos quer ao nivel da difusdo, quer ao nivel da
conveccao, tal como discutido na seccao 2.6. Nesta seccdo serd abordada a primeira etapa, em que se
procura determinar o perfil de concentragao dos varios componentes da solucao a ser filtrada, desde o
seio da solucao até a superficie da membrana. Para isso é preciso aplicar as equagdes de transporte, o
que é apenas possivel se for definido um modelo hidrodindmico. Uma possibilidade é o denominado
modelo do filme (ver figura 2.5). Neste modelo, assume-se que desde uma distdncia da membrana
superior a um determinado valor ¢ existe turbuléncia no seio do liquido, o que impossibilita o de-
senvolvimento de gradientes de concentrac¢do. Para distancias inferiores a esse valor (paray entre 0 e
0, ver figura 2.5), assume-se que se forma um filme de liquido onde se localiza toda a resisténcia ao

transporte de massa®.

Na auséncia de reacdo quimica e de adsorcao na membrana, o fluxo molar total de soluto (x; Cr w;),
no filme ilustrado na figura 2.5, é constante e dado pelo produto entre o fluxo de filtracdo e a concen-
tracdo de soluto no permeado (JyC,). Multiplicando assim os dois membros da equagéo 2.13 pela
concentracao total de soluto, e tendo em conta a equagao 2.15, obtém-se:

dC; —z;C,F dv

— =t &(C,- —C,:) (221

dy RT dy D '
A equacdo anterior é assim uma variante da equacgdo de Nernst-Planck [72], e é denominada equacao
de Nernst-Planck estendida. Para solutos neutros z; =0, e a equacdo 2.21 reduz-se a:

ac _ I

—Cpi) (222
dy Di(Cl Gpi) (2.22)

4Uma descri¢do elaborada do modelo do filme pode ser encontrada na literatura, por exemplo [73, 74]
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Figura 2.5: Tlustracdo do modelo do filme. Neste modelo assume-se que se forma um filme de liquido junto a
membrana onde se desenvolvem gradientes de concentragdo Fora deste filme existe turbuléncia no seio do
liquido o que impossibilita a formacao de gradientes de concentracao.

A equacdo 2.22 pode ser usada para ilustrar um fenémeno importante em processos de membranas,
nomeadamente o aumento de concentracao de solutos junto a membrana em condicdes de filtracao,
denominado por polarizac¢do de concentracdo. Considere-se a filtracao de uma solucao diluida de um
soluto, em condicdes em que seja possivel aplicar a equacdo 2.22 no filme ilustrado na figura 2.5, para
y entre 0 e 6. Apds integracdo obtém-se:

C(J/)— Cp

—en[ Y
Cb—Cp —exp(Dy) (2.23)

Pela anélise da equacao obtida, verifica-se que a concentracdo do soluto aumenta exponencialmente
na camada de polarizacdo (no filme). A equacio indica também que o aumento de concentragao
(polarizacao de concentracao) é tanto maior quanto maior for o fluxo de filtracao e menor o coeficiente
de difusao do soluto.

A polarizacao de concentragdo é um fenémeno inerente aos processos de membranas, que deve
contudo ser minimizado. O aumento da concentracdo de solutos junto 8 membrana pode conduzir,
entre outros efeitos, a colmatacdo prematura de membranas, alterando assim quer a produtividade,
quer a seletividade destas operacdes. A concentracao mdaxima que o soluto adquire na camada de
polarizagdo é em y = 0, sendo neste ponto a concentracao denominada por C,, (ver figura 2.5). O
racio entre este valor de concentragao e o valor da concentragao do soluto no seio da solucao (G,) é
assim um indicador do grau de polarizagdo de concentragédo. Para y = § tem-se assim:

Cm - Cp ( ]V

= — 2.24
G—C, P k) (2.24)

onde k é o coeficiente de transferéncia de massa, definido neste modelo por:
k= D (2.25)
=5 .

A equacdo 2.24 indica que em condicdes de filtracdo, a concentra¢do do soluto junto a membrana
comeca a aumentar de forma rdpida a medida que o fluxo de filtracado ultrapassa o valor do coeficiente
de transferéncia de massa.

Uma das caracteristicas mais importantes de qualquer processo de separacdo é a sua seletividade.
A seletividade na separac¢do de dois solutos corresponde a razao dos respetivos coeficientes de perme-
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acdo. O coeficiente de permeacgdo observado (S,,s) de um soluto é definido por:

CP
Sobs = Fb (226)

O coeficiente de permeacao real ou intrinseco do um soluto é dado por:

_G 2.27
Sm—c—m (2.27)

A substituicdo das equacdes 2.26 e 2.27 na equacao 2.24, permite obter uma relacao entre os dois co-
eficientes de permeacao:
Sm

Sobs = 5 (1= smexp(f/k) 220

Esta equacdo mostra que a permeacgao observada de solutos é dependente quer do fluxo de filtragao,
quer do coeficiente de transferéncia de massa. Considerando que a permeacdo intrinseca nao de-
pende das condicdes na camada de polarizacao, verifica-se que a permeacao observada de solutos
aumenta com o aumento do racio Jy;/k. Este resultado mostra a importancia que as condicdes hidro-
dinamicas (refletidas no valor de k), e o fluxo de filtracdo, podem ter na seletividade de um processo

de membranas.

2.5 Polarizacao de concentracdo para solutos idonicos

A andlise desenvolvida até aqui assumiu solutos neutros. No entanto, para o caso de ides, a equa-
¢do 2.21 ndo pode ser simplificada, tendo que se considerar o termo referente a forca elétrica. A deter-
minac¢do do perfil de concentracao é feito de forma semelhante, contudo a presenca do gradiente do
potencial impossibilita uma solucao analitica. A cada ido da mistura corresponde uma respetiva equa-
¢do de MS (equacgdo 2.21), sendo o potencial elétrico igual para todos os componentes. Na auséncia
de potenciais elétricos externos terd que se verificar a condi¢do de eletroneutralidade:

Z z;Ci=0 (2.29)

L

Diferenciando a equacgdo anterior em ordem a y, multiplicando a equagao 2.21 por z; e somando para
todos os ides obtém-se a seguinte expressao para o gradiente do potencial elétrico:

av > %(Ci —Gp)

(2.30)
dy BT 242G

O sistema de equacées diferenciais, definido pelas equagdes 2.21 e pela equagao 2.30, pode assim ser
resolvido por métodos numeéricos, desde que a concentragdo no permeado (C,) seja conhecida para
cada componente.

Os plasmideos, sendo moléculas muito carregadas negativamente a valores de pH de interesse, de-
vem ser modelados como ides. Na grande maioria das aplicacées praticas, uma solucdo de plasmideo
contém um sal dissolvido. O sistema mais simples que pode ser considerado para efetuar a referida
modelagdo passa por considerar uma solucao com 3 solutos [75]. Os 3 solutos sdo assim o plasmideo
(componente 1), um co-ido (componente 2) e um contra-ido (componente 3), sendo estes dois tltimos
componentes os ioes de um sal dissolvido. Assumindo que as simplificagdes impostas para a dedugao
da equacdo 2.21 apresentam uma boa aproximacao para as caracteristicas da solucdo, a equacao 2.21
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Tabela 2.1: Dados para a derminacao do perfil de concentracdes na camada de polarizacdo, para um sistema
i6nico de 3 componentes (ver texto).

Componente G, [mol/m?] C, [mol/m?] z D x10°[m?/s]
pDNA 1x107 0 -9090 0.005
ClI™ 150 150 -1 2.032
Na*t 150.0091 150 +1 1.334

F =96485C/mol, R =8.314]/K-mol, T =293.15K
k=1x10"%m/s, J, =2.5x10%m/s

representa assim um sistema de 3 equacoes diferenciais, que juntamente com a equacao 2.30 pode
ser resolvido através de métodos numéricos (por exemplo o método de Runge-Kutta de 42 ordem).
Na secc¢do seguinte é feito um exemplo da aplicacao das equacdes 2.21 e 2.30, com objetivo de
determinar os perfis de concentragcdo para um sistema de trés componentes iénicos (pDNA e os ides
de um sal monovalente dissolvido), na camada de polarizacdo, assim como o perfil do potencial elé-
trico. E igualmente comparado o perfil de concentracdo de pDNA obtido, com esse mesmo perfil
considerando-o como uma molécula neutra, passivel de ser determinado com a equacéo 2.23.

Exemplo: Determinacdo do perfil de concentracio, na camada de polarizacéo, para um sistema de

trés componentes i6nicos

Para ilustrar a aplicacdo das equacdes 2.21 e 2.30 na determinacdo do perfil de concentracio na ca-
mada de polarizacdo, considera-se nesta seccdo um pequeno exemplo. Os valores considerados sdao
hipotéticos, contudo dentro da ordem de grandeza esperada. Considera-se uma solucao de 3 ug/mL
de um plasmideo com 4545 pb e 3 MDa de massa molecular, em solu¢do aquosa contendo 150 mM de
NaCl. Como as concentragdes no permeado dos varios componentes figuram nas equagoes, considera-
se como aproximagao que o plasmideo é completamente retido pela membrana (C,; =0). Considera-
se igualmente que o NaCl apresenta uma permeagao observada iguala 1 (C,, = C, 3 = 150mM)°. No
seio da solucdo terd que se verificar a condicdo de eletroneutralidade (equacao 2.29). A concentra-
¢do do contra-ido serd um pouco mais alta que a concentraciao do co-ido para permitir que a solugao
seja eletricamente neutra®. A sua concentragio pode ser determinada notando que neste exemplo
z; = —2nbp, z; = —1 e z3 = 1, e fazendo uso da equagdo 2.29. Os restantes dados necessdrios aos
célculos encontram-se na tabela 2.1. A espessura da camada de polarizacdo (0) pode ser estimada, a
partir do valor do coeficiente de transferéncia de massa, k, e do coeficiente de difusao do plasmideo,

através da relacao:
Dy
o0=— (231
2 (2.31)

Ap6s integracdo numérica, obtém-se os perfis representados na figura 2.6°. Verifica-se a existéncia
de polarizacdo de concentracdo do plasmideo, assim como do contra-ido (Na®). No caso do co-ido
(CI"), a sua concentracdo diminui gradualmente na camada de polarizacao, excluido pela presenca
das moléculas de pDNA. Observa-se igualmente que se forma uma gradiente negativo de potencial

elétrico. Este potencial, apesar de reduzido valor, faz com que o contra-ido polarize juntamente com

5Como a concentracdo de pDNA é consideravelmente menor, esta aproximag¢ao ndo devera estar muito longe
da realidade, assim como, consequentemente, os resultados obtidos nos célculos.

SEm termos mais precisos, teria que se considerar um quarto componente iénico constituido pelos contra-
i0es originais das moléculas de plasmideo. Contudo, assume-se aqui, como simplificagdo do modelo, que esses

contra-ioes sdo representados pelos ides em excesso de Na*.
"Foi usado o método de Runge-Kutta de ordem 4, adaptado de [76].
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Figura 2.6: Perfis de concentragdo e potencial elétrico, obtidos por integracdo do sistema de equacdes
diferenciais definido pela equacado 2.21, para um sistema de 3 componentes idnicos (ver texto).

o plasmideo. Outro efeito do potencial, que ndo é aparente na figura 2.6, é a reducdo do grau de pola-
rizacdo no caso do pDNA. Para verificar este efeito, pode-se aplicar a equacao 2.23, que calcula assim
o perfil de concentracao no caso de se considerar o plasmideo como uma molécula neutra. Os re-
sultados dos dois perfis de concentracao, assim como do perfil do potencial elétrico, encontram-se
na figura 2.7. Como é possivel constatar, a polarizagdo neste tltimo caso é consideravelmente maior.
Observa-se igualmente que o potencial assume valores cada vez mais negativos a medida que o fluxo
aumenta, resultando assim numa maior divergéncia entre os dois perfis de concentracgio.

2.6 Transporte restringido de solutos esféricos

A andlise do transporte de massa efetuada até aqui incidiu em situagdes nas quais a solucdo nio se
encontra confinada em espacos de pequenas dimensdes. No entanto, no interior de poros de mem-
branas de MF e UF a situacgdo é distinta, desde logo a comecar pelo perfil de velocidade do solvente,
que para escoamentos de Poiseuille é funcdo da coordenada radial adimensional, 3, segundo a equa-
¢do 2.1. Outra importante consequéncia da presenca das paredes dos poros € o facto dos solutos nao
poderem ocupar a totalidade da &rea de seccao reta do poro. Por exemplo, um soluto esférico terd que
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Figura 2.7: Concentracdo de pDNA na camada de polarizagao, em funcao de y /8, para os fluxos de 0.5, 1.5 e
2.5um/s, referente aos dados do exemplo de célculo referido no texto. Na figura encontra-se também o perfil do
potencial elétrico na camada de polarizacdo. Observa-se que este potencial, apesar de apresentar um valor
reduzido, faz com que o pDNA apresente uma polarizacdo de concentragao superior, quando é modelado como
um soluto neutro (- - - ), por comparagdo com a situacdo em que a sua carga elétrica é tida em conta nos
célculos (—).
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Figura 2.8: Ilustracdo do movimento de um soluto esférico no interior de um poro cilindrico. O soluto s6 podera
ocupar posi¢des no interior do poro que distem das paredes uma distancia minima igual ao seu raio. Na figura
estd representado o perfil parabdlico de velocidade do solvente, considerando escoamento de Poiseuille.

ocupar posi¢coes no interior do poro que distem da parede uma distancia igual ou superior ao seu raio
(figura 2.8). Este mecanismo de exclusao baseado unicamente em fatores geométricos permite, para
o caso de se considerarem os solutos como esferas rigidas, calcular coeficientes de particdo que relaci-
onam as concentracdes de equilibrio entre o interior e o exterior dos poros. Nestas condicdes, € facil
verificar que no caso de poros cilindricos, o coeficiente de parti¢cdo, ®, de um dado soluto é funcdo do

racio entre o raio do soluto (esférico) e o raio do poro, A:

Co C 2
Cn G ( s)

A, €[0,1]

(2.32)

onde ¢, e ¢ sdo as concentragoesparay =0e y = L e A, =1,/ 1, (ver figura 2.8). Os principais avancos
na teoria do transporte restringido foram feitos através de uma analogia com o movimento hidrodina-
mico de esferas em tubos cilindricos, sendo o artigo de revisdo de Deen [43] talvez o mais citado nesta
temadtica. A vantagem desta abordagem esté na possibilidade de se calcularem coeficientes hidrodina-
micos que contabilizem o movimento restringido no interior de poros. A andlise através das equacoes
de Maxwell-Stefan é também possivel, tendo sido ja efetuada [71]. No entanto, para além da formu-
lacao ser complexa, ndo existem dados suficientes na literatura que fornecam valores para os varios
coeficientes de atrito que figuram necessariamente nas equagdes. Assim, opta-se aqui por se aplicar a
equacao 2.13 fazendo uma analogia com o modelo descrito em [43, 77], sendo o resultado obtido igual
ao modelo de atrito proposto por Anderson e Queen [77]. Para isso, considera-se a situagdo descrita
na figura 2.8. O soluto é modelado como uma esfera rigida e o poro cilindrico. A presenca das paredes
do poro produz dois efeitos. Em primeiro lugar, assume-se que o confinamento da solucdo produz um
aumento do coeficiente de atrito entre o soluto e o solvente. A razdo entre estes coeficientes é dada
por um parametro K:°
K= g—p (2.33)

[ee]

8Para distinguir as varidveis que se referem a posi¢des no interior do poro, opta-se aqui por as representar por

letras mintsculas
9Este pardmetro K ndo deve ser confundido com o pardmetro K descrito no artigo de Deen [43]. O primeiro

representa uma média radial, enquanto que o de Deen representa o rcio entre os coeficientes de atrito em fungdo
da coordenada 3.
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Figura 2.9: Tlustracao da variacdo da seletividade convectiva em funcdo de A,. a) Quando o soluto apresenta um
tamanho muito inferior ao do poro (A, — 0), o soluto pode ocupar praticamente todas as posi¢oes radiais e
assim adquirir uma velocidade convectiva préxima da do solvente (¢ — 1). b) Nesta situacao, o soluto tem um
raio que é metade do raio do poro (A, =1/2). Como o soluto sé poderd ocupar posicoes radias que distem no
minimo r,/2 das paredes, o soluto tende a ocupar posigdes mais centrais, adquirindo assim uma velocidade
convectiva superior a velocidade média do solvente. c¢) Quando o raio do soluto € igual ao raio do poro, ele
move-se como se de um pistao se tratasse, adquirindo novamente uma velocidade convectiva igual a do
solvente, sendo a seletividade convectiva de novo igual a 1.

onde {,, representa o coeficiente de atrito entre o soluto e o solvente no interior do poro e {,, esse
mesmo coeficiente numa situagdo nado confinada. O segundo efeito é consequéncia do perfil parabé-
lico de velocidade no interior do poro (equacdo 2.1) e da restricdo geométrica das posicdes permis-
siveis ao soluto. A situacdo estd ilustrada na figura 2.9. Para solutos com dimensdes muito inferiores
as do poro, ou seja para A; — 0 (situacdo a), o soluto pode ocupar praticamente na totalidade todas
as posic¢oes radiais no poro, adquirindo assim uma velocidade convectiva igual a velocidade do sol-
vente. Na situagdo b, o soluto tem um raio que € cerca de duas vezes inferior ao raio do poro. Devido
a restricdo geométrica na sua localizacao, este soluto tende a circular mais junto ao centro do poro,
sendo a sua velocidade convectiva superior a velocidade média do solvente. Na situacao c, o soluto
tem um raio igual ao do poro e o seu movimento assemelha-se ao de um pistdo, movendo-se assim
com a velocidade média do solvente. Estes comportamentos distintos sdo dependentes de A, € sdo
contabilizados na seletividade convectiva, «, referida na seccdo 2.3. A dependéncia de a com A esta
igualmente ilustrada na figura 2.9. Apo6s o referido, a equacdo 2.13 pode assim ser reescrita para a
situacdo ilustrada na figura 2.8:

dlnx

—RT
dy

= Klo(w—ajy) (234)

onde jy é o fluxo volumétrico de solvente no interior do poro, dado pela equacdo 2.2. Multiplicando
a equacdo anterior pela concentra¢do do soluto no interior do poro, c, e rearranjando obtém-se:

dc

=—K "Dy
n dy

+ajyc (2.35)
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Figura 2.10: Representacao grafica dos parametros K e K, em funcdo de A, obtidos pelas correlacdes
representadas na equacao 2.37 [44].

onde n é o fluxo de soluto no poro (= cw). Esta equagdo assume a mesma forma da equagéo que se

obtém pelo modelo hidrodindmico de Deen, de onde se pode concluir que:

K=Ky
(2.36)
a=K.

onde K, e K sdo os parametros hidrodinamicos que contabilizam o efeito do transporte restringido na
difusdo e na conveccao respetivamente. Interessa salientar que todas as varidveis presentes na equa-
¢do 2.35 sao médias radiais, pelo que a concentracao de soluto no interior do poro é apenas funcao de
y. Os pardmetros Ky e K. podem ser determinados por correlacoes existentes na literatura[44] obtidas
pelo modelo hidrodinamico, para solutos esféricos neutros e em poros cilindricos:

9
Ki=(1—2)72 (1 + gas In A, —1.56034A, +0.5282551% +1.915212% — 2.819037!

5 6 7
+0.270788A, + 1.101154; — 0.435933%5) (2.37)

_ [ 1+3.867A,—1.907A2 —0.83427
° 1+1.867A,—0.741A2

Na figura 2.10 encontra-se a representac¢ao grafica dos parametros da equacgao anterior. O parametro
K, tende para zero a medida que A tende para 1. O significado fisico deste pardmetro é o rdcio entre
o coeficiente de atrito numa solu¢do ndo confinada e esse mesmo coeficiente de atrito no interior
do poro (equagdo 2.33 e equacdo 2.36), o que significa que a medida que o valor de A; aumenta, o
coeficiente de atrito no interior do poro é consideravelmente superior ao coeficiente que se obtém na
mesma solucdo nédo confinada, e tende para infinito a medida que A, tende para 1. A variagdo de K,
reflete o comportamento da seletividade convectiva discutido anteriormente.

Uma das utiliza¢des mais frequentes do modelo enunciado, que foi também utilizada no presente
trabalho, é a caracterizacdo de membranas quanto ao seu tamanho de poro [47, 45, 46, 56]. Para isso,
sdo determinadas as permeagdes observadas de solutos de referéncia, geralmente neutros e com geo-
metria aproximadamente esférica, e o raio de poro determinado como sendo o valor que minimiza os

erros entre os resultados obtidos e as previsdes do modelo. A equacdo 2.35, juntamente com a equagao
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2.36, pode ser integrada ao longo do poro, obtendo-se apds alguma manipulacao algébrica:

1—(c;/cy)eFe
n:chVco% 2.38)

onde Pe é o niimero de Peclet, dado por:

Pe= M (2.39)
K4Doo
As concentracoes ¢, e ¢; podem ser relacionadas com a concentragdo junto a membrana (C,,) e com
a concentragdo no permeado (C,), respetivamente, através do coeficiente de particido (equacao 2.32).
O fluxo molar de soluto no poro, n, pode ser relacionado com o fluxo molar de soluto com base na area
total de membrana, N, através da porosidade (N = en). Por seu lado, N é dado pelo produto entre o
fluxo de filtragdo, Jy, e a concentragdo do soluto no permeado (N = JyCp). Assim, o fluxo molar de

soluto no poro pode ser obtido por:

N KC
—=2"_jc, (240
£ €

n=

Substituindo as equacdes 2.32 e 2.40 na equacao 2.38, obtém-se apds alguma manipulacdo algébrica:

Spm K o4
1—(1—®K,)ePe
onde S, é apermeacdo intrinseca definida pela equagdo 2.27. O comprimento dos poros, L, que figura
na equacao 2.39 nem sempre é conhecido com exatidao para uma determinada membrana, sendo a
sua determinacao por vezes dificil de obter experimentalmente. Este valor pode ser relacionado com
outros parametros, mais facilmente determinaveis, através da equacdo de Hagen-Poiseuille (equa-

¢d0 2.2). Com o auxilio da equacao 2.6, o nimero de Peclet pode ser definido alternativamente por:

Kc rpz ]V

Pe=—F
8KyDoo Ly1)

(2.42)

O coeficiente de difusdo do soluto (D) pode ainda ser relacionado com o seu raio hidrodinamico
através da equacdo de Stokes-Einstein (equacdo 2.20).1° Se a polariza¢do de concentragdo ndo pu-
der ser desprezada, a permeagao observada, S, ird assumir um valor diferente de S,,. Neste caso, a
equacdo 2.28 pode ser usada para relacionar estes dois parametros. O valor de S, obtido pode assim
ser comparado com os resultados experimentais.

2.7 Particao de moléculas longas e flexiveis

Como discutido na seccdo 2.6, se os solutos puderem ser considerados rigidos e com geometria es-
férica, os coeficientes de particao, que relacionam as concentragdes adjacentes a interface solucao
nao-confinada-solucao no interior do poro, podem ser facilmente calculados pela equacdo 2.32. Uma
consequéncia imediata da referida equacao é a auséncia de permeacdo no caso de solutos para os
quais A; > 1. No entanto, observa-se experimentalmente que alguns solutos obedecem relativamente
bem a equagdo 2.32, mas existem outros que exibem consideraveis desvios [44]. Como referido no

capitulo 1, os plasmideos enquadram-se nesta dltima categoria. Esta observacdo experimental indica

120 simbolo oo é usado para indicar que o coeficiente de difusdo, que figura na equagao 2.42, é o coeficiente
de difusao numa situagdo nao confinada e ndo esse mesmo coeficiente no interior do poro.
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com clareza que a equacdo 2.32 ndo pode ser usada neste caso. Sendo os plasmideos moléculas flexi-
veis e de elevada massa molecular, a determinacao exata dos coeficientes de particdo, com base numa
representacdo geomeétrica rigorosa das moléculas revela-se um problema de excessiva complexidade.
Uma forma de conseguir a sua determinacdo aproximada passa por representar essa mesma estru-
tura por modelos mais simplificados, que possam ainda assim reter as principais caracteristicas da
molécula que determinam a sua particao nos poros de membranas.

Um dos modelos de representacdo de macromoléculas mais simples consiste em considerar o so-
luto como um cadeia de ligacao livre (FJC). Durante a geracdo de uma FJC, a tinica imposicdo passa
por manter constante a distdncia entre varios pontos, podendo os dngulos de ligacao assumir qualquer
valor [78]. Uma representa¢ao FJC pode assim simular a estrutura e conformacao de uma macromo-
lécula linear. Os parametros que caracterizam uma cadeia FJC sdo o comprimento dos segmentos, I,
que assume um valor constante, e o nimero total de segmentos, n;. Estes segmentos, que se conside-
ram ter massa nula, unem n; +1 massas pontuais. A representacdo anédloga para cadeias circulares, ou
fechadas, sdo as denominadas cadeias segmentadas fechadas (CSC), que podem ser geradas a partir
de uma cadeia FJC (seccdo 2.7.2). Apesar das estruturas simplificadas, FJC e CSC, apresentarem ja uma
consideravel reducdo da complexidade estrutural das moléculas reais, a determinacao do coeficiente
de particdo é geralmente feita por métodos estocdsticos, conhecidos como métodos de Monte-Carlo
[79, 80, 81]. Neste tipo de métodos, a estrutura da molécula é gerada e é estabelecida uma condicdo
para a sua entrada no poro. A probabilidade de entrada da molécula no poro é assim determinada
testando esta condicdo um elevado ntimero de vezes.

Nesta sec¢do apresentam-se os métodos usados no presente trabalho para a geragéo de estruturas
FJC e CSC, e para a determinacao dos coeficientes de particao, necessarios para completar o desen-
volvimento tedrico.

2.7.1 Cadeias de ligacao livre (FJC)

Numa primeira abordagem, e para facilitar o raciocinio, pode-se considerar o problema de gerar uma
cadeia FJC em apenas duas dimensdes, ficando posteriormente mais facilitada a abordagem para trés
dimensoes, que sera discutida na seccdo 2.7.3. Uma cadeia FJC pode ser gerada por um caminho
aleatdrio em n; passos. Em cada passo, um novo ponto é gerado, podendo este novo ponto ocupar
qualquer posicdo numa circunferéncia de raio /; centrada no ponto anterior. O processo é repetido
até que a cadeia gerada possua n; segmentos. Em duas dimensdes, o problema € simplificado se for
utilizado o sistema de coordenadas polares, sendo a sua relacdo com o sistema cartesiano dado pelas
seguintes expressoes:

x=rcos@
y=rsinf
r=4/x2+y2

0 = arctan2(y, x)

(2.43)

A funcao arctan2 deve ser usada, por substituicdo da tradicional funcdo arctan, para que o dngulo
possa ser determinado inequivocamente. Por exemplo, o dngulo 8 entre um vetor (x, y) e o eixo po-
sitivo dos x x pode ser obtido por arctan(y/x). No entanto, este método nao distingue entre vetores
diametralmente opostos!!. Além disso, vetores com abcissa nula causam problemas pelo facto de y/x

ndo ser um ndmero neste caso. A funcao arctan2, definida em muitas linguagens de programacao pela

Vetores do tipo (+x,+y) e (—x,—y) ndo sdo distinguidos pelo método arctan(y/x).
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Figura 2.11: Trajetéria em duas dimensdes de uma cadeia FJC com 7n; segmentos com comprimento /. Na
figura estdo igualmente representados os vectores 7; € AT;.

func¢do atan2, permite superar estas limitacoes. Esta func¢do é definida por:

arctan(y/x) x>0
arctan(y/x)+m y=>0,x<0
arctan2(x, y) = arctan(y/x)—n  y<0,x<0 (2.44)
/2 y>0,x=0

—m/2 ¥y<0,x=0

nao definido x=0,y=0

Cada ponto i de uma cadeia FJC em duas dimensdes é definido pelas suas coordenadas, que represen-
tam o seu vetor posi¢do 7; (ver figura 2.11). Em cada passo, um novo ponto é gerado segundo o vetor
AT;, dado por 7;,; —F;. Em coordenadas polares a posi¢do de um novo ponto da cadeia pode assim ser

obtida por:

Xiy1 =X+l cos Oy,
] (2.45)
Vie1 =Y+l sin0;,

onde x;,; e y;,; representam as coordenadas do novo ponto a ser gerado, x; e y; as coordenadas do
ponto anterior e 6;,; o d4ngulo entre A7; e o eixo dos xx. Em coordenadas polares a aleatoriedade
do processo resume-se a aleatoriedade no valor que este dngulo toma em cada iteracdo. O cédigo
apresentado na figura 2.12 serve como exemplo. A funcdo rand gera ntimeros aleatérios entre 0 e
1. Na quarta de linha de cédigo (r=rand(nk, 1)) sdo assim gerados n; ntimeros aleatérios entre O e 1,
que serdo posteriormente utilizados dentro do ciclo for para obter um angulo 6 aleatério no intervalo
0< 0 <27, em cada iteracdo, construindo assim um caminho aleatério em duas dimensoes.

As dimensoes de uma cadeia FJC podem ser definidas por duas variaveis: a distincia média entre
as suas extremidades, <h2>1/2, e o raio de giracdo médio, normalmente designado apenas por raio de
giragdo, r, [78]. Devido a aleatoriedade no valor de 6, cada geracao de uma cadeia FJC com o c6digo
apresentado nafigura 2.12 produz uma cadeia com dimensées diferentes. Para estimar uma dimensdo
média de uma cadeia FJC é assim preciso gera-la um elevado ntimero de vezes, calculando em cada

geracdo a distancia entre as suas extremidades, £, e o raio de giracao instantaneo, rg:
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nk = 100;

1k =1;

FJC zeros(nk+1l, 2);

r = rand(nk, 1);

for i = 2:(nk+1)
FJC(i, 1) FJC(i-1, 1) + 1k * cos(r(i-1) * 2 * pi);
FJC(i, 2) FIC(i-1, 2) + 1k % sin(r(i-1) * 2 % pi);

end

Figura 2.12: Cédigo MATLAB® /GNU Octave para gerar uma FJC com n; =100 e [;, = 1, com a respetiva
representacao grafica do resultado.

- -
h:|rnk+1_r1|

| Tt (2.46)
= 7= Tm)
(rg) P ;21(1 om)

As coordenadas do centro de massa da molécula, 7, considerando todas as massas pontuais com

igual massa, podem ser dadas por:

2.7.2 Cadeias fechadas segmentadas (CSC)

Os plasmideos, na sua forma nativa, sdo moléculas circulares, ao contrario de uma cadeia FJC, que é
por natureza uma cadeia aberta. Para superar esta limitacdo, é proposto neste trabalho uma nova es-
trutura de cadeia fechada, denominada cadeia fechada segmentada (CSC). Esta nova estrutura pode
ser considerada a andloga de uma estrutura FJC mas com conformacao circular (ou fechada). De facto,
para gerar uma CSC é necessdrio gerar primeiro a FJC correspondente. Utilizando de novo coordena-
das polares, o c6digo representado na figura 2.13 pode ser usado para gerar uma cadeia CSC. Como se
pode ver na figura, a estrutura CSC obtida é agora uma cadeia aleatéria fechada, que ainda assim se
assemelha naturalmente a cadeia FJC correspondente.

O algoritmo para gerar uma cadeia CSC, a partir de uma FJC, é o seguinte: ap6s gerar a cadeia FJC
o seu vetor 7, ,; € feito coincidir com o vetor 7. Em seguida, o vetor 7, é movido até ficar a distancia
Iy pretendida, segundo a diregao do vetor A7, (= 7, —7,1). De seguida, o vetor 7, _; é movido
até ficar a uma distancia /; do vetor 7, , segundo a dire¢ao do vetor A7, _,;, e assim sucessivamente.
Uma cadeia CSC partilha assim as mesmas simplificacdes de uma cadeia FJC, nomeadamente, o facto
de ndo haver restricbes na posicao dos pontos, com excecdo do comprimento dos segmentos, que
devera ser constante. Esta imposicdo faz com que uma cadeia CSC, gerada com o cédigo simples
ilustrado na figura 2.13, apresente um erro residual. Este erro resulta do método de geracdo, método
este que faz com que as extremidades da cadeia FJC, gerada previamente, ndo coincidam exatamente

na mesma coordenada espacial. Ou seja, o mesmo é dizer que uma cadeia CSC, gerada com o c6digo
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FJC CSC

nk = 100;
1k =1;
FJC = zeros(nk+l, 2);

r = rand(nk, 1);

for i = 2:nk+1
FJC(i, 1) = FJC(i-1, 1) + 1k * cos(r(i-1) * 2 * pi);
FIC(i, 2) = FIC(i-1, 2) + 1k * sin(r(i-1) * 2 * pi);

end
% Determinagdo da estrutura CSC a partir da FJC gerada
CSC = FIC;

CSC(nk+1, :) = CSC(1, :);
for i = nk:-1:1
dr = CSC(i, :) - CSC(i+1, :);
theta = atan2(dr(2), dr(1));
CSC(i, 1) = CSC(i+1, 1) + 1k * cos(theta);
CSC(i, 2) = CSC(i+1l, 2) + 1k * sin(theta);
end

Figura 2.13: Codigo MATLAB® /GNU Octave para gerar uma cadeia CSC. Note-se que as primeiras 8 linhas de
codigo geram uma FJC com [, =1 e n; = 100. Ap6s gerar a FJC, a estrutura da cadeia CSC é assim obtida
movendo os pontos segundo a direcdo dos vetores A7; até ficaram a uma distancia [, entre si. Na figura

encontra-se igualmente a representacao gréfica do resultado.

dafigura 2.13, apresenta uma distancia residual, L., que faz dela uma cadeia que néo é perfeitamente
fechada. Na figura 2.14, encontra-se a representacgdo grafica de L., normalizada por [, em funcdo
do ndmero de segmentos, para vdrios valores de /. Como se pode verificar, L/l; assume um valor
reduzido e tende rapidamente para zero a medida que n; aumenta. Observa-se igualmente que o
rdcio L/l é independente de /i, o que permite utilizar o método de geracdo de CSC descrito, para
cadeias FJC com diferentes /;, obtendo-se assim valores de erro semelhantes'?.

12E importante notar que o valor de L, tem que ser obtido gerando a cadeia um elevado ntimero de vezes
(tipicamente acima de 10° geracoes) e calculando assim o seu valor médio.
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Figura 2.14: Racio entre a distancia residual entre as extremidades de uma cadeia CSC e [, em funcéo do
ndmero de segmentos, para varios valores de /.. O erro é independente de /i, e tende rapidamente para zero a
medida que n; aumenta. Para valores de n; superiores a 15 o erro ja é inferior a 0.2%.

2.7.3 Cadeias FJC e CSC em trés dimensoes

A geracdo das estruturas FJC e CSC em trés dimensoes difere, em relacdo ao exposto nas secc¢oes 2.7.1
e 2.7.2, apenas no sistema de coordenadas a utilizar, que neste caso deve ser o sistema de coordenadas
esféricas. Neste sistema de coordenadas, um vetor posicao fica definido pelos 3 valores: distancia até
a origem r, angulo entre a projecao do vetor posicao, no plano x y, e o eixo positivo dos x x, definido
aqui como o angulo 8, e o angulo entre o vetor posi¢cdo e o eixo positivo dos zz, definido como o
angulo ¢. Arelagdo entre os dois sistemas é dada pelas equacoes 2.48 e 2.49:

r=+x2+y2+2z2
0 =arctan2(y,x) (2.48)

@ =arccos(z/r)

x =rcosfsing
y=rsinfsiny (2.49)

Z=TCosy

Deve ser usada novamente a func¢do arctan2, pelo mesmo motivo discutido na sec¢do 2.7.1. Com as
referidas relagdes entre os sistemas de coordenadas, a geracao das estruturas FJC e CSC é feita como
discutido antes para o caso de duas dimensdes. No entanto, é incorreto escolher valores dos dngulos
0 e ¢ de forma uniforme nos intervalos [0, 27] e [0, 7t] respetivamente!®. Na figura 2.15, encontra-se o

codigo para gerar estas estruturas, assim como a representacgdo grafica de um possivel resultado.

As cadeias CSC, geradas com o c6digo proposto na figura 2.15, apresentam igualmente uma distan-
cia residual, L, tal como se verifica nas suas cadeias equivalentes em duas dimensées. No entanto,
verifica-se um comportamento semelhante ao nivel do erro, ou seja, esta distancia residual tende ra-
pidamente para zero a medida que o nimero de segmentos da cadeia aumenta.

Bhttp://mathworld.wolfram.com/SpherePointPicking.html
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FJC CSC

\V \Y,

nk = 50;

1k =1;

FJC = zeros(nk+1, 3);
u = rand(nk, 1);

v = rand(nk, 1);
for i = 2:(nk+1)

theta = 2 * pi * u(i-1, 1);
phi acos(2 x v(i-1, 1) - 1);
FJC(i, 1) = FJC(i-1, 1) + 1k * cos(theta) * sin(phi);

FJC(i, 2) = FJC(i-1, 2) + 1k * sin(theta) * sin(phi);
FJC(i, 3) = FJC(i-1, 3) + 1k * cos(phi);

end

CSC = FIC;

CSC(nk+1, :) = CSC(1, :);
% Determinacao da estrutura CSC a partir da FJC gerada
for ii = nk:-1:1

dr = CSC(ii, :) - CSC(dii+1, :);
theta = atan2(dr(2), dr(1));

n = norm(dr);

phi = acos(dr(3) / n);

CSC(ii, 1) = CSC(ii+l, 1) + 1k * cos(theta) * sin(phi);

CSC(ii, 2) = CSC(ii+l, 2) + 1k * sin(theta) * sin(phi);
CSC(ii, 3) = CSC(ii+l, 3) + 1k * cos(phi);
end

Figura 2.15: Codigo MATLAB® /GNU Octave para gerar as cadeias FJC e CSC em 3 dimensdes, com a respetiva
representacao gréfica do resultado.

2.7.4 Coeficiente de particao de moléculas flexiveis

O coeficiente de particao estabelece uma relagdo de equilibrio entre as concentra¢des junto a entrada

do poro. Este coeficiente é por definicao:

o="2 (250
-2 e

m

onde C,, é a concentragdo junto a membrana e ¢, a concentragao no interior do poro para y =0 (ver

figura 2.8). Como tem vindo a ser considerado, esta tltima concentracdo é uma média radial, e pode
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ser obtida por:

1
cozzf c(B)BAS  (2.51)
0

onde ¢; representa a concentragdo no interior do poro em fungédo de 3. Para o caso de solutos es-
féricos e com geometria rigida, considerando apenas efeitos de exclusdo puramente geométricos, a
concentragdo ¢; no interior do poro serd dada por:

cH(B)= { Co PO A=AL ) o)
0 pell—2A,1]
Substituindo a equagao anterior na equagdo 2.51, e efetuando a integracao, é possivel obter a equa-
¢d0 2.32, que representa o coeficiente de particao para solutos modelados como esferas rigidas, consi-
derando apenas efeitos de exclusdo puramente geométricos. Um raciocinio semelhante pode ser feito
para a outra extremidade do poro (concentragoes ¢ e C,), obtendo-se o mesmo resultado.

No caso de moléculas flexiveis, a possibilidade de existéncia de deformacado geométrica das cadeias
leva a necessidade de efetuar um célculo do coeficiente de parti¢do distinto. Considerando novamente
apenas efeitos de exclusdo geométricos, existe em cada valor de f uma fragao de todas as conforma-
¢oes possiveis da molécula que permite a sua entrada no poro. Se a esta fracdo for p(f), funcao de 3,
a concentragdo ¢; € assim obtida por:

ci(B)=p(B)Cn (2.53)

A concentragdo € inferior no interior do poro porque apenas uma fracdo p(f) de todas as conforma-
¢coes possiveis da molécula permitem a sua entrada no poro. Esta fracdo pode também ser vista como
uma probabilidade de entrada no poro, do mesmo modo que para solutos esféricos essa probabilidade
é unitdria na regido para f entre 0 e 1 — A, e nula para 8 entre 1 — A, e 1. Substituindo a equacao 2.53
na equacao 2.51, o coeficiente de particao para moléculas flexiveis pode ser obtido por:

1
o= Zf p(Bpdp (2.54)
0

Davidson et al [79], fizeram uso da equacao 2.54 para determinar o coeficiente de particdo de ca-
deias flexiveis, recorrendo a um método de Monte-Carlo para estimar p(f). O método consiste em
gerar a estrutura da cadeia um elevado niimero de vezes e testar em cada geracdo uma condi¢do ne-
cessdria de entrada no poro. No caso do referido trabalho, os autores optaram por considerar, como
condicao de entrada no poro, que todas as massas pontuais da estrutura gerada devam estar projeta-
das no interior do mesmo. Esta condicdo, embora aplicavel em processos puramente difusivos, ndo
contabiliza possiveis efeitos de deformacao induzidos pelo fluxo convectivo de solvente, em condicdes
de filtragdo. De facto, pode ser mostrado que esta condicdo conduz a obtencao de previsoes de per-
meacado de moléculas flexiveis, em processos de ultrafiltracdo, que subestimam consideravelmente os
resultados experimentais [64]. Assim, opta-se neste trabalho por considerar uma nova condicdo, ilus-
trada na figura 2.16. Considera-se que para ocorrer permeacao a parte inferior da molécula (a massa
pontual mais préxima do poro) deverd estar projetada no interior do poro, sendo posteriormente con-
duzida pelo fluxo de solvente. Caso contrario, a molécula difunde novamente para o seio da solugéao.
No capfitulo 4 este tema serd novamente abordado.
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Figura 2.16: Ilustracdo da condi¢@o de entrada no poro em condicdes de filtracdo. Assume-se que as tensdes de
corte a entrada do poro, geradas pelo fluxo de solvente, provocam o alongamento da molécula e consequente
entrada no poro, desde que a parte inferior da cadeia esteja projetada para o interior do mesmo. Se isso ndo
acontecer, a molécula ndo permeia e difunde de novo para o seio da solucao. Na figura esta igualmente
representado o centro de massa da molécula, O.

Para completar a formulacao tedrica é ainda necessdrio relacionar o coeficiente de particao para
moléculas flexiveis com o valor da sua permeacao intrinseca. Paraisso pode-serecorrer a equagdo 2.41.
No entanto, as correlacoes existentes na literatura para os fatores de impedimento difuso e convec-
tivo, Ky e K, respetivamente, representados na equagdo 2.37, sdo apenas aplicdveis a solutos esféricos
e para valores de A, inferiores a 1. No entanto, é proposto neste trabalho o seguinte raciocinio: para
solutos flexiveis de elevadas dimensoes, em especial para A; — 1, K4 tende rapidamente para zero.
Isto significa que o niimero de Péclet (equacdo 2.42) tende rapidamente para infinito e a permeacdo
intrinseca, de acordo com a equagdo 2.41, tende assim para:

Sn=®K, (2.55)

E pois razoavel assumir um comportamento semelhante para moléculas flexiveis para as quais A, > 1,
ou seja, pode assumir-se que estas moléculas uma vez no interior do poro deverdo ocupar na totali-
dade a sua 4rea de secgao reta, o que implica que K3 — 0. Por outro lado, como ilustrado na figura 2.9,
se o soluto ocupa a totalidade do poro, a sua velocidade deverd ser igual a velocidade média do sol-
vente, o que implica que K, = 1. Assim, é proposta no presente trabalho a seguinte relac3o:

Sp=0 (2.56)

A formulacdo teérica apresentada permite assim estabelecer um paralelismo com o modelo do trans-
porte restringido (sec¢do 2.6), ampliando o seu espectro de aplicagdo para o caso de solutos em que
As > 1. No capitulo seguinte serdo abordados os fundamentos préticos inerentes a realizacao do pre-
sente trabalho.
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Capitulo 3

Fundamentos Praticos

Neste capitulo sdo abordados os principais fundamentos, de carécter pratico, no ambito do presente
trabalho. Devido a elevada diversidade de materiais e métodos utilizados na realizacdo dos trabalhos
experimentais, descritos nos capitulos 4-7, ndo seria viavel fazer a sua exposi¢ao no presente capitulo.
Assim, os detalhes experimentais especificos de cada trabalho sdo expostos no seu capitulo corres-
pondente, ficando remetidos para o presente capitulo os detalhes experimentais que possuem uma
aplicagdo mais transversal no dmbito do presente trabalho. Na seguinte seccdo é descrito o principal

equipamento de filtragao utilizado, nomeadamente a célula de filtragao Amicon 8010.

3.1 Célulade filtracao Amicon 8010

Nesta seccdo descreve-se a principal célula de filtracdo usada, a célula de filtracdo Amicon 8010 (Mil-
lipore). Esta célula, ilustrada na figura 3.1, tem uma geometria “dead-end”, isto €, o fluxo de filtragao
apresenta uma direcdo perpendicular a superficie da membrana, membrana esta que é assente num
suporte horizontal que contém um orificio por onde é recolhido o permeado. Para melhorar o coefici-
ente de transferéncia de massa, a célula dispoe de um agitador magnético que atua perto da superficie
da membrana.

A célula pode ser operada de duas formas distintas (figura 3.1). Pode ser conectada a uma fonte de
pressdo (usualmente azoto ou ar comprimido), pressao esta que forca o liquido a permear pela mem-
brana. O fluxo de filtracdo ndo é facilmente controlavel por este método, apenas o valor do diferencial
de pressdo através da membrana pode ser estabelecido de forma precisa. Este facto dificulta a tenta-
tiva de modelar matematicamente a filtracao dado que o fluxo de filtracdo € um parametro crucial na
formula¢do dos modelos tedricos apresentados no capitulo 2. Por outro lado, este método apresenta-
se como o mais eficiente para efetuar alguns tipos de procedimentos, como a lavagem de membra-
nas e a determinacao das suas permeabilidades hidrdulicas. A célula pode também ser operada de
uma forma diferente, colocando uma bomba a jusante da membrana, que atua assim por succao (fi-
gura 3.1). Este método permite estabelecer um fluxo de filtracdo constante e facilmente controléavel.
No entanto gera algumas limitacdes de aplicacdo pratica, especialmente para membranas com baixa
permeabilidade, causadas pela menor capacidade de estabelecer diferenciais de pressdo elevados. As-
sim, este método é apenas indicado para situacGes em que os fluxos de filtracdo pretendidos ndo sao
excessivamente elevados e/ou a membrana apresente uma permeabilidade relativamente alta. No
presente trabalho, a célula Amicon 8010 é operada pelo método que se revele mais apropriado. Sem-
pre que possivel, durante filtragdes a célula é operada a fluxo de filtragao constante, utilizando uma
bomba peristéltica. Para efetuar operacdes de lavagem de membranas, de determinacdo de permea-
bilidades, ou para situacées em que o método de fluxo constante ndo é aplicavel, a célula é operada
em modo de pressdo constante.

O balanc¢o de massa numa dada filtracao, dentro da referida célula, pode ser facilmente determi-
nado. Devido a sua geometria, é possivel considerar como simplificacdo que o perfil de escoamento
no seu interior é perfeitamente agitado o que implica que, em cada instante de tempo, a concentra-
¢do dos solutos no seio da solucao é uniforme em todas as posicoes espaciais. O mesmo € dizer que a
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Figura 3.1: Esquema e modos de operagdo da célula Amicon 8010. A - agitador magnético, B - corpo da célula
(10 mL de capacidade), C - “o-ring”, D - membrana, E - suporte da membrana e recolha de permeado, F - base.
No presente trabalho a célula foi operada de duas formas distintas: mantendo a pressao no interior da célula
constante ou mantendo o fluxo de filtracao constante por intermédio de uma bomba peristéltica colocada a
jusante da membrana.

concentracao de solutos no interior da célula é apenas funcido do tempo. Para a nomenclatura espe-
cificada na figura 3.2, o balanco de massa para um determinado soluto é dado por (considerando que
ndo ocorre adsor¢cdo na membrana):

av ag,

Qincin_QCp: G——+V

3.1
dat at G-1

No presente trabalho foram considerados dois modos de operacdo: o modo de concentracdo, que
implica Q;, =0, e o modo de diafiltracao a volume constante, o que implica Q;, =Q e C;, =0.

3.1.1 Balanco de massa: modo de concentracdo

Em modo de concentragdo, Q;, =0 e a equagdo 3.1 pode ser reescrita da seguinte forma:

QC—CdV+VdCb (3.2)

Py dr
Para integrar a equacdo é necessdrio primeiro determinar a taxa temporal de variacdo do volume no
interior da célula (d V/d t). Paraisso pode ser feito um balango de massa a solucdo. Se for considerado
que a densidade da solucao se mantém aproximadamente constante durante a filtracao, o balango de

massa é dado por:

dv/dt=—Q
V=V—0Qt

(3.3)

Introduzindo o anterior resultado na equacao 3.2 e integrando a equagao entre 0 e ¢ obtém-se:

Q Sobs—1
Cbzcbo(l_vt) (34)
0
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Figura 3.2: Nomenclatura usada para efetuar o balanco de massa durante uma filtragao na célula Amicon 8010.
Assume-se que nao ocorre adsor¢ao na membrana.

em que G, é a concentracdo do soluto no interior da célula, para um determinado tempo ¢, Gy € a
concentracao inicial do soluto no interior da célula (para ¢ = 0), V; é o volume inicial de solucdo a
filtrar no interior da célula e S,,s € o coeficiente de permeacdo observado do soluto, que se assume

constante ao longo do tempo e que é definido por:

G
Sobs =— (3.5)

Gy
Assim, a equacgdo 3.4 permite determinar S, a partir de valores experimentais de G, e C,. Sublinhe-se
que esta equacdo é somente vélida quando Sy, € aproximadamente constante, condi¢do que é nor-
malmente verificada na filtracdo de solutos neutros e na auséncia de colmatacao significativa. No caso
de solutos com carga elétrica, os valores de Sy, ndo sdo independentes da concentracdo no meio, Gy,
pelo que a equagdo 3.4 é somente aplicavel no caso de pequenas variagdes de volume, o que é o caso
da generalidade das determinagdes experimentais feitas neste trabalho.

3.1.2 Balanco de massa: modo de diafiltracdo a volume constante

No modo de diafiltracdo a volume constante, o volume de solucdo no interior da célula permanece
constante e a concentracdo do soluto na corrente de entrada (C;,) é nula. Este modo de operagao
é muito usado por exemplo para efetuar trocas de tampao de solu¢cdes de macromoléculas, sendo
uma alternativa ao processo de didlise. Nestas condi¢cdes, a equacao 3.1 pode ser reescrita da seguinte

forma:

—Qc—vdcb (3.6)
P dr '

Introduzindo de novo a equagao 3.5, e considerando S}, constante ao longo do tempo, obtém-se apds

integracao entre O e f:

Gy = Cpoexp (—Sobs% f) 3.7

Para solutos que apresentem permeabilidades elevadas, a sua concentracdo no interior da célula de-
cresce exponencialmente ao longo do tempo. Esta equacao é particularmente ttil para descrever ope-

37



Purificacdao de DNA plasmidico usando tecnologias de membrana

racdes de troca de tampao, em que a macromolécula é muito rejeitada enquanto os microsolutos per-
meiam liviemente pela membrana.

3.1.3 Coeficiente de transferéncia de massa

Outro aspeto muito importante de qualquer processo de filtracao € o valor do coeficiente de transfe-
réncia de massa na camada de polarizacdo de concentragao, junto a membrana, o qual foi definido na
seccdo 2.4, através da equacdo 2.25. De facto, muito do esforco de desenvolvimento e investigagdo na
drea das tecnologias de membranas é focalizado na modelagdo teérica dos processos de transferéncia
de massa ao nivel da camada de polarizacdo de concentracgdo, recorrendo a métodos computacio-
nais de dindmica de fluidos. O desenvolvimento de métodos nessa drea vai para além dos objetivos
propostos para trabalho de doutoramento, sendo usadas aqui correlagdes semi-empiricas frequente-
mente utilizadas na literatura para a estimativa de coeficientes de transferéncia de massa em casos
concretos, as quais sdo vélidas para determinados tipos de equipamento. De acordo com o anterior-
mente exposto, um coeficiente de transferéncia de massa elevado é desejavel porque permite reduzir
os fenémenos de polarizagdo de concentracao, tal como referido no capitulo 2. Uma polarizagdo de
concentracao excessiva pode originar uma prematura colmatacdao das membranas, alterando quer a
produtividade quer a seletividade destes processos ao longo do tempo. Conduz ainda a um aumento
da periodicidade da lavagem e substituicdo das membranas, facto que gera um elevado impacto eco-
némico e ambiental.

O coeficiente de transferéncia de massa, k, é fundamentalmente dependente do coeficiente de
difusdo do soluto, da densidade e viscosidade da solucdo para além de parametros relacionados com
o equipamento de filtragao, os quais influenciam marcadamente as condic6es hidrodinamicas, sendo

usualmente determinado por correlagées do tipo [66]:
Sh=aRe’Sc’ (3.8)

onde Sh, Re e Sc sdo os pardmetros adimensionais nimero de Sherwood, nimero de Reynolds e ni-
mero de Schmidt, respetivamente, e a, b e ¢ constantes empiricas. Para a célula de filtracdo Amicon
8010 pode ser usada a correlagdo proposta por Opong e Zydney [48]:

Sh=0.23Re®%%7Sc*%  (3.9)

em que os parametros adimensionais sdo definidos da seguinte forma:

Sh= krcell
D
2
Re= leel? (3 10)
n
Sc=—1
pD

onde 1 € o raio da célula de filtragdo (para a célula Amicon 8010 equivale a 12.5mm), D é o coefici-
ente de difusdo, w é a velocidade de agitacdo em rad/s, p é a densidade, e ) a viscosidade dinadmica.
Os parametros sdo todos referentes a uma situacdo nao-confinada da solugao.

O coeficiente de transferéncia de massa pode também ser determinado experimentalmente, a par-
tir de valores de S, obtidos a diferentes fluxos de permeacao, se for considerado o modelo do filme

(seccdo 2.4). A equacao 2.28 pode ser usada para determinagdes diretas. Ap6s alguma manipulacdo
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algébrica pode ainda obter-se a seguinte relagdo, a partir da equacao 2.28:

1= Sis ), (1=Sw)_Jv
ln(m)—ln( Sm ) k (311)

Esta relacdo prevé uma variagao linear entre In[(1 — Sy,s)/Sops] € 0 fluxo de filtracdo, sendo o declive
dado por —k~!, para o caso de se ter S,, constante.

3.1.4 Caracterizacdo de membranas e determinacao de coeficientes de permeacdo

Devido as suas caracteristicas, tais como a facilidade de operacdo e a reduzida 4rea de membrana ne-
cessdria, a célula Amicon 8010 revela-se bastante ttil para proceder a caracterizagdo de membranas
quanto ao seu tamanho de poro. Nesta seccdo é descrito o procedimento efetuado no presente traba-
lho para efetuar esta tarefa. Este procedimento foi ainda utilizado para a determinacao experimental
de valores de coeficiente de permeacgdo observada (Sy,s).

Antes de se iniciar uma filtracao devem ser efetuados alguns procedimentos de lavagem, quer da
célula quer da membrana. Isto pode ser feito operando a célula em modo de pressdo constante. Deve
ser usada nas lavagens uma agua desmineralizada e microfiltrada, sendo que no presente trabalho
foi usada dgua MilliQ (Millipore). Para determinar S,,; para um determinado soluto, o procedimento
usado foi o seguinte:

1. Colocar asolucao a filtrar (minimo 5 mL na célula Amicon 8010), da qual se recolhe uma amostra
para posterior andlise.

2. Ajustar a velocidade de agitacdo pretendida, iniciar a filtragdo e comecar a contagem de tempo.

3. Recolher 0.5-1 mL de permeado para um tubo, conforme o volume inicial da solucao a filtrar. O
tempo de filtragdo relativo a recolha desta primeira fracdo serd denotado t;.

4. Sem parar afiltracdo, continuar a recolha para outro tubo. O tempo de filtracao relativo a recolha

desta primeira fraccao sera denotado f, (contado desde o inicio da filtragao) .
5. Pesar as duas fracoes e calcular o volume correspondente.

6. Analisar as duas fracoes de permeado, a solucdo inicial e o concentrado que ficar na célula de
filtragdo, quanto ao contetido do soluto em questdo e determinar a sua concentracdo usando o
método mais adequado (os varios métodos analiticos sdo descritos mais a frente).

7. Calcular o valor de S,,.

Usando a equacdo 3.4, e integrando C, entre o tempo de recolha da primeira fracéo (¢,) e o tempo total
de filtracdo (t,), obtém-se:

B Vo Coo Q Sobs Q Sobs
Cp’mEd_Q(tl—tz)[(l %tl) (1 Vbtz) ] (8.12)

O valor de S, pode assim ser obtido resolvendo numericamente a equacio 3.12, a partir dos valores
de C, meq (concentragéo do soluto na segunda fragéo) e Gy, experimentais. Com a concentragédo do
soluto nas duas fracdes de permeado e os respetivos volumes de permeado pode ainda determinar-se
a quantidade total de soluto permeado, a qual pode ser comparada com a quantidade de soluto na
amostra inicial e a quantidade de soluto no concentrado final. Isto possibilita verificar se houve ou

ndo adsorcdo de soluto na membrana, e quantificar a quantidade adsorvida.
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Para caracterizar uma membrana quanto ao seu tamanho de poro é necessdrio determinar Sy, de
solutos cujas dimensdes moleculares sdo conhecidas, os quais serdo referidos como solutos de refe-
réncia, seguindo o procedimento descrito em cima, variando entre ensaios a velocidade de agitacdo
e/ou o fluxo de filtracdo, conforme se revele mais adequado experimentalmente. Os solutos de re-
feréncia mais usados para caracterizar membranas de UF sdo dextranos e polietilenoglic6is (PEG’s).
Para estes dois polimeros podem ser encontradas na literatura correlacées para determinar os seus
raios hidrodinamicos (r;) em funcao das suas massas moleculares (M,,). Para dextranos [64]:

1, =0.0282(M,,)*477%?  (3.13)
com r, em nm e M,, em Da. Para PEG’s pode ser usada a seguinte correlacdo [45]:
Inr,=—23.91+0.4648In(M,,) (3.14)

com 7, em m e M,, em Da. Estes solutos foram escolhidos porque sdo neutros e podem ser aproxima-
damente descritos pelo modelo de esferas rigidas [43, 44, 47], o que permite a aplicacdo do modelo do
transporte restringido descrito na secc¢ao 2.6. Desta forma é possivel determinar um valor de raio de
poro (r,) que minimiza os erros entre os valores de S;;,; obtidos experimentalmente e os valores obti-
dos com o modelo, erros estes que podem ser representados por uma fun¢do de minimos quadrados
[56]:

S = ZIL Z{(Sobs, exp Sobs, calc)2
jn—1

, (3.15)

onde Syps, exp € @ permeagdo observada determinada experimentalmente, Syps, caic € @ permeagao ob-
servada calculada pelo modelo, n é o niimero de solutos usados, cada um com j valores de S,; de-
terminados. Assim, o raio de poro da membrana é determinado como sendo o valor que minimiza

S, .

3.2 Principais solutos em estudo

Nesta seccdo é feita a caracterizagdo dos principais solutos em estudo, nomeadamente DNA plasmi-
dico e RNA. E dado énfase as suas propriedades mais relevantes no ambito do presente trabalho, ou
seja, as propriedades necessérias para a formulagao dos modelos apresentados no capitulo 2. Para
além do que é aqui referido, podem ser encontradas na literatura diversas referéncias que abordam a
caracterizacao pormenorizada destes dois importantes tipos de biomoléculas. De facto, existem revis-
tas cientificas totalmente focadas nesta temdtica, como por exemplo, “PLASMID, A Journal of Mobile
Genes and Genomes” e “RNA, A Publication of the RNA Society”. O texto de Schleef et al [5] discute
as propriedades destas biomoléculas mais relevantes no contexto de um processo de purificagao de
pDNA.

3.2.1 DNA plasmidico

Os plasmideos sdao moléculas de DNA circulares, de dupla cadeia, que podem ser encontrados mai-
oritariamente em bactérias, onde desempenham vérias fun¢des. Em especial, sdo responséveis por
conferir funcdes que possibilitam a adaptacdo destes organismos unicelulares a diferentes meios, con-
ferindo em alguns casos resisténcia a determinados compostos que atuam como antibidticos. Sendo

moléculas de DNA dupla cadeia, o seu tamanho é quase sempre indicado pelo ntimero de pares de
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bases (nbp) que o constituem. A valores de pH superiores a 4.00 [5], o grupo fosfato em cada base
encontra-se ionizado, o que implica que o pDNA apresenta uma elevada quantidade de cargas nega-
tivas, mais especificamente 2 cargas negativas por cada par de bases. A sua massa molecular é depen-
dente ndo s6 do nimero de pares de bases mas também da prépria constituicdo em termos do tipo
de bases. Neste trabalho opta-se por se utilizar uma aproximacao ao valor real da massa molecular do
plasmideo, considerando uma massa molecular média, por par de bases, igual a 660 Da [82], ou seja:

M,,=660(nbp) (3.16)

onde M,, é amassa molecular do pDNA em Da. A grande maioria dos plasmideos apresenta um tama-
nho que pode ir de 1 kbp a 200 kbp. Devido as suas elevadas dimensdes, estas moléculas apresentam
valores reduzidos de coeficiente de difusdao. No presente o trabalho, os coeficientes de difusdo das

moléculas de pDNA estudadas foram determinados pela correlacido proposta por Prazeres [82]:

T
D =A—(nbp)™/
n 3.17)

A=331x10"°N/K

onde T é a temperatura absoluta da solucado (K), ) a viscosidade (Pa-s), nbp é o nimero de pares de
bases do plasmideo e A é uma constante empirica determinada pelo autor.

Sendo moléculas carregadas negativamente, os plasmideos apresentam variacées no seu tama-
nho consoante a for¢a iénica do meio, facto que é causado pela reducdo da intensidade das forcas
eletrostaticas repulsivas, entre os seus grupos carregados, na presenca de sais. Este efeito, no caso de
moléculas de DNA, pode ser contabilizado pela correlagdao proposta por Manning [83]:

—Kkb

ra*\?3 Ré/l\?A kbe kb
=) S |ese e 1m—e| 6w

onde a é o comprimento de persisténcia do DNA, contabilizando a presenca das suas cargas negativas,
a* é o comprimento de persisténcia de um isémero da molécula de DNA para o qual os grupos fosfato
ndo estdo ionizados (ver [83]), Rpna € 0 raio da dupla hélice do DNA, z é a valéncia do catido do sal
presente em solucao, [ é o comprimento de Bjerrum da dgua pura, £ é a densidade de carga do DNA
e b é o espaco entre cargas no DNA. Os valores que podem ser usados para os varios parametros sdo
[60, 83]:

a*=7.5nm
Rpnya=1nm
l;=0.7lnm (3.19)
E=42
b=0.17nm

A variacdo do comprimento de persisténcia com a forca idnica da solucao estd implicita no valor do
inverso do comprimento de Debye, k, que pode ser calculado, em unidades SI, por [83]:

k=+/8TNyzl (3.20)

onde N, é o nimero de Avogadro e I o valor da forca iénica da solucao. Para determinar o raio de gira-
¢ao das moléculas de pDNA opta-se, no presente trabalho, por as representar como cadeias fechadas
segmentadas (capitulo 2). Seguindo esta abordagem, foi possivel obter uma relacdo entre o raio de
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Tabela 3.1: Propriedades mais relevantes, no ambito do presente trabalho, dos trés plasmideos estudados.

Plasmideo nbp M, [MDa] D x 10'2[m?/s] I x 10° [m]
pUCI19 2686 1.77 5.76 53.3
pVAXI-LacZ 6050 3.99 3.35 90.2
pCAMBIA-1303 12361 8.16 2.08 143.3

T =298K,1=8.87 %1073 Pas
I=150mM (NaCl)

— pDNA (oc¢)
— pDNA (sc)

— HMwRNA

— LMwRNA

Figura 3.3: Identificacdo dos dois principais grupos de RNA (HMw e LMw RNA) numa andlise de lisados por
eletroforese em gel de agarose. Na figura encontra-se vdrias amostrar de um lisado do plasmideo pVAXI-LacZ,
obtido por lise alcalina.

giracdo e o comprimento de persisténcia e nimero de pares de bases do plasmideo, encontrando-se

os detalhes inerentes a obtencao da seguinte relacao explicitados no capitulo 5:

1—c,

Ig = cia“nbp

(3.21)
¢, =1.1631x107"; ¢, =0.352

com 7, e a emm. O comprimento de persisténcia pode ser calculado com a equagao 3.18. Natabela 3.1
encontram-se os trés plasmideos utilizados no presente trabalho, bem como as suas propriedades

mais relevantes, calculadas pelas equacoes apresentadas.

3.22 RNA

Os lisados obtidos pelo procedimento usado de lise alcalina, descrito na sec¢do 3.4, contém como
principal contaminante moléculas de RNA, o que torna premente o estudo desta biomolécula. Ana-
lisando o lisado por eletroforese em gel de agarose (figura 3.3), observam-se duas bandas distintas
de RNA: uma primeira banda com menor distancia de migracdo, que se refere ao RNA ribossémico
da E. coli de maior massa molecular (RNA 23 e 16S), e uma segunda banda onde se podem encontrar
moléculas de RNA de menor massa molecular. A primeira banda diz assim respeito ao chamado RNA
de alto peso molecular (HMw RNA) de que fazem parte o RNA 16S e 23S. A segunda banda contém o
denominado RNA de baixo peso molecular (LMw RNA), sendo o RNA 5S o seu principal constituinte
[11].

As moléculas de RNA, ao contrario dos plasmideos, sdo moléculas de cadeia simples. O seu tama-
nho pode ser indicado pelo ntimero de nucleétidos (nnt) que o constituem. No entanto, para o caso

especifico das moléculas de RNA, é mais usual proceder a sua identificagdo através dos valores dos
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Tabela 3.2: Propriedades mais relevantes, no ambito do presente trabalho, das trés espécies de RNA estudadas.

RNA nnt s x 1013 [s] M,, [kDa] 1y x 10° [m] 1y x 10° [m] D x 10! [m?/s]
RNAS5S 120 5 40.80 3.39 5.10 7.29
RNA16S 1541 16 523.94 13.6 20.5 1.82
RNA 23S 2904 23 987.36 17.8 26.8 1.39
T =298K

1n=28.87x107%Pa's

seus coeficientes de sedimentacao (s), em operacdes de ultracentrifugacdo, avaliados em unidades
Svedberg (S). Assim, pela teoria basica da ultracentrifugacao, € possivel estimar o raio hidrodindmico
em fung¢do da massa molecular e do coeficiente de sedimentacao [84, 85]:

Ts

L [ 1Y)

=— ] (3.22)
67N [ Ny

onde r, representa o raio hidrodinamico do RNA, n a viscosidade da solucdo, M,, a massa molecular
do RNA, V; o volume parcial especifico do RNA, p a densidade da solucao e s o coeficiente de sedi-
mentacao do RNA. A massa molecular do RNA pode ser aproximadamente calculada considerando
que cada nucleétido tem uma massa molecular média de 340 Da.! O volume parcial especifico pode
ser considerado aproximadamente constante para os varios tipos de RNA, sendo o seu valor médio de
0.53mL/g[85]. O coeficiente de difusdo pode assim ser obtido a partir dos valores do raio hidrodina-
mico através da equacio de Stokes-Einstein:

kg T
p=_

= 3.23
61N ( )

onde D representa o coeficiente de difusao, kg a constante de Boltzmann, T a temperatura absoluta
e 1) a viscosidade da solucao.

No presente trabalho optou-se por representar as varias moléculas de RNA presentes nos lisados
pela abordagem de cadeias de ligagdo livre (capitulo 6). Segundo esta abordagem, o raio de giracdo
pode ser obtido a partir do raio hidrodindmico através do modelo de Zimm [78, 86, 87]:

re=1.5057, (3.24)

Na tabela 3.2 encontram-se as propriedades mais relevantes, no ambito do presente trabalho, das trés
espécies de RNA consideradas.

3.3 Método de quantificacao HIC

Nesta seccdo sao feitas algumas consideracdes sobre o principal método quantitativo utilizado no
presente trabalho. Este método, da autoria de Diogo et al [88], é um método de cromatografia por
interacao hidrofébica (HIC) e foi originalmente desenvolvido para quantificar o pDNA presente nas
varias amostras ao longo de um processo de purificacdo. Nao hd distin¢ado entre as vérias isoformas
de pDNA, pelo que o valor determinado pelo método corresponde ao valor da concentracao total de
plasmideo. Os detalhes especificos da execugao experimental do referido método sado fornecidos nos
capitulos 6 e 7. O principio de funcionamento do método de HIC assenta nas diferencas de hidrofobi-

cidade entre os varios constituintes do lisado, encontrando-se um cromatograma tipico representado

http://www.nordicbiosite.com
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Figura 3.4: Perfil cromatografico tipico de um lisado alcalino, obtido com o método de HIC desenvolvido por
Diogo et al [88]. No cromatograma podem ser identificadas trés regioes distintas. Uma primeira regiao (regiao 1)
que corresponde as moléculas de pDNA, uma segunda regiao (regido 2) onde eluem compostos com maior
tempo de retencdo mas que nado ficam permanentemente ligados a coluna (contaminantes hidrofilicos) e uma
terceira regido onde eluem os compostos mais hidrofébicos (contaminantes hidrofébicos), cuja elui¢do sé é
conseguido reduzindo a for¢a iénica do eluente. Na figura estd também representado, a tracejado, o perfil da
condutividade do eluido

na figura 3.4.No momento da injecao, o eluente contém uma elevada quantidade de (NH,),SO, (1.5 M)
para que seja possivel intensificar as interacdes dos varios componentes do lisado com a matriz hidro-
fébica da coluna. Ao fim de um determinado tempo, o eluente é instantaneamente substituido para
um novo eluente sem a presenca de (NH,),SO, para assim eluir as espécies retidas na coluna. Podem
ser identificadas trés regioes distintas no cromatograma apresentado na figura 3.4. A primeira regido
(“regido 1”) é constituida por um pico com um méximo de absorvancia aos 0.7 mL de volume de reten-
¢do, que se atribui exclusivamente as moléculas de pDNA [17, 88, 89], que é uma molécula altamente
hidrofilica por natureza. Numa segunda regido (“regido 2”), elui um grupo de compostos que apresen-
tam um maior tempo de reten¢do mas que nao ficam ligados de forma permanente a coluna. Estes
contaminantes sdo por isso denominados contaminantes hidrofilicos. Finalmente, pode ser identi-
ficada uma terceira regido (“regido 3”) que apresenta um pico com um mdaximo de absorvancia em
4.5mL de volume de retengao, pico este que é apenas obtido aquando da mudanca de eluente. Isto
significa que os compostos que eluem nesta regiao ficam fortemente ligados na coluna e sao por isso
denominados contaminantes hidrofébicos?. Como discutido no apéndice B, é proposto no presente
trabalho identificar estes contaminantes como sendo, na grande maioria, constituidos pelas molécu-
las de RNA presentes nos lisados, o que possibilita obter por este método a simultanea quantificacio
do pDNA e do RNA.

3.4 Lise alcalina

Nesta seccao descreve-se o procedimento utilizado para efetuar o processo de lise alcalina. Para tentar
manter a reprodutibilidade entre ensaios usou-se sempre a mesma concentracdo madssica de células
na suspensao a ser lisada. Esta concentracao foi escolhida com base num estudo prévio de estabili-
dade dos lisados, apresentado no apéndice A.

2E importante notar que a convencdo de nomenclatura adotada para os contaminantes presentes no lisado
serve apenas o proposito de os identificar, ndo procurando efetuar uma anélise profunda do grau de hidrofobici-
dade dos mesmos.
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Na realizacdo do presente trabalho efetuou-se o processo de lise alcalina de forma manual®. O
procedimento usado é uma modificacdo do método originalmente proposto por Birnboim e Doly[24],

e consiste nos seguintes trés passos:

1. Ressuspender o pellet de E. colinum volume de tampéao de ressuspensdo apropriado para obter
uma suspensao com uma concentracdo massica de 120 g/L (peso hiimido). Regra geral, foram
ressuspendidas 480 mg de células em 4 mL de tampéao de ressuspensao.

2. Adicionar um volume de tampao de lise, agitar de forma suave e incubar a temperatura ambiente
durante 5 min.

3. Adicionar um volume de tampao de neutralizagdo, agitar de forma suave e incubar em gelo du-
rante 15 min.

A constituicdo dos trés tampoes enunciados, bem como o modo de preparacdo e de manutencgéo dos

mesmos, foi a seguinte:

Tampao de resuspensao Solucdo de 50 mM de Tris e 10 mM de EDTA. Ajustar pH para 8.00 através da
adi¢cdo de HCI. Conservar a temperatura ambiente. Verificar o pH do tampao antes de utilizar.

Tampao de lise Solugdo de 0.2M de NaOH e 1% (w/w) de SDS. Conservar a temperatura ambiente.
Antes de utilizar deve-se verificar a existéncia de uma possivel precipitacao de SDS, o que pode
acontecer se a temperatura ambiente for reduzida. Em caso de ter ocorrido precipitacdo deve-se
incubar o tampao num banho termostatizado a 37°C até se verificar a completa dissolucao de
SDS.

Tampao de neutralizacdo Solucdo de 3 M de acetato de potdssio. Ajustar pH para 5.50 através da adi-

¢do de 4cido acético glacial. Conservar a 4°C. Verificar o pH antes de utilizar.

E importante notar que o tampao de ressuspensdo ndo contém RNase, que é por vezes usada para
degradar o RNA [91]. Esta op¢ao, como referido no capitulo 1, apresenta algumas limitagées do ponto
de vista de aplicacao industrial e é assim desaconselhdvel. Para além do estudo prévio anteriormente
referido, foi ainda realizado um estudo de caracterizacao dos lisados centrifugados por cromatografia
de exclusdo molecular (SEC), eletroforese em gel de agarose (AGE), cromatografia de interagao hidro-
fébica (HIC) e de andlise ao contetido proteico (BCA). Este estudo é descrito apéndice B.

3Naturalmente, de um ponto de vista de aplicacdo industrial, o processo de lise tera que ser efetuado de forma
automdtica e de preferéncia em modo continuo, sendo relevantes os estudos desenvolvidos por Urthaler et al [26],
Meacle et al [27] e Chamsart e Karnjanasorn [90] sobre esta matéria.
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Capitulo 4

Desenvolvimento de um modelo para a filtracao de
moléculas longas e flexiveis.

O trabalho descrito neste capitulo foi publicado na revista Journal of Membrane Science [64].

4.1 Introducao

O desenvolvimento de modelos de transporte restringido que descrevem a permeacao de solutos atra-
vés de matrizes porosas tem especial importancia na caracterizagdo de membranas e na previsdo da
seletividade. Modelos em que os solutos sdo vistos como tendo um comportamento semelhante ao de
esferas rigidas (HS), tém vindo a ser utilizados com sucesso para este efeito em operacdes de microfil-
tracdo, ultrafiltracdo e nanofiltragdo. A vantagem da abordagem HS é que para poros com geometria
cilindrica, é possivel estimar os coeficientes hidrodinamicos que contabilizam os efeitos da difusao e
conveccao restringida no interior dos mesmos [43, 56, 44]. Para os casos em que os efeitos de carga po-
dem ser desprezados, isto €, se os solutos forem neutros ou a for¢a i6nica da solucéo for elevada, esta
abordagem € suficiente para se obterem previsdes satisfatérias das permeacodes intrinsecas dos solu-
tos, com base unicamente em efeitos de exclusdo geométricos. Por este motivo, este tipo de modelos
tém vindo a ser muito adotados para obter informacdo sobre a membrana, nomeadamente o tama-
nho ou a distribuicdo de tamanhos de poro [56, 92, 93, 71], e mais recentemente o grau de assimetria
[47]. Feita a caracterizagao da membrana, a abordagem HS permite obter previsdes da permeacao de
solutos a partir dos seus raios hidrodinamicos. Esta informacao é de especial importancia para guiar
a escolha da membrana a usar em cada aplicagdo, para interpretar resultados experimentais e para as
fases de desenvolvimento, otimizacao e controlo do processo.

No entanto, a aplicacido destes modelos para o estudo da permeacgao de moléculas lineares de ele-
vada massa molecular apresenta severas limitacdes devido ao desvio do comportamento deste tipo de
moléculas a abordagem de esferas rigidas. De facto, sabe-se que macromoléculas lineares apresentam
uma elevada permeacao através de poros com dimensdes muito inferiores. As dimensdes deste tipo
de solutos sao geralmente representadas quer pelo raio hidrodinamico, r, quer pelo raio de giracio,
Tge E importante notar que estas quantidades devem ser vistas como valores médios, uma vez que a
estrutura deste tipo de moléculas em solucdo se encontra em constante variacdo. Uma revisdo recente
sobre este assunto pode ser encontrada em [59]. A existéncia de uma elevada permeacao deste tipo
de solutos em poros com menores dimensoes indica com clareza que a abordagem HS € insuficiente
para descrever com exatiddo as suas permeacdes em matrizes porosas, o que € especialmente ver-
dade para massas moleculares superiores a ~ 1 MDa, e Iy Na ordem dos 10nm. Assim, é necessario
desenvolver modelos mais adequados que possam incluir a possibilidade do soluto adotar diferentes
conformacdes ao longo do tempo, e se necessério, os efeitos da deformacao molecular induzida pelo
fluxo convectivo do solvente através dos poros.

No procedimento convencional para modelar a permeacao de moléculas longas e flexiveis, podem
ser distinguidas trés situacdes: a permeacao na auséncia de conveccgdo (transporte exclusivamente por
difusdo), permeacgao a fluxos moderados sem existéncia de deformacao molecular e permeacao a flu-
xos elevados, onde a deformacado molecular pode ser significativa [43]. De entre os estudos publicados
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nesta temdtica, é igualmente importante distinguir aqueles em que o ricio entre o raio do soluto e o
raio do poro (A,) € inferior a 1, dos estudos em que A; > 1. Para o caso de moléculas lineares, para
valores de A até 0.87 existem modelos tedricos disponiveis para prever o transporte restringido de
macromoléculas lineares em poros [94]. No entanto, para valores superiores de A, a modelagdo das
permeacodes é mais dificil, especialmente para o caso em que A > 1 onde a deformacao molecular tem
que ser considerada.

Para além do desenvolvimento do modelo de transporte de massa, é necessario igualmente es-
timar os coeficientes de particdao a entrada do poro. Para isso, foram desenvolvidos métodos esto-
césticos, envolvendo simulagdes computacionais [79, 81, 80], para evitar a excessiva complexidade de
obter uma soluc¢do analitica. Nestes algoritmos é estimada a probabilidade de um determinado evento
ocorrer, por exemplo, a probabilidade de uma molécula entrar no interior de um poro, testando esse
evento um elevado ntimero de vezes (tipicamente, pelo menos 10° simula¢des sdo necessarias para
obter uma aproximacao satisfatéria da probabilidade real do evento). A forma como o evento é tes-
tado pode ser variada, dependendo do método usado, assim como a estrutura da molécula pode ser
representada com um maior ou menor grau de realismo, com importantes consequéncias em ter-
mos do tempo computacional. Para evitar excessivos esfor¢os computacionais, para a representacdo
da estrutura de moléculas flexiveis, podem ser considerados protétipos moleculares que imitam essa
mesma estrutura, retendo as caracteristicas essenciais que determinam a sua permeacao através de
poros.

A abordagem mais simples para representar a estrutura de uma molécula linear flexivel é a re-
presentacdo de cadeias de ligacao livre (FJC) [78, 95, 96]. Esta abordagem, assim como outras mais
sofisticadas, tém vindo a ser usadas para estudar a possibilidade de macromoléculas adotarem con-
formacdes que lhes permitem entrar em regies confinadas [79, 81, 80], no entanto nunca para A¢ > 1.
Coeficientes de particdo podem ser determinados estimando a probabilidade da molécula adotar tais
conformagoes, assumindo que ndo ocorre deformagao induzida pelo fluxo de solvente. No entanto,
em processos de membranas onde a forca motriz é a pressao, esta abordagem nao deve ser utilizada
e é possivel provar que as estimativas dela resultantes ndo estdo de acordo com os resultados expe-
rimentais. De facto, na drea da tecnologia de membranas, esta abordagem tem vindo apenas a ser
aplicada no estudo de processos de difusao restringida. No presente capitulo considera-se que os co-
eficientes de parti¢do sdo influenciados pelo fluxo convectivo, sendo a suc¢do a entrada do poro e a
conformacdo espacial da molécula os fatores que determinam a permeacao.

Assim, o objetivo neste capitulo passa por desenvolver um modelo simples, baseado em modelos
prévios de transporte restringido em membranas porosas, e por estimar os coeficientes de particao
para o caso em que A, > 1. O modelo desenvolvido pode assim ser aplicado para a previsdo das per-
meagdes de macromoléculas lineares, representadas por FJCs. A validade do modelo foi testada pelo
estudo da permeacdo de duas moléculas longas através de diferentes membranas. Os solutos testa-
dos foram o dextrano T2000 (que tem uma massa molecular de cerca de 2MDa) e o plasmideo pUCI19
(que tem 2686 pares de bases, e uma correspondente massa molecular de 1.773MDa) tratado com

uma enzima de restricao, que corta a dupla cadeia originando um plasmideo na isoforma linear.

4.2 Desenvolvimento do modelo

4.2.1 Definicdo da estrutura FJC

Uma FJC pode ser definida com uma série de n; segmentos, com orientagées aleatérias todos com o
mesmo comprimento, [;, que ligam n; + 1 massas pontuais [78, 96, 95]. Os valores de n; e [ sdo de-
finidos para que se obtenha o mesmo comprimento do contorno da molécula real, L; I; corresponde
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a distancia minima para que se tenha um segmento com orientacdo independente do anterior, e para
o caso de uma FJC equivale a distancia de Kuhn, [x. Desta forma, o racio /;./L é um indicador da fle-
xibilidade da cadeia. Esta estrutura pode ser gerada como um caminho aleatério em trés dimensoes
com n; passos com comprimento [; [78]. Neste tipo de estrutura, ndo é tido em conta possiveis in-
teracdes entre monémeros, € uma FJC definida desta maneira é igualmente denominada de cadeia
ideal. Assim, uma representacao FJC é o modelo mais simples que pode ser considerado para repre-
sentar moléculas longas e flexiveis, sendo particularmente indicado para valores reduzidos de [;/L.
Considerando o esforco computacional necessario para representar com maior realismo a estrutura e
conformacdo de moléculas de grandes dimensdes, e tendo em conta que é necessdrio gerar estas es-
truturas e conformacées um elevado nimero de vezes, a abordagem FJC foi assim com naturalidade
escolhida para representar as moléculas estudadas neste capitulo.

Para uma FJC, a distancia média entre as extremidades da cadeia, <h2>1/2, é a forma mais simples
de definir as suas dimensdes, e pode ser demonstrado que é dada por n ,1/ *1, [78,95]. O valor de <h2>1/2
pode ser relacionado com o raio de giragdo da molécula, 7, que pode ser determinado experimental-
mente. Para uma molécula, contendo N dtomos cada um com uma massa m;, e posicionados a uma
distancia (7; — 7.,) do centro de massa da molécula, o raio de giragdo instantaneo, rg*, é dado por:

N - -
Zi:l mi(ri - rcm)

Zi‘il m;

onde 7; representa as coordenadas do ponto i, 7., representa as coordenadas do centro de massa da
1 cm

()= 4.1)

molécula.

Para o caso de uma representacao FJC equivalente, as varias massas atémicas sao substituidas por
ni+1 massas pontuais iguais, e dado que a estrutura da molécula se encontra em constante alteracao,
é o raio de giracdo médio, obtido a partir de um elevado nimero de simulacées, a quantidade que se

relaciona com os valores experimentais de r,. Essa média é dada por:

nig+1

e=(r) = ﬁ Zl (Fi=Tm))® @42)

Independentemente do nimero de segmentos, uma FJC apresenta um raio de giragdo, r,, dado por
[78]:

o nk(nk+2)
rg—lk 6(]’lk+1) (43)

Para o caso limite de um elevado ntimero de segmentos, n;, uma FJC é chamada de cadeia Gaussiana
e o raio de giracdo é obtido por:

1/2 2\1/2

l h

ry= kK ) (4.4)
V6 V6

4.2.2 Estimativa das dimensoes das moléculas reais

Para especificar as dimensdes da cadeia FJC é necessdrio determinar as dimensdes das moléculas re-
ais. Apesar da distancia entre as extremidades das cadeias, <h2>1/2, ter ja sido determinadas por AFM
[97], existe pouca informacdo na literatura sobre esta quantidade. Dados experimentais para o raio
de giragdo, obtidos por “light scattering”, ou por quantidades que podem ser relacionadas com 7, no-
meadamente coeficientes de difusdo e valores de comprimento de persisténcia, sdo a principal fonte
de informacgdo. Os principais desenvolvimentos na temética da modelacao molecular tém como um
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dos principais objetivos estabelecer relagoes entre 1, € o raio hidrodindmico, r;, permitindo assim o
célculo de ry a partir de r; ou de coeficientes de difusao, Do, que se podem relacionar com r; através
da equacao de Stokes-Einstein:

ke T
Do = ——

= 4.5
67N (4:5)

onde ky é a constante de Boltzmann, T é a temperatura absoluta e 1) é a viscosidade do solvente.
Valores experimentais para D, estdo em regra disponiveis na literatura. Para o caso de uma cadeia
Gaussiana, num solvente “theta” (que é um solvente onde os efeitos do volume excluido sdo contra-
balancgados pelas interacdes entre os mon6émeros e o solvente), o raio de giracao pode ser calculado a
partir do raio hidrodinamico, através do modelo de Zimm [78, 86, 87]:

__8 o T Se_ 8 =1.505 (4.6)
Z sV pLn? T 3 ’

Num bom solvente, estima-se igualmente que [78, 98]:

Dy, = 0.0829kB—T = T =67(0.0829)=1.563 (4.7)
nrg 1s

Como se pode ver a diferenga entre os valores do rdcio ry/rs calculados pelas equagoes 4.6 e 4.7 é
pequena (< 5%), e assim as duas equagdes podem ser usadas para estimar r,. No entanto, deve ser
realcado que estas equacoes sdo apenas validas para cadeias Gaussianas. Quando o ntimero de se-
gmentos é pequeno, ou mais precisamente, quando o ricio entre o comprimento dos segmentos e
o comprimento do contorno, [/ L, ndo é pequeno o suficiente para que se possa considerar a cadeia
como uma cadeia Gaussiana, o modelo de cadeias “worm-like” (WLC) [78, 99] é preferivel. Uma cadeia
WLC é representada por uma linha espacial com curvatura constante, sendo assim portanto distinta
da abordagem FJC, que é formada por segmentos retilineos. Arigidez deste tipo de cadeias é dada pelo
chamado comprimento de persisténcia, a. Quando o contorno da cadeia é igual a este valor, uma ca-
deia WLC é semelhante a uma linha quase reta, mas quando L é suficientemente grande a cadeia tem
a conformacdo de uma cadeia Gaussiana, em que [; = 2a [96, 78, 100]. O modelo WLC foi original-
mente proposto por Kratky e Porod [101]. A distdncia média entre as extremidades e o raio de giracdo
de uma cadeia WLC sdo funcdes do contorno do polimero e do comprimento de persisténcia [78]:

<h2>1/2 =@2a)?[L+a(e*=1)]"* (4.8)
e o raio de giragao:

L 2a a 2 i ]1/2
+ (L) (1—e9| (4.9

A dependéncia do racio <h2>1/2 /1s com L/a estd indicada na figura 4.1. Como se pode verificar, para
L/a = 10 a diferenca entre o racio e o valor assimptdtico dado pela equagéo 4.4 é de apenas 10%.
Pode-se assim concluir que existe uma clara semelhanca entre os modelos WLC e FJC para L/a su-
perior a ~ 10. Apesar de em regra os valores que se encontram na literatura serem obtidos a partir de
valores experimentais de r,, 0 comprimento de persisténcia pode ser obtido independentemente por

medigoes de “force-extension” [97, 102].
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Figura 4.1: Dependéncia teérica do racio <h2>1/2 /1s com L/a para o modelo WLC. Comparacdo com o modelo
FJC.

4.2.3 Determinacao das dimensdes das cadeias

Para o tipo de moléculas estudadas neste capitulo, dextranos e DNA linear de dupla cadeia, a princi-
pal fonte de informacao para determinar as suas dimensoes resulta dos seus coeficientes de difusao,
que podem ser relacionados com 7, através da equagdo 4.5. Para dextranos pode-se usar a seguinte
equacao, que relaciona r, com a massa molecular, M,, [92]:

1, =0.0282(M,,)*47"?  (4.10)

com 7, em nm e M,, em Da. Assim, para o dextrano T2000, que tem uma massa molecular de 2x10° Da,
rs=28.8 nm, 1, =45nm (pela equacdo 4.7) e <h2>1/2 =110 nm (pela equacao 4.4).

Para o caso do DNA linear de dupla cadeia, a dependéncia de D, com o ntimero de pares de ba-
ses é analisada na figura 4.2. Duas técnicas distintas foram usadas para obter os valores encontrados
na literatura, “light scattering” (LS) [103, 104, 105, 106, 107] e “Brownian motion tracking” (BMT) de
moléculas marcadas por fluorescéncia [87, 108, 109, 110]. Contudo, os valores experimentais nao sao
equivalentes, tal como referido por Smith et al [108], que propuseram um fator de (1.75)%/> para corri-
gir os valores obtidos por BMT. De facto, tal como pode ser visto na figura 4.2, os valores obtidos por
BMT tém uma clara tendéncia para serem inferiores aos que se obtém por LS, o que provavelmente
reflete um efeito da ligacdo do corante, usado neste técnica, as moléculas de DNA [108]. Usando os
valores obtidos por LS e corrigindo os valores obtidos por BMT, a seguinte equagdo pode ser obtida
pelo ajuste aos pontos na figura 4.3.

Doo =3.94x 107 °(nbp) ! (4.11)
Usando a equagdo de Stokes-Einstein obtém-se:
r,=6.27x 107°(nbp)>*M  (4.12)

Para o plasmideo pUCI9, nbp = 2686, e assim r; = 77.9nm, r, = 122nm e (h2>1/2 =298nm. Estes va-
lores podem ser comparados com os que se obtém por uma abordagem diferente, usando o modelo
WLC, que é regularmente aplicado ao DNA (uma vez que é uma molécula com alguma rigidez). Para
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Figura 4.2: Valores, encontrados na literatura, para o coeficiente de difusdo de DNA linear de dupla cadeia em

funcdo do ntimero de pares de bases, obtidos por “light scattering”, LS, (a preto) e por “Brownian motion
tracking”, BMT, (a branco).
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Figura 4.3: Ajuste da equagao 4.11 aos valores do coeficiente de difusao de DNA linear de dupla cadeia (ver

figura 4.2), encontrados na literatura. Os valores obtidos por “Brownian motion tracking” (BMT) ja se
apresentam corrigidos segundo a recomendacdo de Smith et al [108] (ver texto).
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isso é necessdrio estimar o comprimento do contorno e o comprimento de persisténcia. O compri-
mento de persisténcia do DNA linear de dupla cadeia nao é constante; varia consideravelmente com a
forca i6nica. Podem ser distinguidas duas zonas de variagao [100]: para valores até 10 mM, verifica-se
uma acentuada diminuicdo do comprimento de persisténcia com o aumento da forca iénica (solucdes
contendo Na™) com valores na ordem dos 80-100 nm a serem indicados nesta zona. No entanto, acima
de 10 mM ataxa de decréscimo abranda, sendo encontrados na literatura valores entre 45 e 50 nm para
uma gama alargada de forcas iénicas [59, 100, 102, 111, 112]. Este efeito pode estar relacionado com a
repulsao eletrostatica entre os grupos fosfato na cadeia de DNA. De acordo com esta ideia, verifica-se
que ides Mg?" produzem um efeito muito maior na reducdo do comprimento de persisténcia do DNA
[100]. Em relacdo ao comprimento do contorno, ele pode ser facilmente estimado a partir do valor da
altura da dupla hélice do B-DNA por par de bases, igual a 0.34 nm [84], multiplicado pelo nimero de
pares de bases da molécula, que no caso do plasmideo pUCI19resulta num comprimento do contorno
igual 913 nm, uma vez que este plasmideo tem 2686 bp. Assim, usando o valor aproximado a = 50nm
obtém-se, usando as equagoes 4.8 € 4.9, 1, = 114nm e <h2>1/2 = 294nm para o pUCI9 linear. Estes

valores estdo em boa concordancia com os valores obtidos pela abordagem FJC.

4.2.4 Coeficientes de particao

O passo seguinte no desenvolvimento do modelo passa por estimar os coeficientes de particdo a en-
trada dos poros. Para simular a particdo, desenvolve-se neste capitulo um método de Monte-Carlo
baseado no método descrito por Davidson et al [79]. O método consiste na determinacao da distribui-
¢do radial da probabilidade da molécula entrar no interior do poro, com essa distribuicao a ser obtida
através de simulagdes estocdsticas em 10 posi¢des radiais diferentes, mais o centro do poro. Assim,
apds gerar a molécula, o centro de massa é colocado numa determinada posicdo radial, e é testado se
a projecao de todos os pontos (massas pontuais) no plano da superficie da membrana, se encontra no
interior do poro. Apenas nessa situacao é assumido que a molécula entra no poro. Neste capitulo o
procedimento é ligeiramente alterado para permitir ter em conta a flexibilidade das cadeias e a possi-
bilidade de ocorréncia de deformacao imposta pelo efeito de succao a entrada dos poros. Assim, ap6s
a geracao da estrutura tridimensional da molécula, a inica obrigatoriedade para que haja permeacao
é que a projecdo da parte inferior da molécula (isto é, a massa pontual mais pr6xima da membrana)
esteja dentro do poro. Isto significa que se a parte inferior da molécula tem acesso ao poro, toda a
molécula sera forcada a entrar no mesmo devido aos efeitos de succdo. Caso contrario a molécula
difunde de novo para o seio da solucdo. Apés realizar um elevado ntimero de testes, obtém-se uma
distribuicao de probabilidade radial, e o coeficiente de particao, ®, é calculado por integracao radial,
de acordo com [79], pela seguinte expressao:

1
q>=zf p(B)Bdp (4.13)
0

onde f3 é a coordenada radial adimensional (r/r,), e 1, € o raio do poro. Os resultados das simulagdes
estdo representados na figura 4.4, pela representacdo dos valores obtidos de ® em funcao de n; para
varios valores de L/r,. Uma vez que o raio de giragdo pode ser calculado a partir de n; e [, com este
dltimo a ser obtido a partir de L e n;, podem-se representar os resultados das simulagdes colocando
In® em funcdo de In(A;,), sendo A;, definido pelo racio <h2>1/2 /1y (ver figura 4.5). Como se pode cons-
tatar, existe uma evidente correlagdo entre In(A;) e In(®). Dado que A;, pode ser relacionado com A,
ou com A (rg/ 1, € 15/ 1, respetivamente) através das equacdes 4.7 e 4.9, € possivel assim relacionar
® com Ag ou A,. Para obter um ajuste aos valores apresentados na fig 4.5, usou-se o software SPSS/-

TableCurve2D v.5.0. Uma funcao cumulativa SDS (dupla sigmoidal simétrica) foi a que revelou ser a
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Figura 4.4: Coeficiente de particao, em condigdes de filtragdo, em funcdo de 7, para vérios valores de L/r,.

mais apropriada para este fim (equacao 4.14), tendo-se obtido um coeficiente de correlacdo de 0.998.

A equacdo obtida permite assim relacionar ® com a as dimensdes da cadeia representadas por <h2 )1/2:
a
In(®)=a,+ —L { 2a,In
2a

. p(x+a3/2)+e p(az)]
Xp| ————— Xp| —
3 a, ay
+as/2
—Zczzlln[exp(—a2 as/ )+exp(i)]+a3}
ay ay

ap=—11.60; a; = 11.53; a, =3.955; a3 =—5.520; a, =—0.613

(17"

T

(4.14)

x=In(Ay); Ap=

A equacdo 4.14 pode ser comparada com dois casos limites da permeacdo de moléculas lineares sem
o efeito de sucgdo; o de uma cadeia Gaussiana com segmentos infinitésimalmente pequenos [113], e
o caso de uma cadeia retilinea fina [114]. A comparacdo com os resultados obtidos esta representada
na figura 4.5, onde é bem visivel o efeito da succado nos coeficientes de particao.

Um procedimento distinto foi proposto anteriormente [63], em que se assume uma condi¢do di-
ferente para a entrada de uma molécula flexivel num poro, considerando que ocorre deformacao in-
duzida pelo fluxo. E considerado que a molécula segue de forma exata a deformacao induzida pelo
fluxo se as tensoes de corte excederem um determinado valor. Este principio foi desenvolvido mais
recentemente [59, 60, 30] para prever o fluxo critico, a partir do qual a permeac¢ao de moléculas de
plasmideo aumenta de valores pouco significativos para valores consideraveis, tal como referido na

seccao 1.3.2.

4.2.5 Estimativa da permeacao dos solutos

Apés concluida a determinacdo dos coeficientes de particao, a préxima fase no desenvolvimento do
modelo passa por estimar as permeacdes intrinsecas. Esta determinacao pode constituir um pro-
blema complexo caso A, (ou A;,) tenham valores pequenos. No entanto, para moléculas flexiveis com
tamanhos muito superiores ao do poro, o problema pode ser consideravelmente simplificado assu-
mindo que durante a passagem pelo poro estas moléculas ocupam na totalidade a sua area de sec¢do
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Figura 4.5: Coeficiente de particdo em funcdo de A;, (estd representado o logaritmo de ambas as quantidades).
Comparagdo com os valores que se obtém para uma cadeia Gaussiana com segmentos infinitésimalmente
pequenos [113] e para uma cadeia retilinea fina [114].

reta. Isto significa que a difusdo é muito restringida, o que implica que o transporte de massa se dé
exclusivamente por convecgdo. Na auséncia de difusdo, a permeacdo intrinseca é independente do
fluxo e dada por (ver capitulo 2):

S, =®K. (4.15)

onde S, é a permeacao intrinseca, ® é o coeficiente de particao e K, é o fator de impedimento con-
vectivo [43]. No entanto, como a molécula ocupa toda a drea de seccao reta do poro, a velocidade do
soluto deverad ser igual a velocidade média do solvente, o que implica que K. — 1. Assim, apenas para

o caso de moléculas flexiveis com dimensdes muito superiores as do poro, obtém-se:
Sn= (4.16)

Uma vez que esta quantidade é uma permeacio intrinseca, ela pode ser relacionada com a concen-

tra¢do do soluto no permeado, C,, e com a concentragéo de soluto junto a membrana, Cp,:

C
P 417

Para estimar a permeacao observada, que é dada por:

G
Sups = o (4.18)
onde G, é a concentracao do soluto no seio da solugdo, pode-se usar a seguinte relacdo, que se obtém
a partir do modelo do filme [115] (secg¢do 2.4):
Sm

Syps = 4.19
b 8+ (1= Sy) exp(—Jy/k) (4.19)

onde Jy representa o fluxo de permeado e k € o coeficiente de transferéncia de massa, que pode ser
estimado pelo método desenvolvido na préxima seccao.
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4.3 Materiais e métodos

O dextrano T2000 foi adquirido da Pharmacia, atualmente comercializado pela empresa Pharmacos-
mos. Este dextrano apresenta um grau de ramificacdo inferior a 5%, de acordo com o fabricante. O
plasmideo pUCI19foi obtido por fermentacao, e foi isolado e purificado de acordo com o método des-
crito em [17]. O plasmideo obtido, na isoforma super-enrolada, foi linearizado pela acdo da enzima
Smal (Takara Bio Inc.). Apés digestdo com a enzima, a qualidade da preparagdo de plasmideo foi
analisada por eletroforese em gel de agarose (AGE). A enzima foi removida, antes de se iniciarem os
ensaios, por cromatografia de exclusdao molecular (SEC), em que se usou o gel Sephacryl HR-S100 da
GE Healthcare, numa coluna com 1.5 cm x 20 cm, a um caudal de 1 mL/min e a 25°C. A fase mével uti-
lizada foi tampao Tris/HCI 10 mM, a pH 8.00. Antes dos ensaios de filtracdo, adicionaram-se 0.15 M de
NacCl as solucdes de plasmideo, para minimizar eventuais efeitos de carga. Uma solucdo semelhante
foi usada no caso do dextrano T2000. A concentracdo dos solutos nas solucoes testadas foi 1 g/L para
o caso do dextrano e 20 mg/L no caso do plasmideo.

Os ensaios de filtragdo foram realizados na célula de filtragdo Amicon 8010 (Millipore), que tem
uma geometria “dead-end” e 10 mL de capacidade. A velocidade de agitacao foi ajustada com cali-
bragdo prévia. O fluxo de permeado foi controlado pela acdo de uma bomba peristéltica da ISMATEC,
modelo ISM444, que tem 8 cilindros rotativos o que assegura um fluxo praticamente ndo pulsado.
Com esta bomba e com um tubo apropriado, conseguem-se obter caudais muito reduzidos, o que
possibilita minimizar os efeitos de polariza¢gdo de concentracdo, que caso contrario poderiam dificul-
tar a andlise dos resultados experimentais, especialmente tendo em conta os reduzidos coeficientes
de difusdo dos solutos testados.

As membranas usadas foram duas membranas “track-etched” de policarbonato (TEPC) da Sterli-
tech, com raios de poro de 15 e 40 nm (valores nominais), uma membrana de poliacrilonitrilo da Mil-
lipore, com “cut-off” de 300 kDa (XM300) e uma membrana de PVDF da DSS/Alfa-Laval, com 100 kDa
de “cut-off” (FS40PP). As membranas XM300 e FS40PP foram previamente caracterizadas com solutos
de referéncia pelo modelo dos poros simétricos (SPM), descrito em [47], tendo-se obtido, respetiva-
mente, os valores de 10.5 e 4.1 nm para os raios de poro.

Para estimar os coeficientes de transferéncia de massa, k, usou-se a seguinte relacao, valida para
a célula de filtracdo usada [48, 55]:

k wr? 0.567 0.33
Teell _ 0.23 ( cellP ) (L) (4.20)
Des n P Deo

onde D, é o coeficiente de difusdo, w é a velocidade de agitagado (rad/s), p é a densidade, 1) é a visco-
sidade e r € o raio da célula de filtracao. Para evitar ter que determinar a viscosidade e a densidade

das solucdes assume-se que:
k=A™ (4.21)

onde A é uma constante para uma dada solucao. Assim, usando a equacao 4.19 na forma:

1- Sobs 1- Sm ]V
ln(—):ln( )__ (4.22)
obs Sm k

a constante de proporcionalidade “A” pode ser obtida, para as solucdes de plasmideo e de dextrano,
através do grafico de ln(lg—s“"s) vs 0567,
obs

As permeacdes do dextrano T2000 (e dos solutos de referéncia usados para efetuar a caracterizacdo
das membranas) foram determinadas usando um detetor de indice de refragdo da Shodex, modelo RI-
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71, injetando diretamente as amostras. O detetor foi previamente calibrado para cada soluto. Obtém-
se uma excelente seletividade e reprodutibilidade com este método. As permeagdes do plasmideo fo-
ram determinadas por medicdo da absorvancia a 260 nm, usando um espetrofotémetro da Pharmacia
Biotech, modelo Ultrospec 3000. Cada amostra de permeado foi obtida pela filtracao de 10 mL da solu-
¢do inicial; os primeiros 0.5 mL de filtrado foram recolhidos para um primeiro eppendorf para serem
descartados, e o seguinte 1 mL recolhido para outro eppendorf para ser analisado (resultando assim
num volume total de permeado de 1.5 mL). O ntimero de replicados para cada conjunto de condigées
experimentais variou consoante o grau de dispersdo dos resultados. As vdrias repeticdes resultaram
na obtencdo de valores médios de S,,; com uma precisdo de no minimo 0.1, com 95% de confianca.

Deve ser notado que as membranas foram escolhidas de acordo com as simulacgdes feitas previa-
mente, estimando S,, pelo modelo e por estimativa dos parametros da equacao 4.20 para obter k. No
entanto, s6 ap6s determinacdo experimental da constante “A” na equagao 4.21, se obtiveram previ-
soes satisfatorias de Syps.

4.4 Resultados e discussao

Os valores experimentais da a constante “A” (equagao 4.21), necessdrios para efetuar o calculo dos
coeficientes de transferéncia de massa no caso do dextrano T2000 e do plasmideo pUCI9 linear, fo-
ram determinados variando a velocidade de agitacdo entre 60 e 300 min~!. Para o dextrano obteve-se
A =1.04x 107" (rad/s)~%5%7, e para o plasmideo A = 6.87 x 1078 (rad/s)~%-5¢". Estes valores foram as-
sim usados para a determinacao de S, a partir dos valores de S,, de acordo com a equacao 4.19. A
estimativa dos valores de S, foi feita com a equagao 4.16, a partir dos valores de ® obtidos pela equa-
cao 4.14.

Para as membranas de ultrafiltracdao, FS40PP e XM300, o tamanho médio do poro foi obtido pela
determinacdo das permeacoes de solutos de referéncia, tal como referido na seccao anterior. Para as
membranas TEPC, a caracterizagdo ndo foi necessdria uma vez que a distribuicdo de tamanhos de
poro é aproximadamente conhecida [116]. Esta informac&o foi usada nos célculos, assumindo uma
distribuicdo log-normal de tamanho de poro.

Os resultados dos ensaios de filtracdo para o dextrano nas diferentes membranas testadas, a 60
e a 100min~!, estdo representados na figura 4.6. No mesmo grafico estdo também representadas as
previsoes tedricas obtidas pelo modelo desenvolvido. Apesar dos resultados mostrarem alguma ten-
déncia para sobrestimar as permeacoes, o modelo prevé com algum sucesso o tamanho de poro para
o qual ocorrem permeagoes intermédias. As permeagoes reduzidas obtidas com a membrana FS40PP
(r, =4.1nm) a baixas velocidades de agitagao e as permeacdes elevadas no caso da membrana TEPC
0.08 um (7, = 40 nm) foram satisfatoriamente previstas pelo modelo. Para o plasmideo, as previsdes
estdo em melhor concordancia com os resultados experimentais (figura 4.7). Este facto pode estar re-
lacionado com o melhor conhecimento das propriedades fisicas desta molécula, como por exemplo
a massa molecular, que estd melhor definida quando em comparacao com o dextrano. Sabe-se que,
em regra, os dextranos apresentam alguma polidispersividade. Para investigar melhor esta possibili-
dade, e para o caso da membrana XM300, foi simulada a polidispersividade assumindo uma mistura de
dextranos com massas moleculares entre 600 e 3400 kDa, com distribui¢do log-normal, o que resulta
numa polidispersividade de 1.3 e massa molecular média (em peso) de 2000 kDa, que se podem con-
siderar valores tipicos para dextranos lineares, de acordo com os dados apresentados em [117]. Como
se pode ver na figura 4.6, um possivel efeito da polidispersividade ndo parece ser responsdvel pelos
desvios observados. Pode-se observar também que as permeacoes ndo aumentam de forma substan-
cial, da forma como seria esperado, com o aumento do fluxo. Esta tendéncia sistematica sugere que
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Figura 4.6: Resultados experimentais e previsdes tedricas da permeacgao observada (S,p,s) do dextrano T2000 nas
diferentes membranas testadas. (x) Previsdo contabilizando o efeito da polidispersividade (ver texto).

possam ocorrer outros efeitos, com influéncia nas permeacdes, que nao sao contabilizados no modelo
desenvolvido. Ainda assim, pelos resultado obtidos, é possivel afirmar que o modelo proposto para a
estimativa das permeagoes, para o caso de moléculas longas e flexiveis, é relativamente preciso, confir-
mando assim a possibilidade de se usar a equacdo 4.16. A ideia de que, para as condi¢des estudadas, a
conveccao serd o mecanismo de transferéncia de massa dominante, fica igualmente confirmada. Este
importante resultado estd de acordo com os resultados obtidos por Stein et al [118] no estudo do trans-
porte de moléculas individuais de DNA através de canais nanofluidicos. Os autores determinaram a
velocidade de moléculas de DNA com 8.8, 20.3 e 48.5 kbp através de canais com dimensdes compa-
réveis (em termos de ordem de grandeza; 175-3800 nm) quando sujeitas a um fluxo convectivo. Os
resultados mostram claramente uma dependéncia linear entre a velocidade das moléculas e o gradi-
ente de pressdo ao longo do canal, e que para canais estreitos ndo existe dependéncia da velocidade
com o tamanho molecular. Adicionalmente, s6 acima de uma certa altura dos canais é que comecam
a aparecer diferencas nas velocidades das moléculas, e para moléculas maiores observaram-se velo-
cidades mais elevadas. Estes resultados mostram que devera ser aceitdvel considerar que moléculas
grandes e flexiveis, ao permearem em poros de pequenas dimensdes como os que se verificam em
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Figura 4.7: Resultados experimentais e previsdes tedricas da permeacgao observada (S,,,) do plasmideo pUC19
na membrana TEPC 0.03 um, para diferentes velocidades de agitagdo. E feita uma comparagéo entre as
. . . S 2 . . e~
previsdes feitas com diferentes estimativas de <h2)1/ : através de valores de coeficiente de difusdo

(< h2>1/2:270 nm) e através do modelo WLC (( h2>1/2:294 nm).

membranas, deverdo ocupar a totalidade da 4rea de secgdo reta dos mesmos, e assim moverem-se
com a velocidade média do solvente. Isto significa que o fator de impedimento convectivo € iguala 1,

e a permeacao intrinseca para solutos flexiveis pode ser identificada com o coeficiente de particao.

4.5 Conclusoes

Neste capitulo foi desenvolvido um modelo simples para prever a permeacao de duas moléculas linea-
res de elevada massa molecular, o dextrano T2000 e o plasmideo pUC19, assumindo que o mecanismo
de transporte dominante é a convecg¢ao. Para a aplicacdo do modelo, foram estimados coeficientes de
particao usando um método de Monte-Carlo, em que se inclui o efeito de succao a entrada do poro.
Para gerar as moléculas foi utilizado o modelo de cadeias de ligacdo livre (FJC).

Os coeficientes de parti¢cdo foram obtidos em funcao do racio da distancia média entre as extremi-
dades da cadeia (<h2>1/2) e o raio do poro. Para estimar <h2>1/2, os coeficientes de difusdo (ou os raios

hidrodinamicos) das moléculas tém que ser conhecidos. Para o caso de plasmideos lineares propds-se
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uma correlacdo a partir de dados recolhidos na literatura. Tal como previsto pelo modelo, observou-
se que ambas as moléculas estudadas permeiam através de poros com dimensdes muito inferiores
aos seus raios de giracdo, tendo-se obtido excelentes previsdes no caso do plasmideo. Os coeficien-

0567 com os valores da

tes de transferéncia de massa dos solutos foram calculados pela relagdo k = Aw
constante “A” a serem determinados experimentalmente para cada soluto. Para o caso do dextrano, as
permeacdes determinadas experimentalmente sdo em regra mais baixas que as previstas pelo modelo,
especialmente a fluxos mais elevados. Esta mesma tendéncia pode ser observada também para o plas-
mideo, sendo no entanto os desvios menores e dentro do erro experimental. Assim, tendo em conta
a simplicidade do modelo desenvolvido, e o facto de este poder ser facilmente aplicado na prética,
uma vez que ndo € necessdrio saber a priori nenhum parametro dificil de obter experimentalmente,

pode-se considerar positiva a sua aplicacao.
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Capitulo 5

Ultrafiltracao de DNA plasmidico: Modelacao e
aplicacao

O trabalho descrito neste capitulo foi publicado na revista Journal of Membrane Science [65].

5.1 Introducao

Tal como referido no capitulo 1, os processos de separacdo com membranas tém vindo a ser estudados
no ambito da purificacdo de DNA plasmidico. Dado o elevado ntimero de possiveis aplicagdes des-
tes processos [31], é desejavel entender melhor a forma como estas biomoléculas permeiam através de
matrizes porosas. A formulacdo de modelos matemadticos com capacidade de previsdo da seletividade
e desempenho deste tipo de processos sdo uma mais valia nas fases de desenvolvimento, otimizagao
e controlo. Em termos de geometria molecular, os plasmideos sdo moléculas circulares, longas e fle-
xiveis, capazes de adotar estruturas super-enroladas, dependendo das propriedades do meio. Sendo
moléculas longas e flexiveis, os plasmideos apresentam um comportamento de permeagao, através
de poros de pequenas dimensoes, completamente distinto do que se verifica com moléculas de maior
rigidez molecular, cuja permeacao se assemelha ao comportamento de esferas rigidas (isto é, ndo pas-
siveis de sofrer deformacao).

A teoria do transporte restringido de solutos através de poros de pequenas dimensdes permitiu
obter modelos, especialmente no caso em que os solutos sdo modelados como esferas rigidas, com
excelente capacidade de previsao de resultados experimentais [43, 44, 47]. No entanto, estes modelos
nido podem ser utilizados para prever a permeagao de moléculas de pDNA. De facto a possibilidade de
deformacao da geometria destas moléculas faz com permeiem de forma significativa em poros cujas
dimensodes sdo consideravelmente inferiores aos seus raios hidrodinamicos [35, 59, 60, 58]. A aplicagdo
dos modelos de esferas rigidas neste caso produz o natural resultado de auséncia de permeacdo. Tal
como referenciado na secc¢do 1.3.2, existem vdarios modelos na literatura com o intuito de prever o
fluxo méximo a partir do qual a deformacgdo das moléculas de plasmideo é suficientemente alta para
que estas permeiem através de poros de menores dimensdes [59, 60, 62, 63].

Sendo moléculas altamente carregadas, os plasmideos apresentam também variagdes na sua per-
meacdo com a for¢a iénica do meio [61, 62]. Nestes estudos observou-se um aumento da permeacao
com o aumento da for¢a idnica, mesmo utilizando membranas essencialmente sem carga. Este fen6-
meno foi atribuido a alteragdes conformacionais das moléculas de pDNA provocadas pela reducao das
interacdes eletrostéticas entre os seus grupos fosfato, com o aumento da forca i6nica, levando assim
a obtencdo de moléculas mais compactas [61].

O método desenvolvido no Capitulo 4 segue uma abordagem diferente, na qual para além da exis-
téncia de deformacao induzida pelo fluxo, é necessario que a molécula possua uma conformacgao e
orientacdo, adequadas quando se aproxima do poro. Um método de Monte-Carlo foi desenvolvido
para estimar a probabilidade da ocorréncia de permeacao, em condi¢ées de filtracdo, probabilidade
essa que pode ser identificada com o coeficiente de particao a superficie da membrana (®). Para obter
os valores de @, as moléculas foram modeladas como cadeias de ligacao livre (FJC), tendo-se obtido
uma relagdo entre ® e A;,, onde A;, é o racio da distancia entre as extremidades da cadeia e o raio do
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poro, <h2>1/2/ 1,- Alternativamente pode-se calcular ® em fun¢do de A4, onde A, representa o racio
entre o raio de giragdo e o raio do poro, ry/7,. A aplicabilidade do modelo foi testada com dois poli-
meros lineares: um dextrano e uma molécula de DNA plasmidico na isoforma linear, obtida pela acao
de uma enzima de restricao [64].

No estudo desenvolvido neste capitulo, pretende-se obter um modelo para a previsdo da permea-
¢do de DNA plasmidico, na sua isoforma super-enrolada. Dois modelos bdsicos de representacdo da
estrutura destas moléculas sdo aqui discutidos: o modelo de cadeias fechadas segmentadas (CSC) e o
de cadeias FJC. Para além disso, é demonstrado que a equacao obtida no capitulo 4, escrita em termos
de A, pode ser usada para obter ® no caso da representagédo CSC. A partir dos valores de ® estimados,
é possivel prever as permeacdes observadas (Sps) através de um modelo de transporte de massa igual-
mente desenvolvido neste capitulo, no qual os plasmideos sao modelados como poli-eletrélitos. Com

o referido modelo € ainda possivel prever as variacdes na permeacao com o efeito da forca idnica.

5.2 Materiais e métodos

5.2.1 Desenvolvimento do modelo de transferéncia de massa

Para estimar a permeacdo de um plasmideo através de uma membrana, na presenca de um sal, tem
que se considerar um modelo de transporte com, no minimo, trés componentes: o plasmideo em si,
que se considera o componente “1”, sendo ele um poli-anido com carga —2nbp, onde nbp representa
o numero de pares de bases, um anido como Cl~, considerado o componente “2” e um catido como
Na™, considerado o componente “3”. As concentragdes dos componentes 1 e 2 sdo normalmente co-
nhecidas no seio da solugdo a filtrar, G, ; e G, e se o componente 3 for considerado o contra-ido de
ambos os componentes 1 e 2, a sua concentragdo pode ser obtida por um simples balanco de cargas.
Um balango semelhante pode ser feito a solucdo perto da superficie da membrana, considerando que
ndo ocorre adsor¢do, onde as concentragdes das espécies sdo C, ;. Estas concentracoes diferem das
que se verificam no seio da solucdo devido a ocorréncia de efeitos de polarizacao de concentragao
(seccao 2.4).

Considera-se que a superficie da membrana os solutos estdo distribuidos, entre os poros e a solu-
¢do, segundo os seus coeficientes de particao. Para o calculo do coeficiente de particdo do plasmideo,
®,, utiliza-se a equacao 4.14 (capitulo 4), com os coeficientes modificados para se obter uma relagao
entre ® e A,:

a X+as/2 a
In(®) =a,+ ﬁ { 2a, ln[exp(a—3)+exp(—2)]

3 4 a

+as/2
—2a4ln[exp(%) + exp(ai)] +as }
4 4

ay=—11.60; a; =11.53; a, =3.955; az =—5.520; a, =—0.613

(5.1)

r
x =In(Ag)+0.896; A, = -2
T
Todas as membranas usadas neste trabalho foram previamente caracterizadas, quanto aos seus raios
de poro, pelo modelo dos poros simétricos (SPM) descrito em Morao et al [47]. Se puder ser conside-
rado que nio existem efeitos de carga a superficie da membrana, isto €, se a membrana for essencial-
mente neutra, o coeficiente de particdo do plasmideo, ®;, pode ser dado pela equagao 5.1.
Como discutido no capitulo 4, o mecanismo de transporte dominante, para o caso da permeacao
de uma molécula de plasmideo em poros estreitos, devera ser a conveccgao (a difusdo serd desprezavel).

Considera-se igualmente que durante a passagem do plasmideo em poros com 7, < 1, estes deverao
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ocupar a totalidade da 4rea de secc¢do reta dos mesmos. Nestas condicdes, ¢; pode ser identificado
com a permeacao intrinseca, Sy, ;, que por definicdo é dada para as vdrias espécies como:

Sm,i = & (5-2)

Cm,i
onde C,; sdo as concentragdes das espécies no permeado. Os valores de Sy, , € Sy, 3 s80 aqui aproxi-
mados a 1, assumindo que os sais considerados néo sdo retidos pela membrana; assim C,; = Gy, ; para
i =2 e 3. Para completar o desenvolvimento do modelo matemadtico a ser usado nos célculos, podem-
se obter uma série de relacoes entre as concentragoes C,;, Gy € G, ; através da integragdo numeérica
da equacdo estendida de Nernst-Planck (NP) no filme onde ocorre a polarizacao de concentracao [56]:

ac,; —z;,C,;Fdv J
Yl L~y v
— — 4+ —(C, ;i —( . 5.3
dy R1T dy Di(y’l p’l) (5.3)

onde ¥ é o potencial elétrico e C,; as concentra¢des a uma distancia (6 — y) da membrana, sendo 6
a espessura da camada de polarizacao de concentracao (seccao 2.4). A integracao devera ser feita em
condicGes de eletroneutralidade, o que implica que:

3, dCy;
Zzi T=0 (5.4)
=1 y

5.2.1.1 Algoritmo para o cdlculo de C,;, G, ; e das propriedades da membrana

O primeiro passo do algoritmo aqui proposto para o calculo numérico de C, ;, consiste em estimar os
valores de Cp,; e Cp, », e calcular o respetivo valor de Cy, 3. A partir destes valores, que se denotam por
Cr(l)l,i’ podem-se estimar as concentracdes no permeado: para o caso do plasmideo, como <I>C[?Ll, e para
0s componentes 2 e 3, como CI‘I’L2 e CI‘IJL?’, respetivamente. Com estes valores de C,,; o sistema de equa-
¢oes diferenciais definido pela equacao estendida de Nernst-Planck, juntamente com a equacgao 5.4,
pode ser integrado usando G,; como condig¢des iniciais ao longo da distancia 6, que corresponde a
espessura da camada de polarizacdo de concentracao. Esta espessura pode ser calculada através da

equacaio:
D,
o0~— (5.5
% (5.5)

onde k; é o coeficiente de transferéncia de massa do plasmideo, que se pode obter através da seguinte
correlacdo valida para as células de filtracdo usadas neste trabalho [48, 55]:

k w rz 0.567 0.33
Bleen _ 0.23( cell ) ( 1 ) (5.6)

Pode ser entdo calculada uma nova estimativa para os valores de C, ;, que se denotam como CIL o€
estes valores comparados com os valores estimados anteriormente C? .. Usa-se a seguinte fungao de
erro para comparar os dois conjuntos de valores:

> |Cr?11_cr}1i|
f(Cg,i’Cél,i)ZZT (5.7)
1

i=1 B

O erro absoluto é dividido pela respetiva G, ; uma vez que as concentragoes do plasmideo neste traba-

lho sdo sempre muito inferiores as do sal. Para obter os valores corretos de Cy, ;, as estimativas iniciais
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para C,, ;e Cy,, podem ser variadas ao longo de intervalos pré-estabelecidos para permitir encontrar
o minimo de f.

Apos obtengédo dos valores de C,;, a permeacdo observada, Sy, pode assim ser determinada e
comparada com os resultados experimentais para o caso do plasmideo:

Goi
Sobs,i = a‘l (58)

5.2.2 Estimativa do coeficiente de particao do plasmideo, ®

Para aplicar o modelo de transferéncia de massa definido em cima, o coeficiente de particao do plas-
mideo tem que ser estimado, e para isso tem que se definir um modelo estrutural para a representagao
desta molécula. Sendo os plasmideos moléculas com uma estrutura complexa, é desejavel considerar
uma forma simplificada de os representar durante a simulacdo da sua permeacdo através de mem-
branas. Para isso, duas representacoes sdo propostas: a primeira considerando os plasmideos como
cadeias segmentadas fechadas (CSC), e a segunda considerando os plasmideos como moléculas line-
ares, usando a abordagem FJC.

5.2.2.1 Abordagem de cadeias segmentadas fechadas (CSC)

O modelo mais simples para representar polimeros circulares é o de cadeias segmentadas fechadas.
Uma representacao de uma molécula circular pelo modelo CSC pode ser obtido através da geracao de
uma FJC da molécula linear correspondente com n; segmentos de comprimento [;, como descrito no
Capitulo 2. Para cada conformacao gerada, a possibilidade de permeacao € entdo testada segundo o
método descrito no Capitulo 4 para FJC. O processo consiste em alinhar o centro de massa da estrutura
com o centro do poro, e mais outras 10 posicdes radiais. Em seguida, para cada posicao radial, se
a massa pontual da molécula mais préxima da superficie da membrana ficar projetada no interior
do poro, considera-se que ocorre permeacao. Repetindo este procedimento um elevado ntimero de
vezes, tipicamente acima de 10° simulagoes, pode-se obter uma distribuicdo radial da probabilidade
de permeacao, e integrando essa funcdo obtém-se a probabilidade total de permeacao, que representa
o coeficiente de parti¢do, @, do soluto entre a solucdo junto a membrana e o interior dos poros [79].
Este coeficiente de particdo tem que ser visto como um coeficiente de particao dindmico uma vez que
ele é apenas valido em condicdes de filtragdo.

O raio de giracdo de uma molécula modelada como CSC pode ser também diretamente determi-
nado das simulagées computacionais previamente descritas. Para isso, em cada geracdo da molécula
calcula-se o raio de giracdo instantaneo, rg, dado por:

ng+1
1 k

*\2 _ 2 _ 7 2
(=g =T G9)

i=1

onde 7; representa as coordenadas do ponto i e 7, as coordenadas do centro de massa da estrutura. A
equacdo 5.9 é valida para uma cadeia com massas pontuais todas iguais (isto é, com a mesma massa).
Ap6s um elevado niimero de simulagdes, acima de 10°, o valor médio do raio de giracao, 7, pode assim
ser calculado.

Valores obtidos de & para uma representacdo CSC, estdo representados na figura 5.1 em funcao
de n;, para diferentes valores de L/ "o onde L é o comprimento do contorno da cadeia (L =n;l;) e "
é o raio do poro da membrana. Os valores obtidos sdo comparados com 0s que se obtém com uma
representacgdo FJC, calculados previamente no capitulo 4. Como se pode verificar, os valores de ® para
CSC sao ligeiramente superiores aos valores correspondentes para a representacdo FJC, em especial
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Figura 5.1: Coeficiente de particao de cadeias CSC e FJC, em condigdes de filtracdo, em funcdo de n; para varios
valores de L/r,.

quando o nimero de segmentos da cadeia é pequeno. No entanto a dependéncia de ® com 1, € a
mesma quer para a representacao CSC, quer para a representacao FJC (ver figura 5.2). Assim pode-se
concluir que a equacao 5.1, obtida originalmente para FJC, é igualmente vélida para uma abordagem
CSC. A partir das simulagdes foi igualmente possivel obter a seguinte equagdo que relaciona r, para
uma CSC, com ny. e L:

ry=0.221n"%*L (5.10)

Para uma molécula de DNA de dupla cadeia linear o valor de L pode ser estimado pelo aumento de
comprimento axial por par de bases, igual a 0.34 nm, multiplicado pelo ntimero total de pares de ba-
ses. Este valor devera ser semelhante para cadeias fechadas, como € o caso do DNA plasmidico. Para
estimar o valor de n; é necessdrio saber [,. Como primeira estimativa pode-se considerar que [ é
dado pela distancia de Kuhn, I, da molécula linear correspondente (FJC). Os valores da distancia de
Kuhn para moléculas lineares correspondem aproximadamente ao dobro do comprimento de persis-
téncia, a, o que é uma boa aproximacao para L/a > 10. O comprimento de persisténcia do DNA linear
é dependente da forc¢a i6nica da solucao, I, através do inverso do comprimento de Debye, k, e pode
ser estimado pela seguinte equacao [60, 83]:

kbe b

m—l—ln(l—ef“’) (5.11)

. (m*)” Roa
2 Zle

[(225— 1)

onde a* é o comprimento de persisténcia de DNA sem carga, Rpy, € 0 raio da dupla hélice do DNA, z
é avaléncia do catido (componente 3), /3 € o comprimento de Bjerrum da dgua pura, & é a densidade
de carga do DNA e b é o espaco entre cargas no DNA. No entanto, é esperado que [;, para uma CSC
deva ser inferior a I, tendo em conta que a tensdo molecular numa CSC devera ser superior que no
caso de uma FJC. Considerando, numa primeira abordagem, que o ricio entre n; e [y é independente
do comprimento de contorno, é aqui proposto a introdu¢do de um paradmetro, a, que relaciona estas

duas quantidades:
lk=alx (5.12)
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Figura 5.2: Coeficiente de parti¢do de cadeias CSC, em condigdes de filtragdo, em fungdo de A, para varios
valores de n;.

Um método adequado para obter a para DNA circular passa por considerar os valores de r, disponiveis
na literatura, e usar as equagodes 5.10 e 5.12. Um valor 6timo de @ = 0.196 foi estimado, usando um mé-
todo de minimos quadrados, a partir de dados obtidos para diferentes plasmideos a diferentes valores
de forca i6nica (ver figura 5.3). Sabendo o valor de @, o célculo de n; a partir de I é assim possivel
para outro plasmideo através da equagao 5.12. Os valores de r, obtidos por este método podem ser
comparados com valores existentes na literatura para o raio de giracdo de trés plasmideos com 5.76,
9.80 e 16.8kbp, medidos por “static light scattering” [119]. Os valores encontrados sdo 102+2, 117+3
e 169 + 4 nm, respetivamente, que estdo em boa concordancia com os valores de 86, 121 e 171 nm

obtidos pelo método aqui desenvolvido.

5.2.2.2 Abordagem de cadeias de ligacao livre (FJC)

Apesar de ndo serem moléculas lineares, os plasmideos podem também ser modelados como ca-
deias FJC, mas somente em condi¢oes de elevada forca i6nica. Os plasmideos, quando apresentam
uma estrutura altamente super-enrolada, encontram-se numa conformacao que se assemelha a uma
molécula linear, como pode ser comprovado por imagens de AFM obtidas a elevadas forcas i6nicas
(160mM) [121]. Considerando este facto, a equacao 5.1 pode ser usada com os valores de Ig calcula-
dos a partir do modelo de cadeias “worm-like”, WLC, através da seguinte equacéo [59, 61, 60]:

L 2a as\? V2
rg=a;| ——1+ s—z(—s) (1—ete/) (5.13)
3a; L, L,

Os subscritos “s” usados na equagdo 5.13 servem para indicar que os valores do comprimento de per-
sisténcia, a,, e do comprimento do contorno, L, referem-se a super-hélice e ndo a dupla cadeia de
DNA (dsDNA).

Valores de L; e a;ndo sdo conhecidos a priori, no entanto L;, numa primeira abordagem, pode
ser estimado como 0.5, onde L representa o comprimento do contorno do dsDNA (ou seja, L é dado
por 0.34 nm multiplicado pelo nimero de pares de bases e L representa assim a maxima extensao
possivel de uma molécula de pDNA). Assim, a; pode ser estimado a partir de valores conhecidos de

1 através da equacao 5.13. Latulippe et al [119] propuseram uma outra forma de abordar o problema,
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Figura 5.3: Raio de giragdo para o plasmideo p1868 (1868 bp) e para o virus SV40 (5243 bp) em funcao da forca
i6nica [120]. Na figura estd igualmente representado o ajuste, através das equagdes 5.10 e 5.12, com @ =0.196 e
a=1.

considerando para os plasmideos um comprimento de contorno efetivo de 0.4L, quando a; =46nm,
que estd em melhor concordancia com o valor de L;/L =0.41 obtido por Boles et al [122].

5.2.2.3 Comparacdo entre as duas abordagens

As abordagens CSC e FJC para modelar a estrutura de pDNA, em condicdes de elevada for¢a idénica, sdo
comparadas na figura 5.4. Como se pode verificar, a melhor abordagem é claramente a de CSC, que
produz um erro médio no valor de 7, inferior a 4%. Por este motivo, este foi o modelo escolhido para
efetuar os célculos. Através desta abordagem € possivel estimar o coeficiente de particdo dindmico de
plasmideos em funcao do seu ntimero de pares de bases e do raio do poro da membrana (ver figura 5.5).

200
.7 e
150 + o -
‘/'/ - /,// O Experimental [120]
E L _.’ //’/ ® Experimental [119]
=} R //// Abordagem CSC
L0100 - LA | | - - - Abordagem FIC, L, =0.5L
ST - - - - Abordagem FIC, L, =0.4L
e
PERPAY
AR
/v
/7 /{'v
50 .~ -
8-
| | |
0 5 10 15
kbp

Figura 5.4: Comparacdo das diferentes abordagens para estimar o raio de giracdo de plasmideos. Foram usados
os seguintes valores de a; no caso da abordagem FJC: 20.8 nm (valor de ajuste) para o caso em que L; =0.5L e
46nm, segundo [119], no caso de L, =0.4L. Valores experimentais para r, foram obtidos por Latulippe et al [119]
e por Hammermann et al [120].
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Figura 5.5: Coeficiente de particdo dinamico de plasmideos em fungao do niimero de pares de bases para
diferentes tamanhos de poro.

Tabela 5.1: Caracteristicas principais das membranas usadas.

Membrana Material Fabricante  r,[nm] £ L{um]
TEPC0.03um  Policarbonato “track-etched”  Sterlitech 152;14.5>  42x1073¢ 6°
XM300 Poliacrilonitrilo Millipore 10.54 — —
YM100 Celulose regenerada Millipore 10.0° — —
Nylon0.2pum  Nylon Millipore 100? — —

2 Valor nominal.

b Calculado a partir da distribuicdo de tamanhos de poro.
¢ Fornecido pelo fabricante.

d Obtido em [64].

5.2.3 Parte experimental

Foi usado o pasmideo pVAXI-LacZ, com 6050bp, nos ensaios experimentais. O plasmideo foi pro-
duzido por fermentagdo com a bactéria E. coli DH5a, e posteriormente purificado como descrito em
Sousa et al [17]. O grau de purificacdo da preparacao final de plasmideo foi avaliado por eletroforese
horizontal em gel de agarose (AGE). Todas as solucdes de plasmideo usadas nos ensaios foram pre-
paradas num tampao contendo 10mM de Tris/HCl a pH 8.00, com adicdo de 0.45M de NaCl, com
excecdo dos ensaios em que se investigou o efeito da forca i6nica da solugdo na permeagao. Nesses
testes, foram adicionadas quantidades pré-determinadas de NaCl ao tampao Tris para obter diferentes
valores de forca i6nica.

As membranas usadas, assim como as suas principais caracteristicas, estdo indicadas na tabela5.1.
Todas as membranas tém tamanhos de poro semelhantes mas sao feitas de diferentes materiais. No
caso das membranas “track-etched” de policarbonato (TECP), a distribuicdo de tamanho de poro é
conhecida através de Kim et al [116]. Para as membranas XM300 e YM100, o raio de poro médio foi
obtido pela determinacdo das permeacgdes de solutos neutros, usando o modelo do poro simétrico
(SPM) descrito em Mordo et al [47]. Os valores obtidos de r, estdo indicados na tabela 5.1.

Os ensaios de filtracdo foram efetuados num célula de filtracao da Amicon/Millipore, modelo 8010,
com uma area efetiva de filtracdo de 4.1 x 10~* m?. Antes de serem utilizadas nos ensaios, as membra-
nas foram mantidas em dgua durante a noite e em seguida lavadas com a passagem de pelo menos
20 mL de tampao para assegurar a completa remocdo de agentes conservantes, inicialmente presen-
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tes nas membranas. O tampao foi entdo removido da célula e substituido por 10 mL da solucao de
plasmideo a ser filtrada. Recolheu-se logo em seguida, do interior da célula, uma amostra da solucao
inicial. A velocidade de agita¢do, w, foi ajustada para 100 e para 800 min~' (com calibracdo prévia). A
temperatura em todos os ensaios foi de 20+ 1°C. O caudal de permeado foi controlado em todos os
ensaios através de uma bomba peristaltica Watson-Marlow 403 U, colocada a jusante da membrana
(atuando assim por succao). Antes de se recolher a amostra de permeado para ser analisada, o pri-
meiro 1.0 mL filtrado foi recolhido num Eppendorf para ser descartado. Este procedimento tem com
objetivo evitar a diluicdo da amostra de permeado devido ao liquido presente inicialmente no tubo
da bomba peristaltica, como verificado experimentalmente. O volume de permeado recolhido em
seguida foi 0.6 mL (filtrando-se assim no total 1.6 mL da solucéo inicial). As concentrac¢des de plasmi-
deo, quer no permeado quer na solucao inicial, foram determinadas medindo a absorvancia a 260 nm,
num espectrofotémetro da Pharmacia Biotech, modelo Ultrospect 3000.

5.3 Resultados e discussao

Usando a abordagem CSC, o raio de giragdo do plasmideo foi estimado em 85.6 nm a uma forca iénica
de 0.46 M, que representa o valor escolhido para realizar as experiéncias (com excecdo dos ensaios
em que se variou a forca i6nica). Com este valor e com os tamanhos de poro dados na tabela 5.1, os
coeficientes de particdo dindmicos puderam ser calculados através da equacao 5.1. Os valores obtidos
estdo indicados na tabela 5.2. Com estes valores, a permeacgao observada pode assim ser estimada
resolvendo numericamente o sistema de equacgdes 5.1—5.8, com 6 estimado pela equagéo 5.5 e k;
estimado pela equagdo 5.6. O coeficiente de difusdo do plasmideo pVAXI-LacZ foi estimado em 2.97 x
10~'2m? /s utilizando a correlacdo proposta por Prazeres et al [82].

As permeagdes observadas do plasmideo pVAXI-LacZ nas membranas TEPC 0.03 pm, XM300 e
YM100, para diferentes velocidades de agitacdo, em fun¢do do fluxo estdo representadas na figura 5.6,
comparadas também com as correspondentes previsées tedricas. Como € visivel na figura 5.6, as
previsdes do modelo proposto (p.) estdo de acordo com a observacao experimental da existéncia de
permeacdes intermédias do plasmideo na gama de fluxos testados, e para a velocidade de agitacao
mais elevada aproximam-se claramente dos resultados experimentais. As permeacdes observadas
sdo, no entanto, geralmente mais baixas que o previsto pelo modelo. Este facto sugere a ocorréncia
de uma excessiva acumulacao de plasmideo na superficie da membrana (adsor¢édo), que devera ser
mais pronunciada a velocidade de agitacao mais reduzida. Para investigar esta possibilidade, pode-se
colocar a hipétese da ocorréncia de adsorcdo do plasmideo na superficie da membrana, o que faz com
que a membrana adquira carga negativa devido ao facto dos plasmideos serem moléculas altamente

carregadas negativamente, o que poderd explicar a diferenca entre os resultados experimentais e as

Tabela 5.2: Coeficiente de parti¢ao dinamico do plasmideo
pVAX1-LacZ nas membranas usadas com for¢a idnica igual

a 0.46 mol/L.
Membrana o
TEPC 0.03 pm 0.0409% ; 0.0418
XM300 0.0205
YM100 0.0187
Nylon 0.2 pym 0.57

2 Usando o valor nominal de tamanho de poro.
b Usando a distribuicdo de tamanho de poro.
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Figura 5.6: Valores experimentais e previstos (p.) das permeacdes observadas do plasmideo pVAXI-LacZ nas
membranas TEPC 0.03 nm (a), XM300 (b) e YM100 (c), em funcdo do fluxo de permeado para diferentes valores
de velocidade de agitacdo. Estdo também representadas as previsdes corrigidas considerando carga negativa a

superficie da membrana (Q, < 0) devido a ocorréncia de adsorgao.

previsdes do modelo. Assim, o algoritmo desenvolvido para a estimar S, pode ser alterado para pos-
sibilitar uma estimativa da carga da membrana, Q,, a partir dos resultados experimentais. Com os
valores obtidos de Q,, a fracdo da superficie da membrana coberta com moléculas de plasmideo, 8,

pode assim ser calculada.

Para efetuar os célculos pode-se considerar um método iterativo no qual é feita uma aproximacao
inicial, C,, ~ G5, € a partir de valores conhecidos de C,, ;, calcular assim C, 3. Com os valores obtidos
de G,; e Gp,i» @ equacdo 5.3 pode ser resolvida, como descrito anteriormente, obtendo-se assim os
valores de C,,;. Considerando que algumas moléculas de plasmideo estdo adsorvidas a superficie
da membrana, formando um filme com carga negativa, todos os componentes em solucdo estardo
envolvidos num equilibrio de parti¢do, com a concentragdo das espécies nao-adsorvidas, Cy; ;, dada

por:

ZiF
Cy,i = i €Xp ﬁA\PD (5.14)
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onde AV, representa a diferenca entre o potencial elétrico na solucao perto do filme e potencial elé-
trico no filme. Dado que Cy;,; = C,,/®, com os valores de C,,; pode-se calcular a diferenga de poten-
cial elétrico, AV, usando a equagao 5.14 na forma:
AUy = Eln(%) (5.15)
7 F Cn,1

Os valores de Cy;, e Cy 3 podem ser calculados pela equagao 5.14. Com o novo valor obtido de Cy; ,
obtém-se assim uma nova estimativa para C,, e os célculos deverdo ser assim feitos de forma ciclica
até que se obtenha convergéncia. Com os valores finais obtidos de Cy;, Q, pode ser calculada pelo
balanco de cargas na filme adsorvido a superficie da membrana:

3

Qc=—>.2Cu,; (5.16)
i=1
Assumindo que apenas se adsorve uma camada de moléculas de plasmideo a superficie da mem-
brana, a fracdo de cobrimento, 8, pode ser determinada através de Q,. Em primeiro lugar calcula-se
o ntimero de moléculas de plasmideo adsorvidas por unidade de volume da mono-camada:
QxNA

Nygs =— 5.17
ads 2nbp (6.17)

onde N, é o nimero de Avogadro, tendo em conta que cada molécula de pDNA tem (2 nbp) grupos car-
regados. Multiplicando N,q4s por uma distancia igual a duas vezes o raio de giracao do plasmideo, 27y,
obtém-se aproximadamente o nimero de moléculas de pDNA adsorvidas por unidade de drea. Uma
vez que cada molécula de plasmideo ocupa uma area de aproximadamente 7t rgz, afracdo da superficie
da membrana coberta é dada por:
o=—2Na s 51
nbp 8

Os valores obtidos para Q, e 0, estdo representados na figura 5.7, em funcao do fluxo de permeado.
Como se pode observar, valores bastante razodveis de 6 se obtém assumindo a formacido de uma
mono-camada de moléculas de plasmideo adsorvidas na superficie da membrana. Para cada mem-
brana, 6 é claramente superior para a velocidade de agitagdo mais baixa e para a membrana YM100
obtém-se os valores mais altos de 8, o que reflete o maior desvio entre os resultados experimentais
e as previsoes tedricas encontradas para esta membrana. Para os valores de Q, verificou-se uma de-
pendéncia linear com Jy, sendo esta dependéncia aparentemente independente da membrana usada.
Com o auxilio das correlagdes indicadas na figura 5.8, pode-se formular um melhor modelo para a de-
pendéncia de S,,s com Jy e w, considerando o efeito da carga da superficie da membrana nos célculos,
em vez de se assumir Q, =0 (figura 5.6).

Para além da influéncia do tamanho de poro, fluxo e velocidade de agitacdo na permeagao do plas-
mideo, Sy, € igualmente importante investigar o efeito da forca idénica, que se sabe ter grande im-
portancia. As permeacdes observadas do plasmideo, obtidas a diferentes valores de forca iénica, nas
membranas TEPC 0.03 um e na membrana de Nylon 0.2 pm, estdo representadas na figura 5.9, onde
se encontram comparadas com as previsdes tedricas assumindo adsorcdo desprezavel, ou seja Q, =0.
Como € possivel constatar, para valores elevados de forca iénica o plasmideo apresenta elevados va-
lores de permeacgao, e a medida que a forca iénica diminui observa-se uma transicdo marcada para
valores reduzidos de S5, por volta de 50mM para a membrana TEPC 0.03 pm, tal como previsto pelo

modelo. Para a membrana de Nylon 0.2 um, que tem poros de maiores dimensdes, o valor de forca
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Figura 5.7: Fracdo de cobrimento da drea da membrana por adsor¢do de moléculas de plasmideo, 6, em fun¢ao
do fluxo de permeado, para as duas velocidades de agitacao testadas. Os valores foram obtidos a partir dos
dados representados na figura 5.6.
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Figura 5.8: Carga total das moléculas de plasmideo adsorvidas na superficie da membrana em funcao do fluxo
de permeado, para as duas velocidades de agitacdo testadas. Os valores foram obtidos a partir dos dados
representados nas figura 5.6.
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Figura 5.9: Permeacdo observada experimental e prevista (p.) do plasmideo pVAX1-LacZ na membrana TEPC

0.03 um com J; =5.0 x 10°m/s e na membrana Nylon 0.2 um com J, = 4.2 x 107*m/s, em fungao da forca

i6nica, para = 100min".

i6nica para o qual se observa a transi¢do é aparentemente mais baixo, cerca de 10mM, igualmente
como previsto pelo modelo. O fator dominante que leva a diminuicdo no valor de S;,,s € o0 decréscimo
da concentracdo de plasmideo junto a superficie da membrana, Cy, ; (ver figura 5.9). Este facto é con-
sequéncia da maior repulsido que ocorre entre as moléculas de plasmideo a superficie da membrana,
amedida que a concentrac¢do de sal diminui, o que pode ser visto pelo aumento do valor absoluto do
gradiente do potencial elétrico junto a membrana, (dW¥/d y),, (ver figura 5.10).

5.4 Conclusoes

Neste capitulo desenvolveu-se um modelo de transferéncia de massa para prever as permeacgées ob-
servadas de plasmideos em membranas com poros de pequenas dimensdes. Nestas circunstancias,
considera-se que a permeacao s6 ocorre devido ao efeito de succdo do fluxo convectivo de solvente
e que os plasmideos durante a passagem pelos poros ocupam a totalidade da sec¢do reta do mesmo,
sendo assim a convecc¢do o Gnico mecanismo de transporte. As moléculas de plasmideo tendem a
acumular-se junto a superficie da membrana devido a ocorréncia de polarizacdo de concentracio.
No entanto, esta acumulacdo é contrabalancada pela existéncia de repulsdo eletrostética entre as mo-
léculas de plasmideo, que sdo altamente carregadas negativamente.

A precisdo das previsoes do modelo aqui desenvolvido revelou-se ser bastante dependente das
condicdes hidrodinamicas usadas, especialmente da velocidade de agitagdo assim como do fluxo de
permeado imposto. No entanto, estes desvios podem ser interpretados com o modelo desenvolvido,
considerando a ocorréncia de adsor¢cdao de moléculas de plasmideo na superficie da membrana. Foi
assim proposta a existéncia da formag¢do de uma mono-camada de moléculas de plasmideo, o que
confere carga negativa a membrana. Nesta situacao, as moléculas de plasmideo serdo parcialmente
excluidas da regido perto dos poros, o que leva a diminuicdo da permacdo observada em comparacio
com as previsoes do modelo.

Para além de efeitos hidrodindmicos, a acumulagado de plasmideos a superficie da membrana pode
ser contrabalancada também pela diminuicdo da forca ibnica da solucdo, uma vez que os plasmideos
sdo altamente carregados negativamente e assim a repulsao entre eles é intensificada. Com o modelo
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Figura 5.10: Previsdes do modelo, assumindo Q, =0, para o racio entre a concentracdo de plasmideo a
superficie da membrana e a concentragao de plasmideo no seio da solugao, C,;,;/C,, e para o valor do
gradiente de potencial elétrico a superficie da membrana, em funcao da forca iénica, para as membranas TEPC

0.03 um(a) e Nylon 0.2 pm(b).

desenvolvido conseguem-se obter boas previsdes deste efeito. O modelo tem ainda a capacidade de

considerar a presenca de carga na superficie da membrana, facto que pode ser importante no ambito

da purificacao de DNA plasmidico.
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Capitulo 6

Extracao de DNA plasmidico de caldos de fermentacao
por um processo combinado de micro e ultrafiltracao

O trabalho descrito neste capitulo foi publicado na revista Journal of Membrane Science [11].

6.1 Introducao

Desde a ultima década, um grande ntimero de estudos tém vindo a ser publicados sobre a possivel
aplicacdo de DNA plasmidico em terapia génica e na produc¢ado de vacinas de DNA. No que a tera-
pia génica diz respeito, cerca de 18.7 % de todos os ensaios clinicos efetuados em 2011 usaram DNA
plasmidico como vetor, sendo a sua utilizacdo apenas ligeiramente inferior aos dois vetores virais ade-
novirus (24.2 %) e retrovirus (20.7 %)*. Comparando estes valores com os que se verificavam em 2007
[10] e em 2000 [4], é possivel verificar um aumento significativo da utilizacdo deste tipo de vetor, em
parte devido aos possiveis problemas de seguranca associados com a utilizacdo de vetores virais. Em
termos de vacinas, vérios ensaios clinicos e pré-clinicos demonstram grande potencial para a aplica-
¢ao deste tipo de moléculas [123, 6, 7, 8].

Para produzir DNA plasmidico em grande escala é necessério desenvolver processos eficientes em
termos de rendimento e essencialmente livres de quimicos perigosos, tais como cloreto de césio ou
brometo de etidio, solventes organicos tais como isopropanol, fenol ou cloroférmio e enzimas (tais
como RNase A, proteinase K ou lisozima), que geralmente sdo usados em procedimentos laboratori-
ais [12, 14, 15, 16, 17, 18, 19]. DNA plasmidico (pDNA) é geralmente produzido por fermentagdo com
a bactéria E. coli. A primeira etapa de isolamento é a lise celular. Apesar de terem sido estudados
outros métodos de lise, nomeadamente lise mecéanica[124] e lise térmica [21, 22], a lise alcalina, origi-
nalmente proposta por Birnboim e Doly [24], continua a ser o procedimento mais utilizado. Com este
método consegue-se, para além de abrir as paredes celulares libertando assim as moléculas de plas-
mideo, remover quantidades consideraveis de detritos celulares, DNA genémico (gDNA) e proteinas,
que precipitam na fase de neutralizacdo, ficando o RNA como principal contaminante [15, 125, 28].
O método de lise alcalina tira partido do ciclo de renaturacdo das moléculas de pDNA [126]. Ap6s a
neutralizacdo do lisado com uma solugao salina concentrada, forma-se uma elevada quantidade de
precipitados. Por cada grama (peso htimido) de células formam-se tipicamente 2.4 g de precipitados,
o que em métodos convencionais de lise leva a obtencdo de uma concentragdo de sélidos de apro-
ximadamente 100 g/L [28]. Este material precipitado € altamente “gelatinoso” e tende a flutuar. Em
principio, qualquer operagao sélido liquido pode ser usada para remover este material do lisado. A
escala laboratorial a operacdo mais utilizada é a centrifugacdo descontinua. No entanto, para a pro-
ducdo em larga escala é mais aconselhdavel a utilizacdo de operacoes de filtracao [12, 28, 25, 37].

Theodossiou et al [28] estudaram vérios filtros, de diferentes materiais e tamanhos de poro, e tam-
bém a aplicacdo de “filter aids”, para obter a remocgao do contetido precipitado obtido ap6s uma ope-
racao de lise alcalina. Mesmo o filtro estudado com menor tamanho de poro (5pm) foi incapaz de
reter completamente o material precipitado. Observou-se igualmente alguma degradacao provocada
pelas tensoes de corte durante a passagem pelos poros. Com a adicdo de “filter aids” (terra de diac-

Thttp://www.abedia.com/wiley/vectors.php
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toméceas) conseguiu-se remoc¢do completa de sélidos mas a custa de uma reducao de capacidade
e de rendimento (devida em parte ao aumento da adsor¢cdo do plasmideo). Para além disso, a uti-
lizacdo de “filter aids” levanta problemas na sua aplicagdo em larga escala, principalmente devido a
enorme quantidade de residuos s6lidos que se formam. A necessidade de “filter aids” pode ser comba-
tida recorrendo a utilizacao de membranas de microfiltracdo, com tamanhos de poro mais reduzidos,
podendo-se esperar elevados rendimentos, desde que se assegure uma reduzida adsor¢do do plasmi-
deo nas membranas. Kendall et al estudaram a aplicagao de uma membrana de nitrocelulose com um
poro de 0.45 um para purificar lisados alcalinos previamente clarificados por filtracao por gravidade.
A utilizacdo de um material altamente hidrof6bico, tal como a nitrocelulose, levou a uma reducao
considerével dos vérios contaminantes hidrof6bicos, nomeadamente RNA, gDNA e algum contetido
proteico, mas a custa de uma elevada colmatacdao das membranas.

No presente capitulo, estuda-se a aplicacdo de dois passos sequenciais de membranas, usando
membranas hidrofilicas para tentar evitar ao maximo os fenémenos de adsorcdo e colmatacao. Usou-
se uma membrana de microfiltracao para remover o contetido sélido dos lisados e uma membrana
de ultrafiltragdo para concentrar o filtrado e obter alguma purificagdo do pDNA. E igualmente feita
a modelacdo da permeacao das moléculas de plasmideo nos dois passos de membranas com o mo-
delo desenvolvido no capitulo 5. E utilizado o modelo proposto no capitulo 4 para moléculas lineares
flexiveis, com a inclusdo dos efeitos de carga discutidos no capitulo 5. Este modelo é usado para mo-
delar a permeacdo dos diferentes tipos de RNA presentes no lisado. Estuda-se igualmente o efeito da
forcaiénica na permeacdo de pDNA, gDNA, RNA e proteinas, nos dois passos de membranas, tal como
o efeito da adicao de CaCl, aos lisados antes da filtracdo, uma vez que este sal tem a capacidade de
remover uma grande fracdo do RNA presente [16].

6.2 Materiais e métodos

6.2.1 Fermentacdo e lise celular

A produgao de pDNA foi efetuada por fermentacdao com a bactéria E. coli DH5a, contendo o plasmi-
deo pVAXI-LacZ, com 6050 bp, tal como descrito em [17]. A 4mL de uma suspensdo de bactérias a
120 g/L (peso himido) em tampao TsyE; (50 mM Tris, Fischer BioReagents, e 10 mM EDTA, Sigma, a
pH 8.00), foram adicionados 4 mL de uma solugdo contendo 0.2 M de NaOH (Panreac) e 1% de SDS
(Himedia) para proceder a lise celular. A mistura foi incubada a temperatura ambiente durante 5 min,
adicionando em seguida 4 mL de uma solucdo 3 M de acetato de potéssio (Sigma-Aldrich) a pH 5.00,
com o pH ajustado por 4cido acético (Panreac). Formou-se uma elevada quantidade de precipitados,
e a suspensao obtida foi incubada em gelo durante 15min. O método de lise aqui descrito é assim
uma modifica¢do do método de lise alcalina originalmente desenvolvido por Birnboim e Doly [24].

6.2.2 Ensaios de filtracio com membranas

Todos os ensaios de filtracdo com membranas foram efetuados na célula Amicon 8010 (Millipore). Foi
usada uma membrana de microfiltracdo, com um poro nominal de 0.2 pm (Pall Corporation). Em cada
ensaio, uma membrana nova foi inicialmente lavada com dgua MilliQ para assegurar a remo¢ao com-
pleta dos conservantes presentes. No fim da lavagem inicial, a 4gua foi removida do interior da célula
e substituida por 10 mL de lisado. Efetuou-se em todos os ensaios uma diafiltracdo continua até se
obter um fator de diluicdo aproximadamente igual a 3. Para uma permeagao total de plasmideo (isto
é, para Sy, = 1) este procedimento assegura um rendimento de recuperacdo de pDNA de aproxima-

damente 95%, fazendo uso da equacao do balan¢o de massa para o modo de operagdo de diafiltragdo
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a volume constante (equacdo 3.7, capitulo 3). As experiéncias foram realizadas a fluxo de permeado
constante e igual a 0.5 mL/min, imposto por uma bomba peristaltica da Watson-Marlow, modelo 403
U, colocada a jusante da membrana (operando assim por succ¢do). Esta bomba possui 10 cilindros ro-
tativos que asseguram um caudal praticamente ndo-pulsado. A 4rea de membrana efetiva nesta célula
de filtracdo é de 4.1 x 10~*m?. A velocidade de agitacdo foi mantida em todos os ensaios a 760 min™
(com calibracdo prévia). Foram usadas trés solucoes de diafiltracdo diferentes: (A) 10 mM Tris/HCl a
pH 8.00; (B) 1 M CH3COOK em tampao Tris/HCl 10 mM pH 8.00 e (C) 1 M CaCl, (Sigma-Aldrich) em
tampao Tris/HCI 10 mM pH 8.00. Os permeados obtidos apés este primeiro passo de filtracdao foram
sujeitos a uma operacdo de ultrafiltracao, em que se usou uma membrana com 100 kDa de “cut-off”
de PVDE modelo FS40PP, fabricada pela empresa DSS/Alfa-Laval. Esta segunda filtracao foi reali-
zada numa célula de filtracdo idéntica a primeira. Devido a reduzida permeabilidade hidraulica da
membrana de ultrafiltracdo, estes ensaios foram realizados aplicando pressao constante (1 bar, com
N, pressurizado), em vez de se usar um fluxo constante.

6.2.3 Parte analitica
6.2.3.1 Quantificacao do DNA plasmidico

A concentragdo de plasmideo foi determinada por cromatografia de interacdo hidrofébica (HIC), usan-
do a técnica desenvolvida por Diogo et al [88]. Conectou-se uma coluna HIC source 15PHE PE da
Amersham Biosciences (GE Healthcare) a um sistema de HPLC da Waters. A coluna foi inicialmente
equilibrada com 1.5M de (NH,),SO, (Pronalab) em tampao Tris/HCl 10 mM (pH 8.00). As amostras
(20 pL) foram injetadas e eluidas a um caudal constante de 1 mL/min. Apds 2 min da injecao, o eluente
foi instantaneamente mudado para tampao Tris/HCl 10 mM (pH 8.00) para eluir as espécies ligadas
na coluna. Este eluente foi mantido por mais 5 min antes de re-equilibrar a coluna para a préxima
andlise. A concentracdo de pDNA em cada amostra foi calculada com o auxilio de uma reta de cali-
bracédo, construida a partir de padroes de pDNA. Estes padroes foram preparados com o maxi kit de

purificacdo da Qiagen.

6.2.3.2 Quantificacdo de proteinas

A concentracado do contetido proteico total nas amostras foi determinada pelo kit Pierce micro-BCA
(Thermo-Scientific), tal como descrito em [17]. A 50 pL. de amostra foram adicionados 200 pL de rea-
gente BCA numa micro placa, sendo a mistura incubada a 60°C. A placa foi arrefecida a temperatura
ambiente durante 15 min e a absorvancia das amostras medida a 595 nm num leitor de microplacas.
Prepararam-se curvas de calibracdo com padrdes de BSA na gama de concentracées 25-500 pg/mL.
Para evitar interferéncias provocadas pela presenca de sais, as amostras foram dessalinizadas previ-
amente por cromatografia de exclusdo molecular em colunas PD-10 da Amersham Biosciences (GE
Healthcare), de acordo com as instrucoes fornecidas pelo fabricante, usando NaCl (Panreac) 0.15M
em tampao Tris/HCl 10 mM (pH 8.00) como eluente.

6.2.3.3 Quantificacao de DNA gen6mico

Para determinar as concentracdes de gDNA nas amostras, usou-se o método de PCR em tempo real,
adaptado de [127]. Foram usados os primers (5'-ACACGGTCCAGAACTCCTACG-3’) e (5’-GCCGGTGC-
TTCTTCTGCGGGTAACGTCA-3’) para amplificar um fragmento de 181 bp do gene rRNA 16 Sda E. coli.
As amostras (1 pL) foram adicionados 19 uL do reagente SYBR Grenn/ROX qPCR Master Mix (2x) da
Fermentas. A amplificacdo foi efetuada num termociclador Bio-Rad IQ5 e monitorizada pelo aumento

da fluorescéncia do corante de ligacdo ao DNA. Foi preparada uma curva de calibracdo por dilui¢do
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consecutiva de padrées de DNA gendémico de E. coli DH5a, preparados com um kit de purificagdo
Wizard da Promega. Obtiveram-se coeficientes de correlagcdo superiores a 0.90.

6.2.3.4 Eletroforese em gel de agarose

As amostras foram analisadas por eletroforese horizontal, usando géis de agarose a 1.0% em tampao
TAE (40 mM Tris, 20 mM &cido acético e 1 mM EDTA, pH 8.00) na presenca de 0.5 pg/mL de brometo
de etidio (Amresco, solugdo “stock” 10 mg/mL). A eletroforese foi conduzida a 110V durante 40 min,
em tampao TAE, numa célula da Bio-Rad. Os géis foram visualizados num transiluminador da Uvitec,
modelo Essential V2. Para evitar interferéncias produzidas por sais, algumas amostras foram previa-
mente dessalinizadas por precipitacdo com isopropanol (Fisher). Em termos resumidos, 1 volume de
isopropanol foi adicionado as amostras a temperatura ambiente. A mistura foi centrifugadaa 16 000 g
durante 15 min a 4°C. Ap6s remocao do sobrenadante, o “pellet” foi dissolvido no volume apropriado
de tampao Tris/HCI 10 mM (pH 8.00).

6.2.4 Simulacoes

O modelo desenvolvido no capitulo 5 é, neste capitulo, usado para estimar as permeacgdes observadas,
Sobs, do plasmideo nas membranas testadas, assumindo que este existe nos lisados na sua totalidade,
naisoforma super-enrolada. O plasmideo foi modelado como uma cadeia segmentada fechada (CSC),
com o seu raio de giragdo, r,, estimado para uma determinada forga ionica através da equagéo 5.10
do capitulo 5. Com os valores de r, e do raio do poro da membrana, r,, € possivel estimar o valor da
permeacdo intrinseca do plasmideo, S,, através da equacgao 5.1. Dado que os plasmideos sdo molé-
culas altamente carregadas negativamente, os sais presentes na solucdo afetam a usa polarizacdo de
concentracao, influenciando assim os valores de S;,;. Este efeito pode ser tido em conta utilizando
a equacao estendida de Nernst-Planck (NP) para descrever a transferéncia de massa de cada compo-
nente iénico do sistema na camada de polarizacdo de concentracdo. O niimero minimo de compo-
nentes necessarios para simular o efeito da presenca de sais na permeacao de moléculas de plasmideo
sdo 3: o plasmideo em si (componente 1), um co-ido (componente 2) e um contra-ido (componente 3).
As concentragdes dos componentes 2 e 3 sdo ajustadas para obter a forca iénica desejada e ao mesmo
tempo obter eletroneutralidade. Este método é descrito em pormenor no capitulo 5. Podem ser in-
troduzidos mais componentes iénicos no sistema, no entanto, isto leva a um consideravel aumento
da complexidade dos cdlculos. Para além disso, ndo existem métodos disponiveis para estimar r, de
plasmideos em misturas de eletrélitos. Assim, para as simula¢des da diafiltracdao dos lisados com os
tampdes “A” e “B”, os componentes 2 e 3 foram considerados como sendo CH;COO~ e K* respetiva-
mente, com concentracdes inicias de 1 M, uma vez que sdo os ides presentes em larga maioria nos
lisados. No caso da diafiltracdo com o tampao C, contendo CaCl,, o componente 2 é o anido Cl~ e o
componente 3 o catiio Ca?*, com concentracdes iniciais de 2M e 1 M (de notar que antes da filtragdo
foi adicionado CaCl, aos lisados). Uma vez que os ides K™ e CH;COO™ estdo igualmente presentes em
quantidades significativas nos lisados para além do CaCl,, o efeito dos sais é subestimado neste caso.
Como se verd, este facto nao afeta significativamente os resultados obtidos nas simulacées uma vez
que a forga i6nica é ja consideravelmente elevada (3 M) considerando apenas os ides Ca?" e Cl".
Uma vez que o RNA é o contaminante presente em maior quantidade [16, 128], é igualmente de
especial interesse procurar prever as permeacdes destas moléculas nas operacdes de membranas estu-
dadas. Os trés tipos de RNA presente na E. coli, que constituem a grande maioria do RNA presente nos
lisados, sdo o RNA 23 S (2904 nucleétidos; 9.87 x 10° Da), o RNA 16 S (1541 nucleétidos; 5.24 x 10° Da)
e 0 RNA 5 (120 nucleétidos; 4.08 x 10* Da). Os primeiros dois constituem a principal parte do que se

denomina como RNA de alto peso molecular (HMw RNA) e o dltimo é o principal componente do que
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Tabela 6.1: Acidos nucleicos presentes em maior quantidade nos lisados e suas propriedades mais relevantes
para a modelacao proposta.

Composto s x 1013 [s] M, [Da] rs x 109 [m)] D x 10" [m?/s]
RNAS5S 5 40800 3.39 7.29

RNA16S 16 523940 13.6 1.82

RNA 23S 23 987360 17.8 1.39
pVAX1-LacZ 3993000 83.2 0.297

se considera o RNA de baixo peso molecular (LMw RNA), que identificam as duas principais bandas
referentes ao RNA que se podem observar nas eletroforeses dos lisados. A partir dos coeficientes de
sedimentacao destas espécies, os seus raios hidrodindmicos podem ser estimados usando a seguinte
relacdo, resultante da teoria da ultracentrifugacao [84]:

Ts

L[ 1Y)

=6l N, s ](6-”

onde n é a viscosidade, M,, a massa molecular, N, o ntimero de Avogadro, p é a densidade, V; é o
volume parcial especifico e s é o coeficiente de sedimentacao.

Os valores estimados de 7 para os diferentes tipos de RNA estao indicados na tabela 6.1, onde se
encontram comparados com os valores de r; estimados para o plasmideo estudado neste capitulo.
Ao contrério das moléculas de pDNA, que sdo de dupla cadeia e circulares, as moléculas de RNA sao
de cadeia simples e linear. Apesar das suas bases terem alguma tendéncia para se ligar, o modelo de
cadeias de ligacdo livre é uma possivel representacdo da sua estrutura, modelo esse que é aqui con-
siderado. Com esta abordagem, estas moléculas sdo consideradas como sendo lineares e altamente
flexiveis, sendo estas propriedades justificativas da sua permeacédo em poros com dimensoes inferio-
res, tal como para o caso do pDNA. Usando o modelo FJC, o raio de giracao dos diferentes tipos de RNA
pode ser estimado em cerca de 1.5 vezes o seu valor de 7, (ver capitulo 4). Com os valores de 1, e com
os tamanhos de poro das membranas estudadas, podem-se estimar as permeacdes observadas, Syps,
através da equacdo 5.1 do capitulo 5. Dado que as moléculas de RNA sdo carregadas negativamente,
a sua polarizacdo de concentracao é também muito dependente dos sais presentes em solucdo. As-
sim, um método de célculo numérico, semelhante ao usado para prever a permeacao do plasmideo, é
também usado para prever S,,,s das moléculas de RNA.

6.3 Resultados e Discussao

6.3.1 Ensaios de microfiltracao

Foram realizados trés conjuntos de ensaios com o tampado A (MF-A), tampao B (MF-B) e tampdo C
(MF-C), como especificado na seccao 6.2.2. Foram efetuadas simulacées prévias para escolher o ta-
manho de poro mais apropriado.

6.3.1.1 Simulacdes

As previsoes das permeacdes das moléculas de pDNA e dos diferentes tipos de RNA, obtidas com os
modelos CSC e FJC respetivamente, em funcao do raio do poro e considerando a concentragdo de 1 M
de CH3COOK como a concentracao inicial de sais, estdo representadas na figura 6.1. Foram escolhidas
condicdes operatérias tipicas da célula de filtragao utilizada Amicon 8010 para efetuar as simulacoes,
nomeadamente um caudal de permeado moderado, 0.5 mL/min, (73 L/h-m?), e uma velocidade de
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agitacdo igualmente moderada, 760 min—'. Como é possivel verificar na figura 6.1(a), é necessario um
poro com um raio de pelo menos 30 nm para obter permeacao total do plasmideo, nestas condicoes
operatorias. No entanto a utilizacao de um poro maior pode reduzir consideravelmente a polarizagao
de concentracao do plasmideo, que se sabe levar a ocorréncia de adsor¢ado (ver capitulo 5). Como se
pode ver na figura 6.1(b), a medida que o valor de r, se aproxima de 100 nm, o valor previsto de Cy,/ G,
aproxima-se de 1. Assim, pode-se concluir que deve ser usada uma membrana com um didmetro de
poro de 0.2pm (r, ~ 100nm). A utilizacdo de membranas com poros de tamanhos superiores nao
fard aumentar a permeacdo do plasmideo e é provavel que se verifique a ocorréncia de uma maior
colmatacdo por obstrucao dos poros com detritos celulares. Para estas condi¢cdes ndo se prevé reten-
¢do das moléculas de RNA, tal como se pode ver na figura 6.1(a). Para conseguir obter uma separacdo
entre o RNA e o plasmideo, as simulacoes indicam que serd necessario uma membrana de ultrafiltra-
¢do com um raio de poro entre 2 e 5 nm, numa segunda operacao, para reter o plasmideo e permitir a
permeacao das espécies de RNA, de acordo com as suas massas moleculares.

Para o poro escolhido de 100 nm, foram feitas simulacdes para o processo completo de diafiltracdo,
considerando o tampao Tris/HCl 10 mM a pH 8.00 como solugéo de diafiltracao (ver seccdo 6.2.2). Es-
tes testes sdo aqui denominados como “MF-A”. As simulagées indicam que o pDNA e as vérias espécies
de RNA devem permear livremente através da membrana durante o processo de diafiltracdo e a po-
larizacao de concentracédo deverd permanecer aproximadamente constante, como é possivel verificar
na figura 6.1(c) e (d).

6.3.1.2 Ensaios MF-A

Os valores experimentais do rendimento de permeacao de pDNA em funcéo do fator de diluicido vo-
lumétrico, VDE para os ensaios MF-A estdo representado na figura 6.2(a), onde se encontram com-
parados com os valores tedricos considerando permeacdo total. O rendimento de permeacao é aqui
definido como o racio entre a quantidade do composto em questdo no permeado e na solucéo inicial
(solucdo a ser filtrada). Considerando que nesta operacdo de microfiltracao o objetivo é obter perme-
acdo total do plasmideo, este rendimento é também o rendimento de recuperacao. Todos os ensaios
foram efetuados em quadruplicado. Como se pode ver, o rendimento de recuperacao do plasmideo
para VDF = 3 foi elevado, (86 = 1)% em média, mas ndo atingiu o rendimento teérico de 95%. Ape-
nas (3.8 +£0.1)% do pDNA total foi retido pela membrana e analisado no concentrado, o que sugere
que cerca de 10% do plasmideo ficou adsorvido na membrana. A técnica analitica de HIC utilizada
para quantificar o DNA plasmidico (seccdo 6.2.3.1) foi igualmente usada para obter informacao so-
bre o contetido de contaminantes e consequentemente a sua remocao (ver capitulo 3). De particular
importancia é a possibilidade de relacionar a permeac¢dao do RNA com a remoc¢do dos contaminan-
tes hidrofébicos (ver apéndice B). Como é possivel ver na figura 6.2, o rendimento de permeacdo dos
contaminantes hidrofébicos é por regra elevado na primeira operacdo de membranas, o que indica
uma reduzida remocdo do RNA presente. A andlise por eletroforese, mostrada na figura 6.3, confirma
aideia que o RNA permeia através da membrana juntamente com o pDNA.

Proteinas e gDNA foram quantificados com os métodos descritos na sec¢do 6.2.3. Os dados para a
remocdo de gDNA e de proteina total, obtidos respetivamente por PCR em tempo real e pelo método
do BCA, sdo indicados na tabela 6.2. Observou-se baixa remocao de proteinas durante a diafiltragao
dos lisados (ver testes MF-A), em concordancia com o baixo rendimento de contaminantes hidrofi-
licos verificado na andlise de HIC. Os resultados mostram que existe uma tendéncia para o gDNA se
re-dissolver, a partir do contetido sé6lido suspenso, tal como os valores negativos de remocao indicam.
Uma vez que é necessario que os sélidos suspensos contactem com o tampao de diafiltracdo durante o
processo de filtracdo (para obter rendimentos de recuperacgdo elevados de pDNA), durante a otimiza-
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Figura 6.1: Previsdo das permeacdes e da polarizacdo de concentragdo pela abordagem CSC (aplicada ao
plasmideo) e FJC (aplicada ao RNA). (a) Permeacdo observada em func¢do do raio do poro da membrana. (b)
Polarizacao de concentragdo das espécies em func¢édo do raio do poro da membrana. (c) Previsdo da permeacao
observada ao longo do processo de diafiltragao para r,, = 100nm. (d) Previsdo da polarizacdo de concentracdo
para as vérias espécies ao longo do processo de diafiltragdo para r, = 100nm. Condigdes: J, =20 x 10 m/s
(0.5mL/min), w=760min~!, T =25°C.

¢do de um sistema de filtracdo para aplicacdes em larga escala este resultado mostra que é necessario
controlar as tensoes de corte que atuam no material sélido para minimizar a degradagdo mecénica do
gDNA precipitado e para evitar assim a sua re-solubiliza¢do. E importante realgar que este aspeto nao
deve ser visto como uma desvantagem inerente aos processos de membranas quando comparados
com a centrifugacdo. Na realidade sdo esperadas tensdes de corte superiores, neste tltimo processo,

em centrifugas industriais [12, 28, 25, 37].

6.3.1.3 Ensaios MF-B

Para tentar evitar a excessiva re-solubilizacdo do gDNA investigou-se a possibilidade de manter a forca
i6nica aproximadamente constante durante o processo de diafiltragdo, usando CH,COOK 1M em
Tris/HCI 10 mM a pH 8.00 (tampao “B”, sec¢do 6.2.2). Estes ensaios foram denominados ensaios MF-

81



Rendimento de permeacao

Purificacdo de DNA plasmidico usando tecnologias de membrana

1 . .
X
A e
08| g .
061 N Permeacao total
’ O pVAXI-LacZ
v C. hidrofilicos
A C. hidrofébicos
04 & R
A
0.2 R
0 | | |
0 1 2 3

Figura 6.2: Rendimentos de permeac¢ao do pDNA, contaminantes hidrofilicos e contaminantes hidrofébicos em

funcdo do fator de dilui¢dao volumétrico, para os ensaios MF-A.

gDNA
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— RNA HMw
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Figura 6.3: Eletroforese em gel de agarose das amostras ao longo do processo de diafiltracdo: (1) Solucio inicial
(lisado); (2) permeado total recolhido; (3) concentrado apds diafiltracdo; (4-8) amostras de permeado para VDF
de 0.04, 0.15, 0.5, 1.5 e 2.5 respetivamente. (oc) indica a isoforma circular-aberta; (sc) indica a isoforma
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super-enrolada.

Tabela 6.2: Proteina total e DNA genémico (gDNA) nos permeados ap6s diafiltracao (microfiltragao) com
diferentes tampoes e as suas remog¢des (R;) na operacao de difiltracao (testes MF-A, MF-B e MF-C). Valores

iniciais medidos nos lisados: 200 pg/mL de proteina total e 13.4 ug de gDNA.

Ensaio Proteina [pg/mL)] Ry (%) gDNA [ug/mL] R, (%)
MF-A 61 7.7 43.0 -865
ME-B 71 -6.3 18.1 -306
ME-C 1722/45 142/33 2.42/55 712/-44

2 Imediatamente ap6s precipitacdo com CaCl,.
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Figura 6.4: Permeacdes observadas (a) e polarizacao de concentracdo (b), para as varias espécies, em funcao do
fator de diluicdo volumétrico (VDF) para os ensaios MF-B.

B. Teoricamente, nao é previsivel que as permeacoes de pDNA e RNA, ou mesmo as suas polarizacoes
de concentracgdo se alterem, tal como indicado na figura 6.4.

Os resultados experimentais, apresentados na figura 6.5, confirmam que a permeacdo de pDNA
e dos contaminantes permanece elevada, com um ligeiro aumento no rendimento de recuperacdo
do DNA plasmidico, que se observou ser (92.4+0.4) % nestas condicoes. A retencdo do pDNA foi de
(4.4%0.1) %, sugerindo assim um decréscimo na adsorcdo, o que conduz a uma melhor aproximacao
entre os resultados experimentais e as previsdes tedricas. Como é possivel verificar na tabela 6.2, a
remocao de proteinas permaneceu baixa, mas observou-se uma variagao significativa no contetido
de gDNA nos permeados, obtendo-se uma redugao de cerca de 60%. Este resultado sugere que a re-
dissoluc@o de gDNA pode de facto ser reduzida aumentando a forca iénica do tampao de diafiltracao. E
possivel que este aumento da forca iénica possa ter dado origem a menores valores de re-dissolucdo de

outros contaminantes, o que pode ter conduzido a uma menor adsor¢ao do plasmideo na membrana.

6.3.1.4 Ensaios MF-C

Estudou-se um novo aumento da for¢ca iénica da solucao pela adicao de 1 M de CaCl, aoslisados, antes
da diafiltracao, e pelo uso do tampao “C” (ver sec¢do 6.2.2). A utilizagdo do CaCl, teve também como
finalidade precipitar o RNA presente. Estes ensaios sao denominados ensaios MF-C. A adicdo de CaCl,
aos lisados foi estudada previamente por Eon-Duval et al [16, 36] onde se demonstrou a eficdcia deste
sal na remocao de RNA por precipitagdo. Pela aplicacdo do modelo, é esperado que a adicdo de 1 M de
CaCl, aos lisados nao afete as permeacoes e polarizacao de concentra¢cdo do plasmideo e das varias
espécies de RNA, tal como se pode verificar na figura 6.6. S6 é esperado uma alteracdo para um poro
com um raio inferior a 10 nm, tal como se pode ver comparando a figura 6.1 (a) com a figura 6.7 (a),
e a figura 6.1 (b) com a figura 6.7 (b), respetivamente. Os cromatogramas de HIC dos lisados, antes
e depois da adicao de CaCl,, mostrados na figura 6.8, indicam que a concentracdo de pDNA nao é
afetada pela adi¢do de CaCl,, ao mesmo tempo que mostram a elevada remog¢ao dos contaminantes
hidrofébicos, tal como esperado. Durante o processo de diafiltracao, a concentracdo destes compos-

tos manteve-se muito reduzida, tal como se pode verificar a partir dos valores de remog¢do mostrados
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Figura 6.5: Rendimentos de permeac¢ao do pDNA, contaminantes hidrofilicos e contaminantes hidrofébicos em
funcao do fator de diluicao volumétrico, para os ensaios MF-B.
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Figura 6.6: Permeacdes observadas (a) e polarizacdo de concentracédo (b), para as vdrias espécies, em funcao do
fator de diluicdo volumétrico (VDF) para os ensaios MF-C.

na figura 6.9. Obteve-se um rendimento de remocdo destes contaminantes de 91% no final da di-
afiltracdo. A andlise por eletroforese, mostrada na figura 6.10, confirma a elevada remocdo do RNA
conseguida com a adicao de CaCl,, onde se pode constatar que praticamente todo o RNA de alto peso
molecular (HMw RNA) e a maior parte do RNA de baixo peso molecular (LMw RNA), presente inici-
almente nos lisados, é removido antes da diafiltracdo. Os contaminantes que ndo precipitam com a
adi¢do de CaCl, permeiam livremente pela membrana, tal como se pode verificar pelos valores de re-
mocao obtidos exclusivamente para o passo de filtracao, estando estes valores indicados na figura 6.9,
onde sdo denominados por “apenas filtracao”. Para além da elevada remocao de RNA obtida com a
adicao de CaCl, aos lisados, verificou-se também alguma precipitacdo de proteinas e especialmente
gDNA (ver tabela 6.2). No entanto observou-se também uma maior adsorcdo de pDNA em compara-
¢do com os ensaios anteriores, cerca de 15%, como indicam os valores de rendimento de permeacao,
(84%1)%, e de retencao, (0.3%0.1)%.
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Figura 6.7: Previsao das permeacoes observadas (a) e da polarizacdo de concentragao (b) para o plasmideo
(usando o modelo CSC) e para as vérias espécies de RNA (usando o modelo FJC), para as condicoes
experimentais dos ensaios MF-C.
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Figura 6.8: Cromatogramas de HIC tipicos dos lisados, antes e apds adi¢cdo de CaCl,.

6.3.2 Ensaios de ultrafiltracao

Ap6s concluida a operagdo de diafiltracdo s6lido/liquido, testou-se uma segunda operacdo de mem-
branas para concentrar, e a0 mesmo tempo, purificar o plasmideo. Para isso, utilizou-se uma mem-
brana de ultrafiltracdo com um “cut-oftf” de 100 kDa, feita de um polimero fluorado, modelo FS40PP da
Alpha-Laval, que tem um poro com um raio de 4.1 nm [64]. A concentracao dos permeados proveni-
entes dos testes MF-A, MF-B e MF-C foi efetuada a pressao constante de 1 bar e a um fator de concen-
tracdo volumétrico (VCF) de 3.0. Estes ensaios sdo denominados UF-A, UF-B e UF-C. Obtiveram-se
fluxos consideravelmente mais altos nos ensaios UF-C quando comparados com os valores obtidos
nos restantes dois ensaios, o que provavelmente se ficou a dever a remocao prévia dos contaminantes
hidrofébicos, tal como se pode verificar na figura 6.11. No entanto, os rendimentos de recuperacgao

mais altos registaram-se nos ensaios UF-A (97+£2%) como indicado na figura 6.12. Nos ensaios UF-B
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Figura 6.9: Rendimentos de permeacao do pDNA, contaminantes hidrofilicos e contaminantes hidrofébicos (ver
sec¢do 3.3) em funcao do fator de dilui¢dao volumétrico, para os ensaios MF-C.

gDNA
i PpDNA (oc)

—— pDNA (sc)

— RNA HMw

— RNALMw

Figura 6.10: Andlise por eletroforese horizontal em gel de agarose (1%) do processo MF-C/UF-C: (1) lisado antes
da adigdo de CaCl, 1 M; (2) lisado apds adicao de CaCl, 1 M; (3) permeado da microfiltragao; (4) concentrado da
microfiltragdo; (5) concentrado da ultrafiltracao; (6) permeado da ultrafiltragdo; (7) amostra purificada de
pVAX1-LacZ pelo kit comercial da Qiagen; (8) Amostra de gDNA de E. coli DH5a, purificado com o kit da
Promega.

e UF-C, os rendimentos obtidos foram (93+2%) e (89+3%), respetivamente, tal como se pode verifi-
car na mesma figura. Uma vez que a concentracao de pDNA medida nos permeados foi consistente-
mente muito reduzida para os testes UF-B e UF-C, observaram-se valores significativos de adsorcao,
~7 e ~11% respetivamente. Nos ensaios UF-A verificou-se uma menor ocorréncia de adsor¢ao (~3%).
Observou-se permeac¢do de contaminantes em todos os ensaios de ultrafiltracdo, o que levou a um
significativo grau de purificagdo, dado que o plasmideo foi sempre muito retido pela membrana. Para
o caso dos contaminantes hidrofilicos, a sua remocao corresponde praticamente ao valor tedrico con-
siderando permeacao total, que é igual a 66% para um fator de concentragao volumétrico de 3.0. Para
os contaminantes hidrofébicos verificou-se uma remocao de 20—40 %, o que indica uma permeagao
observada de cerca de 0.5.

Considerando os valores experimentais de fluxo de permeado, as permeacdes observadas tedricas
para o pDNA, e para as vérias espécies de RNA, podem ser estimadas ao longo dos diferentes processos
de concentragio para interpretar as diferencas entre o comportamento do plasmideo e dos contami-
nantes (ver figura 6.14). Como se pode observar na figura 6.14(a), sao esperados valores reduzidos de
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Figura 6.11: Fluxo de permeado em funcao do fator de concentragdo volumétrico (VCF) para os ensaios de
ultrafiltragdo. Condigdes operatorias: p = 1 bar, w =760 min~!, T =25°C.
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Figura 6.12: Valores experimentais, obtidos nos testes de ultrafiltracdo, de adsorcao e de rendimento de
recuperacao de pDNA e de adsorcdo e rendimentos de remocdo de contaminantes hidrofilicos e de
contaminantes hidrofébicos.
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Figura 6.13: Andlise por eletroforese horizontal em gel de agarose (1 %) do processo MF-A/UF-A: (1) Lisado; (2)
permeado da microfiltracdo; (3) concentrado da microfiltracao; (4) permeado da ultrafiltracdo; (5) concentrado
da ultrafiltragao; (6) amostra purificada de pVAXI-LacZ.
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Tabela 6.3: Proteina total e DNA genémico (gDNA) nos concentrados dos ensaios de ultrafiltracado e os seus
rendimentos de remocao (R,) na operacdo de ultrafiltracao

Tampao Proteinas[pg/mlL] R, (%) gDNA [ug/mL] Ry (%)
‘A 64 65 92 28
“B” 166 22 44 20
“«c” 55 59 17 -5

Sobs, @0 longo do processo de ultrafiltracdo, um resultado que estd de acordo com as reduzidas per-
meagdes observadas obtidas experimentalmente. Na mesma figura é ainda possivel verificar que o
modelo teérico prevé valores consideravelmente reduzidos de Sy, quer para o RNA 23 S quer para o
RNA 16 S. No entanto o mesmo nao se verifica para o RNA 5 S, o que provavelmente explica os valores
intermédios de permeacdo observada de RNA total, como mencionado anteriormente. Os resulta-
dos da andlise por eletroforese, mostrados na figura 6.13, confirmam esta ideia. Pode-se observar, na

mesma figura, que ambas as isoformas do plasmideo sao retidas pela membrana.

A polarizagdo de concentracao nao foi excessiva durante os ensaios UF-A, como se pode observar
a partir das simulac¢des representadas na figura 6.14(b), o que provavelmente explica a menor adsor-
¢ao do plasmideo verificada nestes ensaios. Para os outros ensaios, o modelo prevé um aumento da
polarizacdo de concentracao, devido ao aumento da forca idnica, tal como se pode verificar nas figu-
ras 6.14(d) e (f). Uma elevada polarizacdo de concentracdo pode levar ou a uma maior permeacio
do plasmideo (e RNA) ou a uma maior adsorcao nos ensaios UF-B e UF-C, quando comparados com
os ensaios UF-A. Tal como se pode concluir pela andlise dos resultados experimentais, mostrados na
figura 6.12, o aumento de polarizacdo de concentracdo conduziu essencialmente a um aumento do
valor da adsor¢do. Assim, as permeacdes observadas previstas, indicadas na figura 6.14(c) e (e), ndo
sdo corretas devido a ocorréncia de adsorgdo. A elevada tendéncia do pDNA para se adsorver em
membranas, em condi¢Ges de elevada polarizacao de concentracao, foi previamente identificada no
capitulo 5. Foi observada uma elevada permeacao de proteinas através da membrana de ultrafiltracao,
com excec¢do dos ensaios com o tampao “B”, tal como se pode observar na tabela 6.3. Pela andlise de
lisados por SEC, discutida no capitulo 3, pode-se concluir que o material proteico presente nos lisados
tem uma menor massa molecular que o LMw RNA, o que indica que deve permear pela membrana.
No caso dos ensaios com o tampao “B”, a permeacdo de proteinas deverd ter sido influenciada pelo

maior grau de colmatacdo da membrana, tal como se pode observar na figura 6.11.

Observou-se uma permeacao significativa de gDNA para os tampodes “A” e “B”, o que indica a pre-
senca de fragmentos de gDNA de menores dimensdes que o plasmideo, que por sua vez é retido. A
maior remocao de gDNA foi verificada nos ensaios UF-A, seguidos dos ensaios UF-B e por fim dos en-
saios UF-C, onde nao se observouremocao de gDNA. Assim, quando are-dissolucdo de gDNA é altano
passo de microfiltracdo a remocéao € igualmente alta no passo de ultrafiltracao (ver tabelas 6.2 e 6.3),
o0 que sugere que a re-dissolucdo do gDNA é provocada pela quebra das cadeias. A partir dos dados
de remocao de gDNA obtidos nos ensaios UF-A e UF-B (indicados na tabela 6.3) a massa molecular
média dos fragmentos de gDNA que chegam a operacdo de ultrafiltracdo pode ser estimada como
descrito em [11]. Considerando que estes fragmentos sao compostos por DNA linear de dupla cadeia
(dsDNA) o niimero de pares de bases devera ser, de acordo com os célculos efetuados em [11], 205
no caso do tampao “A” e 1700 no caso do tampao “B”. Estes valores correspondem a raios hidrodina-
micos de 16 nm e 59 nm, respetivamente, o que indica que estes fragmentos sdo consideravelmente
menores que o plasmideo usado, cujo raio hidrodinamico é de 83 nm. Pode-se assim concluir que
apesar do gDNA se re-dissolver no passo de microfiltracdo, os fragmentos resultantes podem ser re-

movidos no passo de ultrafiltracdo. O grau de remocao pode ser assim melhorado com recurso a uma
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Figura 6.14: Permeacao observada e polarizacao de concentragao previstas em funcao do fluxo, para as espécies
indicadas, ao longo dos ensaios de ultrafiltragao (UF-A, UF-B e UF-C). Utilizaram-se os modelos CSC e FJC,
considerando efeitos de carga, para r, = 4.1 nm. Condigdes: Jy como indicado na figura 6.11, w =760 min™",

T =25°C.
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diafiltracdo neste segundo passo, uma vez que o plasmideo € retido pela membrana. No entanto, e
em especial para o caso do RNA de alto peso molecular (HMw RNA), ndo € esperado que se venham a
obter rendimentos de remocdo muito elevados, dado os reduzidos valores verificados da permeagao
desta biomolécula. No capitulo 7 a separagao pDNA/RNA é estudada em melhor detalhe.

6.4 Conclusoes

Os modelos teéricos desenvolvidos de transferéncia de massa para cadeias CSC e FJC, usados para
prever a permeacdo de pDNA e RNA na microfiltracao de lisados, e subsequente concentracao, foram
aplicados com sucesso, uma vez que os resultados obtidos nos dois passos de membranas podem ser
explicados com base neste desenvolvimento tedrico.

A recuperacao de um plasmideo com 6050 bp, a partir de lisados, foi efetuada de forma eficiente
por uma operacao de microfiltracao, usando uma membrana hidrofilica de Nylon, com um tamanho
de poro nominal de 0.2 pm. Este tamanho de poro, bem como as condi¢des operacionais, foi seleci-
onado com base nas previsoes tedricas para que se evite, quer uma excessiva polarizagdo de concen-
tragdo do plasmideo, quer a adsor¢ao do mesmo na superficie da membrana. Verificou-se que outros
contaminantes, nomeadamente RNA, proteinas e gDNA, permeiam através da membrana de micro-
filtracdo juntamente com o plasmideo. A adi¢do de CaCl, 1 M aos lisados conduziu a remocao quase
completa do RNA, tal como esperado pelos resultados encontrados na literatura. Verificou-se igual-
mente que a adicdo deste sal reduziu significativamente o contetido de gDNA nos lisados, gDNA esse
que tende a se re-dissolver durante a operacdo de microfiltracdo, o que se observou em todos os en-
saios. Um aumento da for¢a iénica da solucao de diafiltracdo pode reduzir esta tendéncia, no entanto
ndo a elimina por completo.

Estudou-se uma operacao de ultrafiltracdo para purificar e concentrar o plasmideo ap6s a microfil-
tragdo. Apesar do RNA de alto peso molecular ser completamente retido pela membrana, observou-se
alguma permeacao de RNA de baixo peso molecular, tal como previsto pelo modelo. Proteinas e gDNA
podem ser consideravelmente removidos por ultrafiltracdo. A elevada permeabilidade dos fragmen-
tos de gDNA na operacao de ultrafiltracdo pode ser explicada pelos seus reduzidos tamanhos, que se
estimou serem consideravelmente inferiores ao plasmideo usado. Assim, apesar de se verificar uma
significativa re-dissolucdo de gDNA no passo de microfiltracdo, os fragmentos presentes em solucdo

sdo de tamanho reduzido e podem ser separados do plasmideo num passo de ultrafiltracao.
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Capitulo 7

Modelacdo e aplicacdo pratica da separacao
pDNA/RNA por ultrafiltracao

7.1 Introducao

Como referido no capitulo 1, na dltima década tem sido efetuado um enorme esfor¢o de investigacdo
na 4rea da recuperacao e purificacdo de DNA plasmidico (pDNA) a partir de caldos de fermentacéo,
com o objetivo de facilitar a sua producdo em larga-escala, para aplicagdes em terapia génica e para a
formulacgdo de vacinas de DNA[12, 1, 65]. Os processos de separagao com membranas estdo presentes
em praticamente todas as dreas da biotecnologia, numa grande variedade de aplicacdes [31, 33], e
revelam o mesmo potencial de aplicagao em processos de produgao de DNA plasmidico [1, 12, 20].

A recuperacao e posterior purificacdo de pDNA a partir de caldos de fermentacdo, que pode ser
efetuada por variadas técnicas, tipicamente envolve um passo de lise celular seguido por uma opera-
¢ao de separacao sélido-liquido, subsequente precipitacdo de pDNA com dlcoois tais como etanol ou
isopropanol (ou mesmo outros agentes precipitantes), ressuspensao do concentrado de pDNA e sua
posterior separacdo de RNA e outros contaminantes por técnicas de adsor¢do, que tipicamente sdo
técnicas cromatograficas. Estas técnicas cromatograficas sao igualmente necessarias, num grande
numero de esquemas de purificacdo, para obter a isoforma super-enrolada do plasmideo, pDNA(sc),
com os requisitos de qualidade do produto final, impostos pelas entidades reguladoras, tais como a
FDA (U.S. Food and Drug Administration) e a EMA (“European Medicines Agency”) [12, 1, 17].

Operacdes de membranas foram utilizadas com sucesso para obter a colheita de células, a partir
de caldos de fermentacao, ndo s6 em processos de producao de pDNA como também em processos
similares que envolvem suspensdes celulares [12, 129, 130, 131] e igualmente para a seletiva retencdo
de detritos celulares, resultantes do processo de lise, permitindo a permeacado de moléculas de pDNA
[16, 11, 32]. Estas operacdes foram ja igualmente utilizadas na concentragdo de pDNA, com simulta-
nea troca de tampao e remocao de micro-solutos, a seguir a operagdes de purificacdo cromatografica,
assim como para a esterilizacdo do produto final [12, 40, 35]. Para além destas aplicacdes, as operagoes
de membranas podem ser uma alternativa vidvel na fase da concentragao e pré-purificagdo do pDNA
antes da cromatografia, substituindo o uso de solventes e outros agentes precipitantes.

A aplicacgdo da ultrafiltracdo para efetuar a separagao entre pDNA e RNA, assim como outros con-
taminantes, tem vindo a ser estudada por varios autores independentes. Kendall et al [38] estudaram a
purificacdo de pDNA através da adsorcdo seletiva de contaminantes em membranas de nitrocelulose.
O procedimento desenvolvido permitiu remover quantidades significativas de RNA, DNA genémico
e outros contaminantes hidrofébicos. No entanto, os problemas relacionados com a colmatagao e a
reduzida capacidade de membranas para atuarem como materiais adsorventes, podem ser sérias li-
mitacdes da aplicacdo pratica deste método. Eon-Duvall et al [16] adicionaram cloreto de célcio aos
lisados e efetuaram uma subsequente operacdo de ultrafiltracdo para obter uma quase completa re-
mocdo de RNA. O facto de ser necessario utilizar uma elevada quantidade de CaCl, € assim uma des-
vantagem do método. Kahn et al [18] estudaram a aplicagao da ultrafiltracdo de diferentes plasmideos
para obter a concentracao de pDNA, e a sua separa¢ao do RNA, apds um processo modificado de lise
alcalina. Este método contempla um aumento do tempo de incubacio (24 horas) durante a lise para

obter uma degradacdo do RNA presente e assim obter elevados graus de purificagdo de pDNA com
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uma Unica operacdo de ultrafiltragdo. No entanto, o processo desenvolvido tem a desvantagem de
conter elevados tempos de incubacao para ser possivel efetuar a separacao, e nao € claro que o pDNA
ndo possa igualmente sofrer alguma degradacao nestas condicdes. Freitas et al [32] utilizaram um pro-
cesso de ultrafiltracao para efetuar uma recuperacao intermedidria de pDNA antes de um passo final
de purificacdo. Apesar de obterem rendimentos de recuperagcdo de pDNA elevados, o rendimento de
remocado de RNA revelou-se ser modesto.

Tendo em conta o estudo prévio, descrito no capitulo anterior, neste capitulo é investigada a pos-
sibilidade de otimizar a operacdo de ultrafiltracao, procurando obter uma elevada retencdo de pDNA
e uma permeacao alta dos principais contaminantes, com especial enfoque no RNA. A purificacao de
dois plasmideos diferentes, pVAXI-LacZ e pCAMBIA-1303, com 6050 bp e 12361 bp respetivamente,
usando duas membranas de ultrafiltracdo distintas, é estudada numa célula de filtracao agitada. Os
efeitos do tamanho do poro das membranas, da velocidade de agitacao e do fluxo de filtragcdo na sepa-
racdo entre pDNA e RNA, bem como no grau de colmatagdo das membranas, sdo interpretados com
base no modelo desenvolvido para a permeacado de macrosolutos flexiveis em membranas com poros
de menores dimensoes (capitulos 4-6). Para obter um termo comparativo, é avaliada a performance
de um processo de isolamento intermedidrio alternativo, com base em duas operac¢des de precipita-
¢do seletiva, usado com regularidade em laboratério e com o qual se obtém resultados satisfatérios no
ambito do isolamento intermedidrio de pDNA [17, 32].

7.2 Materiais e métodos

7.2.1 Producdo de pDNA e lise celular

Bactérias E. coli DH5a, contendo um plasmideo de 6050 bp (pVAXI-LacZ), e bactérias E. coli XL1 blue,
contendo um plasmideo de 12361 bp (pCAMBIA-1303) foram produzidas por fermentagdo, usando
as mesmas condicoes de crescimento descritas em [132]. As bactérias com o plasmideo pVAX1-LacZ
foram cultivadas no meio Terrifc broth (12 g/L de triptona (Sigma), 24 g/L de extrato de leveduras
(Fluka), 4 mL/L de glicerol (Himedia), 0.017 M de KH,PO, (Panreac) e 0.072M de K,HPO, (Panreac),
e as bactérias contendo o plasmideo pCAMBIA-1303 cultivadas em meio Luria Bertani (10 g/L de trip-
tona, 5 g/L de extrato de leveduras, 10 g/L de NaCl (Panreac), pH 7.00). A lise celular foi obtida por um
método modificado de lise alcalina, originalmente desenvolvido por Birnboim e Doly [24]. Resumi-
damente, a 4 mL de uma suspensdo de bactdrias a 120 g/L (peso hiimido), em tampao T5E;, (50 mM
Tris (Fisher BioReagents) e 10 mM EDTA (Sigma), pH 8.00), foram adicionados 4 mL de uma solucdo
de 0.2 M de NaOH (Panreac) e 1% SDS (Himedia). Ap6s 5 min de incubacdo a temperatura ambiente,
foram adicionados 4 mL de uma solucdo previamente arrefecida (4°C) de 3 M de acetato de potdssio
(Sigma-Aldrich) a pH 5.00, com o pH ajustado com acido acético (Panreac). Apés agitacdo suave, a

suspensdo obtida foi incubada em gelo durante 15 min antes de ser processada por microfiltracao.

7.2.2 Clarificacao de lisados - Microfiltracao

O lisado alcalino obtido, contendo uma grande quantidade de s6lidos em suspensao, foi filtrado por
microfiltracdo usando uma membrana hidrofilica de Nylon (Nylaflo, Pall), com um tamanho de poro
nominal de 0.2 pm. Foi efetuada uma diafiltracao continua numa célula de filtracao agitada, com ge-
ometria “dead-end”, com 50 mL de capacidade (modelo 8050, Millipore). A velocidade de agitagcdo
foi mantida a 100 min~" e o caudal de permeado ajustado, e mantido, em 1 mL/min através de uma
bomba peristéltica (modelo 403U/VM2, Watson Marlow) colocada a jusante da membrana, operando

assim por succ¢do. O volume de lisado processado em cada ensaio foi de 10 mL. O volume da sus-
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pensao no interior da célula de filtracao foi mantido constante através da continua adi¢édo de Tris/HCI
10 mM a pH 8.00 (tampao Tris), que foi alimentado a célula de filtracdo através de uma segunda bomba
peristaltica (modelo 101U/R, Watson Marlow), ao mesmo caudal. A filtracédo foi concluida apés a re-
colha de um total de 30 mL de permeado. Nestas condi¢g6es espera-se um rendimento de recuperagdo
de plasmideo no permeado de cerca de 95%, considerando que o plasmideo néo é retido pela mem-
brana, fazendo uso da equacdo do balanco de massa para o modo de diafiltracdo a volume constante
(equacao 3.7, capitulo 3).

7.2.3 Ultrafiltracao

Os ensaios de ultrafiltracdo foram efetuados numa célula de filtracdo Amicon 8010, com geometria
“dead-end” (Millipore). Em todos os ensaios, o volume inicial de lisado alcalino microfiltrado foi de
10 mL, tendo-se recolhido 9 mL de permeado, o que equivale a um fator de concentracdo volumétrico
(VCF) igual a 10. Testaram-se duas membranas distintas: uma membrana de 100 kDa de “cut-oft” de
polimero fluorado (FS40PP, DSS/Alfa-laval) e uma membrana de 300 kDa de “cut-off” de polietersul-
fona (Biomax 300, Millipore). Estas membranas foram previamente caracterizadas, em relagdo ao ta-
manho de poro, através do modelo de poros simétricos (SPM) desenvolvido por Mordo et al [47]. O cau-
dal de permeado foi mantido constante através do uso de uma bomba peristaltica (modelo 101U/R,
Watson Marlow), colocada a jusante da membrana. A velocidade de agitagdo foi ajustada a 100 ou a

760 min~!, com calibracéo prévia.

7.2.4 Isolamento intermediério usando tecnologias de membranas

Foram efetuados trés conjuntos de ensaios, para o isolamento intermediédrio de pDNA, com o objetivo
de melhorar os valores de remocdo de RNA, recorrendo a uma operacio de diafiltragcao. Os ensaios fo-
ram todos efetuados em triplicado, tendo-se obtido uma boa reprodutibilidade entre os mesmos. O
esquema dos ensaios efetuados, bem como as principais condi¢des operatérias utilizadas, estdo re-
presentados na figura 7.1 e tabela 7.1, respetivamente. As experiéncias foram conduzidas numa célula
de filtracao agitada, com 10 mL de capacidade, com geometria “dead-end” (Amicon 8010, Millipore).
A agitacdo foi mantida a 760 min—! em todos os ensaios. O caudal de permeado foi imposto através
de uma bomba peristéltica (WM101U/R, Watson Marlow). Foram usadas novamente as membranas
FS40PP e Biomax300. Antes de se iniciar a filtracdo, as membranas foram lavadas com a filtragao
de pelo menos 30 mL de dgua MilliQ (Millipore). Apé6s lavagem das membranas, as suas permeabi-
lidades hidraulicas foram medidas através da determinacdo do fluxo de 4gua em funcdo da pressao
transmembranar, pressao esta imposta pela ligacdo da célula de filtracao a uma garrafa de azoto pres-
surizado. Foram colocados inicialmente na célula 10 mL de permeado proveniente da microfiltragao
do lisado. O permeado foi concentrado a um fator de concentracao volumétrico (VCF) predefinido
(ver tabela 7.1), segundo o método descrito na secgdo 7.2.3. Ap6s concluida a concentragao, foi efe-
tuada uma diafiltracdo com aproximadamente 4 volumes de diafiltracdo (V) de Tris/HCl 10 mM a
pH 8.00 (tampao Tris), ao mesmo caudal, e utilizando uma segunda bomba peristaltica (WM403U/R,
Watson Marlow). Foram recolhidas amostras da soluc¢do inicial antes da concentra¢do (permeado da
microfiltragdo), do concentrado apés diafiltracdo e do permeado conjunto da fase de concentracao e
da fase de diafiltracao, para posterior anélise. Para aferir o grau de colmatacao irreversivel das mem-
branas usadas, no fim dos ensaios a célula foi lavada com dgua MilliQ, com agitacdo suave e breve, e
a permeabilidade hidrdulica novamente determinada.
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Processo D: processo alternativo

Figura 7.1: Esquema dos processos estudados de isolamento intermedidrio de pDNA. A tracejado encontram-se
as operacoes consideradas nos calculos. Os processos A—C usam exclusivamente operagdes de membranas. O
processo D consiste no procedimento de isolamento intermedidrio alternativo, descrito em [17]. As condigoes

operatérias para os processos A-C estdo especificadas na tabela 7.1.

7.2.5 Isolamento intermedidrio alternativo

Para se obter um termo comparativo, em relacdo aos resultados obtidos com os ensaios de ultrafiltra-
¢ao/diafiltracao, foi igualmente estudado um processo de isolamento intermediario alternativo (Pro-
cesso D, figura 7.1), regularmente usado em laboratério [17, 32]. Foi efetuado o procedimento descrito
em [17]. O lisado, proveniente da lise alcalina, foi centrifugado duas vezes a 19000 g, durante 30 min
e a 4°C, numa centrifuga Allegra 25R (Beckman Coulter). Ao sobrenadante obtido (8 mL) foram adi-
cionados 0.7 volumes de isopropanol (Fischer). Ap6s 30 min de incubacao em gelo, a suspensdo foi
centrifugada durante 30 min, a 16 000 g e 4°C, na mesma centrifuga. Apés remocao do sobrenadante,
o “pellet” foi dissolvido em 2.5 mL de tampao Tris. Foi adicionado sulfato de aménio (Prolabo, VWR)
até perfazer uma concentragao de 2.5 M. Apés incubacdo durante 15 min em gelo, a suspensao foi cen-
trifugada a 16 000 g, durante 20 min e 4°C, numa centrifuga Mikro 200R (Hettich). Foram recolhidas
amostras ao longo do processo para posterior anélise.

Tabela 7.1: Condic¢des operatérias, utilizadas nos processos com base em tecnologias de membrana, para
efetuar o isolamento intermediario de pDNA.

Processo Membrana pDNA Jyx108 [m/s]  [min™!] VCF Vor [mL]
“A” FS40PP pVAXI1-LacZ 4.2 760 8 3.8

“B” Biomax 300 pVAX1-LacZ 2.4 760 8.4 4

“c” Biomax 300 pCAMBIA-1303 24 760 8.4 4
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7.2.6 Parte analitica
7.2.6.1 Quantificacdo de pDNA e RNA

A concentragdo de plasmideo nas varias amostras foi determinada pelo método desenvolvido por Di-
ogo et al [88]. Resumidamente, uma coluna HIC source 15 PHE, da Amersham Biosciences (GE Health-
care) foi conectada a um sistema de FPLC (Akra purifier) da GE Healthcare. A coluna foi inicialmente
equilibrada com 1.5M de (NH,),SO, em tampao tris. As amostras (20 uL) foram injetadas e eluidas
a um caudal constante de 1 mL/min. Ao fim de 2 min apds a injecdo, o eluente foi instantaneamente
mudado para tampao Tris para eluir as espécies adsorvidas. Este tampao foi mantido por mais 4 min
antes de se re-equilibrar a coluna para a preparar para a préxima injegdo. A absorvancia do eluido foi
registada a 260 nm. A concentra¢do de pDNA em cada amostra foi calculada por intermédio de uma
reta de calibracdo, preparada com padrdes de pDNA obtidos com um kit de purificacdo (Maxi kit, Qia-
gen). Este método estd descrito em detalhe no capitulo 3, onde se propde que a concentracao de RNA

pode igualmente ser estimada.

7.2.6.2 Eletroforese em gel de agarose

As amostras foram analisadas por eletroforese horizontal, em gel de 1.0% de agarose (Grisp), prepa-
rado em tampao TAE (40 mM Tris, 20 mM &cido acético e 1 mM de EDTA, pH 8.00), complementado
com o corante GreenSafe (NZYTech). As andlises decorreram a 110V, durante 40 min, numa célula da
BioRad. Os géis foram visualizados num transiluminador da Uvitec, modelo Essential V2. Para con-
centrar, e/ou evitar possiveis interferéncias provocadas pelos sais presentes, algumas amostras foram

dessalinizadas, através de precipitagdo com isopropanol, tal como descrito no capitulo 6.

7.2.7 Simulacgoes

Para efetuar uma otimizacao da operacao de ultrafiltragdo, com o intuito de obter uma elevada reten-
¢do de pDNA e uma elevada permeacao de RNA, efetuaram-se simulac¢des, quer para um sistema de
3 componentes contendo a macromolécula de interesse (pDNA ou RNA, componente 1), ido acetato
(componente 2) e ido potdssio (componente 3), quer para um sistema de 4 componentes contendo
o plasmideo, uma espécie de RNA (23S, 16S ou 5S), o ido acetato e o ido potdssio. Nas simulacdes
utilizou-se o método descrito nos capitulos 2, 5 e 6. Apesar de nos lisados microfiltrados existirem
outros sais presentes em solugao, os ives CH,COO™ e K* sao, por larga margem, os que se encontram
em maior quantidade, sendo os principais responséaveis pelos efeitos de carga que afetam em grande
medida a polarizacdo de concentracdo de macrosolutos (pDNA e RNA) que sdo altamente carregados
negativamente.

O modelo de transferéncia de massa anteriormente desenvolvido permite estimar a permeacao de
macrosolutos em membranas com poros de reduzidas dimensdes, ou seja, poros com um raio médio
inferior ao raio de giracdo do macrosoluto, sendo que este ultimo deverd apresentar alguma flexibi-
lidade. Este modelo foi originalmente desenvolvido para moléculas lineares, que foram modeladas
como cadeias de ligacdo livre (FJC), nomeadamente para pDNA linear e para polissacéridos lineares
(capitulo 4). O modelo foi estendido ao caso de macrosolutos de cadeia fechada, através da sua repre-
sentacdo pelo modelo de cadeias fechadas segmentadas (CSC), discutido nos capitulos 2 e 5. De facto,
verificou-se que a equacao obtida, que relaciona o racio entre o raio de giracao da molécula e o raio do
poro com o coeficiente de particdo, pode ser usada quer para cadeias FJC quer para cadeias CSC (ca-
pitulo 5). Apesar de uma molécula de pDNA poder ser modelada como uma FJC, a representacao CSC
é, aparentemente, uma melhor aproximacao por permitir obter valores de raio de giracao em melhor

concordancia com os valores encontrados na literatura. O modelo desenvolvido pode igualmente ser
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Tabela 7.2: Principais componentes do lisado microfiltrado e as suas propriedades mais relevantes para fins de

modelacao.
Componente G, [mol/m?3] M,, [Da] rs x 109 [m] Tg % 107 [m] D x 102 [m?/s]
CH,CO0~ 3.17 x 102 59 0.227 1089
K* 3.17 x 102 39 0.125 1950
RNA 58 2.26x 1073 40800 3.39 5.10 72.9¢
8.45 x 1074P
RNA 168 1.06 x 10742 523940 13.6 20.5 18.2¢
8.99 x 1075P
RNA 23S 5.63 x 10752 987360 17.8 26.8 13.9¢
4,77 x 1075P
pVAXI-LacZ 4.47 x 10782 3993000 83.1 87.3 2.974
pCAMBIA-1303  6.39x1077P 8158260 134 138.7 1.854

 Lisados provenientes da producao de pVAXI-LacZ

b Lisados provenientes da producao de pCAMBIA-1303
¢ Valores obtidos no capitulo 6

d Valores obtidos em [82]

usado para prever a permeacdo de RNA, considerando-o uma molécula linear, ou seja, utilizando o
modelo FJC, tal como indicado no capitulo 6, onde se aplicou o modelo de 3 componentes para pre-
ver a permeacdo das principais espécies de RNA presentes nos lisados, nomeadamente os RNA’s 23S,
16S e 5S, de forma individual.

Neste capitulo investiga-se a possivel mutua interferéncia entre pDNA e RNA nas suas permeacoes,
considerando um sistema de 4 componentes. A inclusdo de um maior nimero de componentes no
modelo representa uma interpretacdo mais realista do fenémeno mas aumenta consideravelmente a
complexidade dos célculos e o esforco computacional necessario. Para além disso, tal como mostrado
mais a frente, a principal interferéncia é o efeito do pDNA na permeacdo do RNA e ndo o contrario,
sendo que este tltimo efeito pode ser simulado com um sistema de 4 componentes.

As simulac¢des do processo de ultrafiltracido foram levadas a cabo considerando um cendrio de fil-
tragdo numa célula agitada, com 10 mL de solucao inicial (permeado da microfiltracao), em condicoes
de fluxo e velocidade de agitacdo constantes e em modo de concentragdo, cendrio este consistente
com o procedimento experimental descrito na sec¢do 7.2.3. As concentragdes inicias das macromolé-
culas e sais usados nas simulac¢des, assim como as suas propriedades mais relevantes, estao indicadas
natabela 7.2. As vérias propriedades das moléculas foram determinadas pelos métodos discutidos na
secc¢ao 3.2.

7.3 Resultados e discussao

7.3.1 Simulacoes

Para proceder a otimizacdo de uma operacao de ultrafiltragdo, com o objetivo de concentrar o pDNA
e simultdneamente proceder a sua separagdo do RNA presente, o raio do poro da membrana, r,, € 0
fluxo de filtragao, Jy, devem ser os primeiros pardmetros a considerar. Em seguida, deve-se testar o
material da membrana, nomeadamente em termos da sua suscetibilidade a colmatagdo e adsor¢do
de plasmideo, que deve ser o mais reduzida possivel. Assim, os efeitos de r, e Jy nas permeagoes
das moléculas indicadas na tabela 7.2 foram estimados antes dos ensaios experimentais. As previsoes
foram efetuadas considerando quer o modelo de 3 componentes, quer o modelo de 4 componentes,
descritos na sec¢do 7.2.7, em condicoes ideais de auséncia de colmatagdo e adsor¢do de pDNA e RNA.
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O efeito previsto das diferentes moléculas de RNA na permeacao observada, Sy, do plasmideo
pVAXI-LacZ, calculada pelos dois modelos propostos, é analisado na figura 7.2. Obtiveram-se resul-
tados semelhantes para o plasmideo pCAMBIA-1303 (resultados ndo mostrados). Como € possivel
constatar, observa-se apenas um ligeiro decréscimo de S;,s, 0 que leva a concluir que este efeito pode
ser desprezado (pelo menos para as concentracées consideradas nos cédlculos). Apesar da presenca
das moléculas de RNA néo interferirem significativamente na permeagdo de pDNA, a presenca de
pDNA influencia consideravelmente a permeacao das moléculas de RNA. Como se pode observar na
figura 7.4, um significativo decréscimo de S, é previsto, especialmente a altos valores de fluxo e para
as espécies de RNA de alto peso molecular (ou seja, RNA 23S e 16S). Os resultados das simulacdes po-
dem ser interpretados considerando a polarizacdo de concentracao esperada para cada componente,
expressa pelo racio C,,/G,, onde C,, é a concentracdo junto a superficie da membrana e G, é a con-
centracao no seio da solugao. Os valores calculados de C,,/ G, para o plasmideo pVAXI-LacZ, e para as
varias espécies de RNA, estdo indicados nas figuras 7.5 e 7.6, respetivamente, para o caso de r, =5nm
(para r, = 15nm e 1, = 25 nm podem ser obtidas concluses semelhantes). Como € possivel constatar
na figura, existe uma maior acumulacao de moléculas de pDNA junto a membrana, por comparagdo
com as moléculas de RNA, o que é consequéncia dos menores coeficientes de difusdo das moléculas
de pDNA. Esta acumulacdo de pDNA afeta a acumulacdo de RNA (e provavelmente de outras mo-
léculas carregadas negativamente presentes em solugdo, que ndo foram consideradas neste estudo)
reduzindo a polarizacdo de concentracao por efeitos de repulsdo eletrostatica. Como é sabido, o de-
créscimo de polarizacdo de concentracdo de um componente reduz a sua permeacao observada. O
efeito da presenca de moléculas de RNA na polarizacdo de concentracdo de pDNA é claramente me-
nos significativo, o que se deve ao facto das moléculas de RNA apresentarem um tamanho inferior e
serem menos carregadas negativamente (assim, s para concentragdes altas de RNA sdo esperados
efeitos significativos).

Comparando os resultados obtidos para os dois plasmideos, pode-se observar que, para além do
efeito da presenca das moléculas de RNA ser semelhante, os valores de S, quer para o plasmideo
pVAX1-LacZ quer para o plasmideo pCAMBIA-1303, sdo semelhantes pese embora os dois plasmideos
apresentem tamanhos distintos, tal como se pode observar na figura 7.3. Aindependéncia de S,;,; com
o tamanho das moléculas de pDNA é um resultado previamente reportado na literatura [59, 61, 60].
No entanto, deve-se ter especial cuidado na interpretacdo deste resultado uma vez que, tal como indi-
cado na tabela 7.2, as concentra¢des dos dois plasmideos nos lisados apresentam quase uma ordem
de grandeza de diferenca entre si. Sendo moléculas com elevada carga negativa, os efeitos do poten-
cial elétrico na camada de polarizacao, contabilizados na equacdo estendida de Nernst-Planck (sec-
cdo 2.5), desempenham um importante papel na permeacido deste tipo de biomoléculas. A medida
que a concentracao de pDNA aumenta é gerado um gradiente do potencial elétrico, de valor negativo,
mais acentuado na camada de polarizacao, facto que leva a uma reducao do grau de polarizacao e
consequentemente do valor de S;p;.

Para se obter uma separacao satisfatéria entre pDNA e RNA é necessdrio obter, simultaneamente,
valores reduzidos de S,,; de pDNA e valores elevados de S,,,; das moléculas de RNA na operacao de
ultrafiltracdo. Dado que a permeacdo observada das moléculas de RNA € praticamente independente
de Jy, facto originado pela presenca das moléculas de pDNA (ver figura 7.4), a utiliza¢do de um fluxo
elevado néo garante por si s6 uma elevada permeacao destas moléculas. Para o conseguir, pode-se
optar por utilizar membranas com poros de maiores dimensdes (pelo menos de 25 nm de raio). As-
sim, considerando que a permeacao de pDNA pode ser mantida relativamente baixa aplicando fluxos
de filtracdo de reduzido valor (1 —3um/s) para r,, = 25 nm (tal como indicado na figura 7.2), pode-
se concluir que a melhor opcao serd realizar a operacao de ultrafiltragdo a baixos fluxos e utilizando

membranas com 20 —25nm de raio de poro.
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Figura 7.2: Valores de S, do plasmideo pVAXI-LacZ, calculados com os modelos de 3 e 4 componentes para a
célula de filtragdo Amicon 8010, em func¢do do fluxo de permeado, para diferentes valores de r,,. Os restantes
dados foram: w =760 min™!, [CH,COOK] =316 mol/m* e T =298K.
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Figura 7.3: Valores de calculados de S,,; dos plasmideos pVAXI-LacZ e pCAMBIA-1303 em fungao do fluxo de
filtragdo, para vérios valores de r,.
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Figura 7.4: Valores calculados de S,,,s das varias espécies de RNA, obtidos pelos modelos de 3 e 4 componentes
para a célula de filtracdo Amicon 8010, em func¢ao do fluxo de permeado. Os célculos foram efetuados para uma
velocidade de agitacao de 760 min™*, [CH,COOK] =316 mol/m? e T =298K.
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Figura 7.5: Polarizacdo de concentragdo estimada, expressa pelo racio C,,/G,, para o plasmideo pVAXI-LacZ, em
funcdo do fluxo de permeado. Célculos feitos com os modelos de 3 e 4 componentes, para a célula de filtracdo
Amicon 8010, com 1, =5nm, =760 min"' e [CH,COOK] =316 mol/m?®.
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Figura 7.6: Polarizacdo de concentracao estimada, expressa pelo racio C,,/C,, para as vérias espécies de RNA,
em funcdo do fluxo de permeado. Célculos feitos com os modelos de 3 e 4 componentes, para a célula de
filtragao Amicon 8010, com 7, =5nm, @ =760 min~"' e [CH,COOK] = 316 mol/m?.
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7.3.2 Resultados experimentais - Ultrafiltracao

Para avaliar as conclusdes obtidas, referidas na sec¢do anterior, foram realizados ensaios de ultrafil-
tracdo dos lisados microfiltrados de pVAX1-LacZ e pCAMBIA-1303, utilizando duas membranas dis-
tintas, uma com r, = 4.8 nm [47] e outra com 1, = 25 nm, de 100 e 300 kDa respetivamente, referidas
na seccdo 7.2.3. O valor de r,, = 25 nm foi obtido experimentalmente pela medi¢do das permeagdes
observadas dos dextranos T70 e T500. Foram usadas duas velocidades de agitagdo (100 e 760 min™) e
diferentes valores de fluxo no intervalo 1.4 —8.3 um/s (5—30L/h-m?).

Os resultados obtidos, para um fator de concentracdo volumétrico (VCF) igual a 10, estdo repre-
sentados na figura 7.7. O rendimento de recuperacao de pDNA foi calculado como o racio entre a
quantidade de pDNA presente no volume total de permeado recolhido e a quantidade de pDNA pre-
sente no volume de permeado da operacdo de microfiltracdo (MFP) processado em cada ensaio. O
rendimento de remoc¢ao de RNA foi calculado como 1—(V,, Canap)/(Varep Canamrp), 0nde Cya p TEpTE-
senta a concentragdo no volume total de permeado, Cgnamrp € @ concentragdo de RNA no MFP, V, € o
volume de permeado recolhido e Vyrp € 0 volume de MFP processado em cada ensaio.

Como se pode verificar na figura 7.7, a utilizagdo da membrana com r, = 25 nm, a baixos fluxos de
filtracao, é claramente a melhor opg¢éo para obter, simultaneamente, um elevado rendimento de recu-
perac@o de pDNA e um elevado rendimento de remogao de RNA. Para a membrana com r, = 4.8 nm,
a remocao do RNA 23S e 16S é reduzida, tal como se pode constatar pela andlise da figura 7.8. Para
a membrana com r, = 25 nm observa-se uma elevada permeacdo de todas as espécies de RNA (fi-
gura 7.8), em todo o intervalo de fluxos considerados nos ensaios, no entanto, sé para valores reduzi-
dos de fluxo se consegue obter um elevado rendimento de recuperacdo de pDNA.

Para comparar os resultados experimentais com as previsoes do modelo, efetuaram-se os calculos
do rendimento de recuperacdo de pDNA e do rendimento de remocado de RNA através dos modelos de
3 e 4 componentes, respetivamente, uma vez que a presenca das moléculas de RNA apresenta uma re-
duzida influéncia na permeacdo de pDNA. Os valores de remocéao total de RNA, indicados na figura 7.7,
foram obtidos a partir das concentracoes iniciais de cada tipo de RNA (tabela 7.2) e da remocao esti-
mada das diferentes espécies de RNA, indicada na figura 7.8. Como se pode constatar na figura 7.7,
as previsdes da remocao de RNA total estdo de acordo com os resultados experimentais, embora se
observe uma ligeira tendéncia para se verificarem rendimentos de recuperacdo de pDNA mais altos
do que o previsto, assim como rendimentos de remocdo de RNA total mais reduzidos. Esta tendén-
cia indica que as permeacoes destas moléculas foram inferiores ao previsto, facto que pode sugerir
alguma ocorréncia de colmatacdo.

O sucesso da aplicacao de uma operacao de ultrafiltracdo, para separar pPDNA e RNA, com a mem-
brana de 25 nm foi igualmente testado por eletroforese (figura 7.9). Como se pode observar, usando
a membrana de 25 nm (Biomax 300) os permeados da ultrafiltracdo (UFP) contém quantidades sig-
nificativas de RNA e simultaneamente reduzidas quantidades de pDNA. Observa-se igualmente uma
clara permeacdo de HMw RNA, o que indica que a separa¢do do pDNA, quer do HMwRNA quer de
LMw RNA, pode assim ser obtida. Para a membrana de 4.8 nm (FS40PP), observa-se um comporta-
mento distinto na medida em que a grande maioria do RNA € retido pela membrana, em especial o

HMw RNA, o que estd de acordo com as previsdes do modelo.

7.3.3 Resultados isolamento intermedidario

Os resultados obtidos para os vérios processos de isolamento intermedidrio de pDNA encontram-se
na tabela 7.3. Para as condicOes operatérias escolhidas na realizacdo dos varios ensaios verifica-se
uma reduzida colmatacido das membranas, colmatacao essa representada pelo racio entre a permea-

bilidade hidraulica das membranas no fim dos ensaios e as suas permeabilidades iniciais (Lp,f/ Ly o).
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Figura 7.7: Rendimentos de recuperagao de pDNA e rendimentos de remocao de RNA, determinados
experimentalmente, comparados com as previsoes tedricas para o processo de filtracdo (concentracdo do MFP
com duas membranas distintas a VCF=10). Na figura estd igualmente indicado o raio do poro e a velocidade de

agitacdo usada em cada ensaio.

Este fator pode ter especial importancia do ponto de vista de aplicagdo pratica, uma vez que pode pro-
porcionar um aumento no nuamero de ciclos de utilizagao entre lavagens (ou substituicdo) de mem-
branas, sendo este pardmetro um dos principais fatores de impacto ambiental e econémico deste tipo
de processos [32].

Com a utilizacdo da membrana com o poro de menores dimensées (FS40PP, Processo A), obtiveram-
se elevados rendimentos de recuperacdo de pDNA, sendo este o processo que apresentou melhor per-
formance neste dominio (tabela 7.3). No entanto, o rendimento de remocdo de RNA obtido foi mo-
desto, estando de acordo com os resultados obtidos no capitulo 6. Contudo, é importante referir que
este processo pode ainda assim ser titil no contexto do isolamento intermedidrio de pDNA, por exem-
plo em operacdes de concentracao e de troca de tampao, dado os valores elevados de rendimento
de recuperacdo de pDNA obtidos e o reduzido grau de colmatacdo das membranas verificado nestes

ensaios.
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Figura 7.8: Valores calculados de remocado de RNA no processo de ultrafiltracao estudado (concentragdo do MFP
com duas membranas distintas, a VCF = 10). Na figura estd igualmente indicado o tamanho de poro e a
velocidade de agitacdo utilizada em cada ensaio.

Tal como referido anteriormente, para obter rendimentos de remocao de RNA mais elevados é ne-
cessdrio utilizar uma membrana com um poro de maiores dimensdées. Assim, foi utilizada uma mem-

brana de 300 kDa de “cut-off” (Biomax 300, r,, = 25 nm). Procurou-se melhorar o valor de remogéo de

Tabela 7.3: Resultados obtidos nos vérios processos de isolamento intermedidrio estudados. Os valores
encontram-se representados em percentagem com a indicacao do respetivo desvio padrao obtido.

Processo

Lp,f/pr() RpDNAa RRNAb Pureza®
‘A 97.3+1.7 98.6+3.1 19.2+6.1 9.53+0.3
“B” 87.2+1.6 82.1+2.8 96.5+1.3 63.34+6.1
“«’ 86.1+£1.0 95.7+5.0 96.6+1.1 38.99+2.5
“D” 88.6£8.0 88.0+£1.9 35.74£2.1

2 Rendimento de recuperacido de pDNA

b Rendimento de remocdo de RNA
¢ Pureza cromatogréfica nas anélises de HIC
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Figura 7.9: Andlise por AGE dos seguintes ensaios: (1-4) MF do lisado da fermentacdo pVAXI-LacZ seguida de
UF a3.7um/s e w=760min"!, com a membrana FS40PP (1-lisado, 2-MFP, 3-UFC, 4-UFC). (5-8) MF do lisado
da fermentacdo do pVAXI-LacZ seguida de UF a 2.4 ym/s e w =760 min~! com a membrana Biomax 300
(5-lisado, 6-MFP, 7-UFC, 8-UFP). (9-12) MF do lisado da fermentacao com pCAMBIA-1303 seguido de UF a
2.4pm/s e w=760min"' com a membrana Biomax 300 (9-lisado, 10-MFP, 11-UFC, 12-UFP).

1620050 044..5..6. 78

s pDNA (oc)
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Figura 7.10: Andlise de amostras, ao longo do processo B, por eletroforese em gel de agarose. Estdo
representados os resultados obtidos em duas repeticdes do processo. Amostras 1 e 5: lisado; Amostras 2 e 6:
permeado da microfiltracdo; Amostras 3 e 7; produto final obtido apés diafiltracdo; Amostras 4 e 8: permeado
conjunto da operagao de ultrafiltracao/diafiltracao. Na figura é possivel verificar a elevada permeacao das vérias
espécies de RNA bem como alguma permeacao do plasmideo pVAXI-LacZ.

RNA através da utilizacdo de uma operacao de diafiltracao (Processo B). Tal como se pode verificar na
tabela 7.3, por este método obtém-se uma elevada remocao de RNA (cerca de 96.5%), inclusivamente
superior a que se obtém com o processo alternativo estudado (88%, Processo D). Contudo, o aumento
do tamanho do poro conduz igualmente a uma diminui¢do do rendimento de recuperagdo de pDNA,
por comparagdo com o Processo A, que se situou em 82% neste processo. Este valor encontra-se ainda
acima do limite minimo de rendimento que se considera aceitdvel para uma operagdo unitdria num
processo de producdo de pDNA [39, 15, 133]. A perda de rendimento verificada deve-se essencial-
mente a permeacdo de parte do plasmideo pVAXI-LacZ na membrana, uma vez que grande parte
do pDNA restante foi analisado no permeado (cerca de 14%, em média, do plasmideo presente ini-
cialmente). A ocorréncia de alguma permeacao de pDNA, e concomitante elevada permeacao das
diferentes espécies de RNA presentes, esta explicita na andlise por eletroforese em gel de agarose de

amostras recolhidas ao longo do processo (figura 7.10). Pode ainda ser acrescentado que este pro-
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Figura 7.11: Perfil cromatogréfico, obtido com o método de HIC, dos produtos finais referentes aos processos B e
D. Na figura é notério o aumento do valor da pureza cromatografica obtida com o processo a base de operacoes
de membranas (processo B).

cesso permitiu obter um valor de pureza cromatografica bastante superior, quando comparado com
o processo alternativo (Processo D), tal como pode ser observado na tabela 7.3 e na figura 7.11. A pu-
reza cromatografica foi calculada pelo ricio entre a drea do pico referente ao plasmideo e a 4rea total
do cromatograma, nas andlises pelo método HIC. Na figura 7.11 encontram-se as andlises de HIC do
produto final dos dois processos. O cromatograma referente ao processo B apresenta uma notéria
superior remocéo de contaminantes e consequentemente um valor mais elevado de pureza cromato-
gréfica.

O modelo desenvolvido prevé uma menor permeacao do plasmideo pCAMBIA-1303 nas condicoes
operatorias utilizadas nos processos de isolamento primério, nomeadamente um fluxo de 2.4 um/s e
uma velocidade de agitagdo de 760 min~! (ver figura 7.3). Deste modo, foi assim testado o processo
de isolamento intermedidrio na purificacao deste plasmideo (processo C, figura 7.1). Como se pode
observar na tabela 7.3, obteve-se um elevado rendimento de recuperacdo de pDNA (95.7%), acom-
panhado de um igualmente elevado rendimento de remocdo de RNA (96.7%), indicando assim uma
satisfatoria seletividade do processo para efetuar a separagao pDNA/RNA, facto nunca antes obtido re-
correndo unicamente a processos de membranas[18, 16,32]. O menor valor obtido para este processo,
em termos da pureza cromatogréfica, fica-se a dever a menor concentracdo do plasmideo pCAMBIA-
1303 nos lisados (tabela 7.2).

7.4 Conclusoes

A separacdo entre o pDNA e as vdrias espécies de RNA pode ser obtida por ultrafiltracdo. Para isso é
fundamental otimizar quer o tamanho do poro da membrana quer o valor do fluxo de filtracdo. O de-
senvolvimento de um modelo te6rico com capacidade de prever as permeacgdes observadas de pDNA
e RNA revelou-se decisivo na escolha dos parametros operacionais. Este modelo, originalmente de-
senvolvido para sistemas de 3 componentes (o plasmideo, um contra-ido e um co-ido), com o objetivo
de contabilizar o efeito da for¢a iénica da solugado nos valores de permeacao de pDNA, foi neste capi-

tulo estendido para um sistema de 4 componentes (o plasmideo, uma espécie de RNA, um contra-ido
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e um co-ido). Os efeitos mutuos da permeacgdo simultdnea de pDNA e RNA foram investigados, com
osresultados a mostrarem que a permeacao de RNA é fortemente afetada pela presenga das moléculas
de pDNA, causando uma reducao dos seus valores de S,,,;. Os resultados experimentais confirmam as
previsdes do modelo, nomeadamente ao comprovarem que a escolha de uma membrana com poro
de 25 nm, operada a baixos fluxos, é a melhor escolha para efetuar a referida separacao.

A separacdo pode ser ainda otimizada efetuando uma diafiltracao ap6s o passo de concentracgao.
Foram testados 3 processos de isolamento intermedidrio recorrendo a operagdes de separacao com
membranas. Os resultados obtidos confirmam as previsdes do modelo, nomeadamente a reduzida
permeacdo de pDNA na membrana com o poro de menores dimensées, acompanhada de uma igual-
mente reduzida permeacdo de RNA, em especial de HMw RNA. A utilizacao deste processo, apesar de
revelar uma reduzida capacidade de remoc¢do de RNA, apresenta valores bastante elevados de rendi-
mento de recuperacdo de pDNA e valores minimos de colmatagao, caracteristicas necessdrias a ob-
tencdo de um processo com excelente capacidade de efetuar operacdes de concentragdo e de troca
de tampao. A utilizacdo de uma membrana com um poro de maiores dimensoes, para as condicoes
operatorias 6timas determinadas pelo modelo, permitiu obter elevados rendimentos de remocao dos
varios tipos de RNA. Em especial, a aplicagdo do processo no isolamento intermedidrio do plasmideo
pCAMBIA-1303 permitiu obter resultados, quer de recuperacdo de pDNA quer de remocado de RNA,
que revelaram ser consideravelmente melhores quando comparados com os que se obtém por in-
termédio de um processo alternativo usado em laboratério e que gera um maior impacto ambiental
e econémico, em especial de um ponto de vista de aplicacdo industrial. Para o caso do plasmideo
pVAXI1-LacZ, apesar de se obter novamente um elevado rendimento de remocao de RNA, o rendi-
mento de recuperagao de pDNA revelou ser mais reduzido, sendo que a perda de rendimento se deve
essencialmente a maior permeacao deste plasmideo pela membrana. Com base no modelo teérico
desenvolvido, prevé-se que possa vir a ser possivel reduzir o valor de permeacao, quer pelo aumento
da concentracdo de pVAX1-LacZ nos lisados quer pela redugado da forca iénica da solugéo, recorrendo
por exemplo a uma operag¢do prévia de concentragdo ou de dessalinizacdo. Assim, criadas as condi-
¢Oes para assegurar uma reduzida permeacado de pDNA, a remocdo de RNA poderd ser aumentada se
no processo forem utilizados volumes de diafiltracdao mais elevados, sendo este um tema para trabalho

futuro.
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Capitulo 8

Conclusao e perspetivas de trabalho futuro

No trabalho publicado em 2003 por Eon-Duval et al [16], no &mbito da utilizacdo de uma operacao de

ultrafiltracdo no isolamento intermediario de DNA plasmidico, é possivel ler o seguinte:

“...As membranas de ultrafiltracdo utilizadas foram desenvolvidas para a purificacdo de
proteinas e o seu “cut-off” determinado pela retencdo de proteinas globulares. Contra-
riamente a proteinas globulares, o DNA plasmidico € uma molécula longa e fina, o que
dificulta a previsdo do seu comportamento em operagdes de ultrafiltracao. Apesar do ta-
manho médio de plasmideos para fins terapéuticos ser de varios milhdes de Daltons, o
tamanho de poro selecionado neste estudo para reter o plasmideo é consideravelmente

inferior...”

De facto, tal como afirmado por Eon-Duval et al, a permeacdo de plasmideos em membranas de mi-
cro e ultrafiltracdo revela um comportamento completamente distinto do caso de proteinas globula-
res, que essencialmente se podem modelar como esferas rigidas e para as quais existem modelos bem
estabelecidos na literatura. No caso do pDNA, é um facto bem conhecido que este exibe valores de
permeacao significativos em membranas com poros de tamanho consideravelmente inferiores. Este
comportamento impede assim a aplicagdo dos modelos de esferas rigidas para prever a permeacao
de pDNA em membranas de micro e ultrafiltracdo. Na presente tese de doutoramento procurou-se
superar esta limitacdo pelo desenvolvimento de novos modelos que possam contabilizar efeitos da
deformacdo molecular induzida pelas tensdes de corte geradas a entrada dos poros, e assim permitir
explicar este fenémeno. O conceito de deformacdo molecular foi igualmente explorado por outros
autores. No entanto, apesar de o trabalho desenvolvido ser de inquestiondvel valor e de ter propor-
cionado importantes avancos no estado do conhecimento nesta matéria, os modelos desenvolvidos
apresentam algumas desvantagens que podem ser enumeradas, e que foram previamente discutidas
na sec¢ao 1.3.2.

Com arealizacdo do presente trabalho foi possivel obter uma amplia¢do do espectro de aplicacdo
do modelo do transporte restringido, provavelmente o modelo mais citado e utilizado no ambito das
operacdes de micro e ultrafiltracdo. Com esta nova abordagem passa a ser possivel aplicar o modelo,
ndo s6 a moléculas com uma geometria rigida, como também a moléculas que exibem elevados graus
de flexibilidade e como consequéncia valores significativos de permeacdo em poros com tamanhos
inferiores. As moléculas foram modeladas como cadeias FJC e CSC e os seus coeficientes de particdo
determinados por simulagGes estocasticas. Nestas simulacdes determina-se a distribuicao radial da
probabilidade de uma molécula entrar no poro estabelecendo uma condicdo de entrada. No presente
trabalho considerou-se como condic¢do de entrada que a massa pontual mais perto do poro devera es-
tar projetada no interior do mesmo. Foi possivel determinar uma equacao que relaciona o coeficiente
de parti¢do com A,, e verificou-se que a equacao € valida tanto para a abordagem FJC, como para a
abordagem CSC.

A ligacdo com o modelo do transporte restringido foi feita notando que para moléculas longas e
flexiveis, cujo tamanho é superior ao do poro, o fator de impedimento difusivo, dado pelo racio entre o
coeficiente de difusdao das moléculas no interior do poro e o coeficiente de difusdao numa situacdo nao
confinada, tende para zero. Por outro lado, o fator de impedimento convectivo devera ser igual a 1,
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assumindo que estas moléculas uma vez no interior de poros com menores dimensodes deverdo mover-
se com a velocidade média do solvente. Verifica-se, pois, que o coeficiente de permeagao intrinseca
se torna igual ao coeficiente de particao.

O desenvolvimento teérico proposto neste trabalho teve por base as equacgdes de Maxwell-Stefan.
Com esta abordagem, verifica-se que as principais equac¢oes usadas nos modelos podem ser deduzi-
das com base no mesmo principio teérico. A polarizacdo de concentracdo pode ser obtida com recurso
ao modelo do filme. Nestas condigdes, e considerando solucoes diluidas e ideais, foi possivel dedu-
zir e aplicar a equagdo de Nernst-Planck na camada de polarizacdo de concentracao. Esta equacdo
revela-se fundamental para determinar a polarizacao de concentracao do DNA plasmidico dado que
este tipo de moléculas apresenta uma elevada carga elétrica. A equagdo de Nernst-Planck introduz
importantes efeitos na permeacdo de moléculas com carga. Em especial, os varios compostos iénicos
em solucdo exercem uma influéncia mutua entre si, influéncia esta que se manifesta pelo surgimento
de um potencial elétrico na camada de polarizacao. Assim, para além do fluxo de filtragcdo e dos coe-
ficientes de difusao, a concentracédo e valéncia elétrica dos ides desempenham um papel importante
no estabelecimento dos gradientes de concentragdo na camada de polarizacdo e consequentemente
nos valores da permeacdo observada dos varios componentes da solucao a filtrar.

No decorrer do trabalho verificou-se que as moléculas de RNA também exibem permeacao em po-
ros com dimensdes inferiores as dimensdes moleculares. Este facto leva assim a necessidade de con-
siderar igualmente efeitos de deformacgdo molecular para explicar a sua permeacgdo. Neste dominio,
o facto do desenvolvimento do modelo para o pDNA ter sido efetuado de um modo mais abrangente
possibilitou a sua aplica¢do ao caso do RNA, uma molécula que revela igualmente um enorme poten-
cial como farmaco de segunda geracao, e onde os processos de membranas deverdo ter aplicabilidade
na sua producdo. O modelo aplicado ao RNA permitiu obter previsdes em concordancia com os resul-
tados experimentais. A descricao da sua polarizacdo de concentracdo revelou também a importancia
da utilizacao da equacdo de Nernst-Planck, uma vez que a permeacao de RNA na presenca de pDNA
revelou ser quase independente do fluxo de filtracao, o que s6 pode ser explicado por efeitos de carga.
Por outro lado, o modelo desenvolvido prevé, para as concentragdes das espécies estudadas neste tra-
balho, que a influéncia da presenca de RNA na permeacao de pDNA é muito menos significativa, facto
que também foi verificado na pratica.

Eimportante referir que a deducio da equacdo de Nernst-Planck mostra o elevado ntimero de sim-
plificacoes que € necessdrio efetuar. Em especial, tém que ser consideradas solu¢ées diluidas e ideais
para a equacdo ser aplicavel. Por outro lado, o efeito da pressao no potencial quimico tem que ser
desprezado, o que para solutos com elevados volumes parciais molares pode nao ser o melhor pro-
cedimento. Em processos de ultrafiltracao, em especial em operacdes de concentracdo, a aproxima-
¢ao de solucdes diluidas e ideais pode igualmente apresentar-se como uma descrigao pouco realista.
No entanto, ndo é menos verdade que a complexidade inerente a processos de micro e ultrafiltracao,
em especial a ocorréncia de colmatacgdo e subsequente alteracdo fisico-quimica da membrana, nao
permite garantir que mesmo um modelo tedrico mais preciso possa descrever com exatiddo todo o
fenémeno de permeacao. A introducao de novos termos na equacao de Nernst-Planck aumenta con-
sideravelmente a dificuldade de integracdo dos sistemas de equacoes diferenciais. Esta dificuldade
surge pelo facto dos valores que se procuram calcular (as concentragdes dos varios componentes no
permeado) precisarem de ser conhecidos para proceder a integracdo das equacdes de forma direta.
Para superar esta limitagdo foi desenvolvido um algoritmo que permite, de forma iterativa, estimar
estes valores e ir efetuando novas estimativas mais precisas até se obter uma aceitdvel convergéncia.
Naturalmente, a medida que um maior niimero de componentes é considerado nos cédlculos a com-
plexidade inerente é aumentada significativamente, pelo que o desenvolvimento de algoritmos mais

eficientes é assim premente.

108



Purificacao de DNA plasmidico usando tecnologias de membrana

No presente trabalho foi determinado o coeficiente de particao de moléculas longas e flexiveis em
dois passos: pela representacao da estrutura das moléculas por modelos FJC e CSC e pela simulagdo
estocdstica necessdria para determinar a probabilidade de entrada destas estruturas em poros. Foi
considerada como condicdo necesséria de entrada no poro que a massa pontual mais perto do poro
esteja projetada no seu interior, sendo a restante molécula forcada a permear pelo efeito de defor-
macdo causado pelas tensdes de corte geradas pelo fluxo convectivo do solvente. A utilizacao deste
procedimento permitiu obter previsdes com uma satisfatéria aproximacao aos resultados experimen-
tais. No entanto, verificou-se uma certa tendéncia para subestimar ligeiramente as permeacdes. Neste
dominio, poderao obviamente ser efetuados alguns melhoramentos, como por exemplo na determi-
nacao experimental de condi¢es de entrada em poros que possam descrever de forma mais realista
o fenémeno de permeacdo. As representagdes FJC e CSC sdo igualmente representacdes que poderdo
ser demasiado simples para descrever a estrutura de pDNA e RNA. Por exemplo, nestas representacoes
ndo é tido em conta o efeito do volume excluido, que pode desempenhar um papel importante. Estes
dois efeitos poderdo contribuir para que se verifiquem previsdes de permeacéo geralmente mais ele-
vadas do que as que se observam na prética. No entanto, do mesmo modo poderé ser referido que o
incremento da complexidade na anélise do problema gera incontornavelmente um enorme aumento
no esforco, quer computacional quer de realizacdo de ensaios experimentais, sem que exista uma clara
certeza que a exatiddo das previsdes seja significativamente melhorada, o que se deve, tal como refe-
rido anteriormente, a elevada complexidade inerente aos processos de micro e ultrafiltragao.

Os modelos tedricos desenvolvidos para estimar a permeagdo de pDNA consideram apenas a sua
isoforma super-enrolada. Este facto deve-se em parte a escassez de dados na literatura que permitam
estimar de forma precisa as propriedades das varias isoformas. Como trabalho futuro seria importante
procurar alargar o modelo para permitir a sua aplicagao diferenciada as véarias isoformas de pDNA, que
inevitavelmente sdo parte integrante dos lisados. Varia¢gdes nos valores de permeacdo para diferentes
isoformas, em processos de ultrafiltracao, foi ja verificada na pratica [30] e a obtencdo de um modelo
tedrico com capacidade de previsao constituiria uma ferramenta de inegéavel valor neste dominio, em
especial tendo em consideragdo a importancia da separacao de isoformas num processo de produgdo
de pDNA.

De um ponto de vista de aplicacdo pratica foi possivel obter uma elevada seletividade na sepracao
pDNA/RNA por ultrafiltracdo. Neste aspeto, os modelos desenvolvidos revelaram-se essenciais para
estimar as condi¢des operatérias necessarias. O modelo previu a utilizacao de membranas com poros
de razodveis dimensdes (20-25 nm) operadas a fluxos de filtracdo reduzidos. A utilizagdo de baixos
fluxos gera a possibilidade de reter o pDNA permitindo uma elevada permeacdo das moléculas de
RNA. Por outro lado, devido aos reduzidos valores do coeficiente de difusdo das moléculas de pDNA,
fluxos baixos permitem obter uma menor polarizacdo de concentracido e consequente inferior grau
de colmatagdo. Este facto pode gerar um aumento no tempo dos ciclos de utilizagdo entre lavagens e
uma reducdo na periodicidade de substituicao de membranas. Por outro lado, minimizam a adsor¢ao
de compostos, facto que conduz a indesejadas alteracdes fisico-quimicas das membranas, o que pode
levar a uma reducao da reprodutibilidade entre filtracdes. Este modo de operacdo a fluxo constante
e de reduzido valor ndo é o mais utilizado, por exemplo em esquemas de purificacdo de proteinas.
Para a sua implementacdo poderd ser necessdrio desenhar novos médulos de filtracdo que permitam
efetuar um controlo preciso do fluxo de filtracao. Por outro lado, fluxos reduzidos implicam a neces-
sidade de utilizar uma maior 4rea de membrana para obter uma produtividade semelhante. Assim, a
viabilidade do processo terd que ser necessariamente avaliada tendo em conta as inerentes vantagens
e desvantagens do método. No entanto, o processo de ultrafiltracdo/diafiltracdo desenvolvido no pre-
sente trabalho permite a eliminacdo da utilizacdo de elevadas quantidades de agentes precipitantes,

0 que naturalmente tem o potencial de gerar um menor impacto ambiental e econémico.
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No ambito da producdo e purificacdo de DNA plasmidico é essencial obter métodos de quantifica-
¢do que permitam, de forma célere e eficiente, quantificar ndo s6 o plasmideo como também os varios
contaminantes ao longo do processo. Nesta matéria, o método cromatografico de HIC, desenvolvido
por Diogo et al [88], revela possuir 6timas caracteristicas para tal, nomeadamente uma boa reproduti-
bilidade, robustez, auséncia de pré-tratamento das amostras (com excecdo da remocdo do contetido
solido) e rapidez de execugdo. No presente trabalho de doutoramento sugere-se que o RNA possa
ser igualmente analisado por este método, permitindo uma andlise simultdnea conjuntamente com o
pDNA. Para controlo de qualidade da preparacao final de pDNA deverd ser preciso efetuar uma ané-
lise mais precisa do contetido de RNA, no entanto, para controlar os rendimentos de remocao desta
biomolécula em fases intermédias do processo de producéo verifica-se que o método de HIC pode
constituir uma excelente alternativa.

Na presente tese de doutoramento procurou-se estudar a remocgao de s6lidos, originados pelo pro-
cesso de lise alcalina, recorrendo ao uso de uma operacdo de microfiltracdo. Outras processos alter-
nativos podem ser considerados, como por exemplo centrifugacao, filtragdo convencional e flutuacdo
forcada. No entanto, a centrifugacdo é geralmente considerada como pouco vidvel a escala industrial.
Filtracdo convencional e operacdes de flutuagdo forcada ndo permitem garantir a total remocao de
contetdo sélido, pelo menos de uma forma tdo segura como a que se obtém com uma operacao de
microfiltragdo. Este fator pode ter importancia em especial para situacdes em que a operacdo sub-
sequente apresente uma reduzida tolerancia a presenca de s6lidos na corrente de entrada, como por
exemplo operagoes de cromatografia. No presente trabalho foi estudada a microfiltragdo de um lisado
alcalino. Foram obtidos elevados rendimentos de recuperacdo de pDNA e completa remocao de séli-
dos aquando da utilizacdo de uma membrana hidrofilica de Nylon com um poro nominal de 0.2 pm, a
um fluxo de filtragdo constante de 73 L/h-m?. Durante a filtracdo dos lisados foi, contudo, observada
alguma re-dissolucdo de gDNA durante o processo. Verificou-se que este efeito ndo poderia ser expli-
cado apenas pela reducao da forca i6nica do lisado durante o processo, e que teria de ser, portanto,
resultante da degradacdo mecanica do conteuido precipitado pela acdo das tensdes de corte geradas.
De facto, observou-se que o gDNA re-dissolvido apresentou valores de permeacao significativos numa
membrana de ultrafiltracdo com um poro de tamanho reduzido (r, =4nm), confirmando a ideia de
que a acdo mecanica imposta no material precipitado leva a re-dissolu¢do de pequenos fragmentos
de gDNA, que como é sabido podem causar complica¢des em fases mais avancadas do processo. Este
resultado esté assim de acordo com a ideia de ser necessario impor, durante operacdes de separagao
sélido-liquido a seguir a lise, reduzidas tensdes de corte para evitar a re-dissolugdo de contaminantes.
Apesar disso, também se verificou que na segunda operagdo de membranas, a ultrafiltracao, é possivel
remover de forma eficientemente estes fragmentos contaminantes.

Nos ensaios de microfiltracao, referidos no paragrafo anterior, observou-se a ocorréncia de alguma
colmatacdo das membranas. Devido a elevada quantidade de s6lidos e de contaminantes dissolvidos
nos lisados este fendémeno serd sempre, em maior ou menor grau, uma inevitabilidade. Uma forma de
procurar rentabilizar a operacdo e de reduzir o impacto ambiental e econ6mico subjacente passa por
desenvolver novas membranas que possam ser produzidas de forma econémica e que sejam biode-
gradéveis. Nos nosso laboratérios estdo a ser dados passos nesta dire¢do como comprova um estudo
recentemente publicado [134].
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Apéndice A

Determinacao da concentracao massica de células
para efetuar a lise

Para determinar a concentra¢do massica de células (peso htimido) a usar na etapa de lise foram reali-
zados ensaios prévios de estabilidade de lisados. Para isso, efetuou-se a lise alcalina de suspensoées de
células com diferentes concentracdes méssicas (figura A.1). A concentracdo mdssica foi determinada
como o racio entre o peso htimido de células e o volume de tampao usado na sua ressuspensio. Os
lisados obtidos foram posteriormente processados por centrifugagdo para remover o contetido s6lido
formado durante a lise. Como se pode verificar na figura A.1, para as concentracoes de 180 e 240 g/L,
observa-se um aumento da densidade 6tica dos lisados centrifugados ao longo do tempo, facto que
indica a ocorréncia da precipitacdo de algum do material inicialmente dissolvido. Optou-se por es-
colher a concentragdo de 120 g/L, para a qual se verificou um reduzido aumento da densidade 6tica,
estando este valor igualmente dentro da gama de concentracdes usadas por outros autores [28, 25, 26].
Com a escolha deste valor de concentragao pretende-se assim evitar a ocorréncia da precipitacio de
alguns constituintes do lisado em operacdes subsequentes a etapa da lise alcalina, facto que poderia
introduzir efeitos indesejados na interpretacao e desempenho dos processos.

1072
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Figura A.1: Variacao da densidade 6tica (600 nm) em fun¢do do tempo de incubacdo para lisados alcalinos
centrifugados a diferentes valores de concentracao mdssica de células (peso himido).

121



Purificacdao de DNA plasmidico usando tecnologias de membrana

122



Purificacao de DNA plasmidico usando tecnologias de membrana

Apéndice B

Caracterizacao de lisados centrifugados

Foram utilizados dois géis de SEC diferentes: o gel Sephacryl S-1000 SF e o gel Sephacryl S-100 HR (GE
Healthcare), estando as suas principais caracteristicas indicadas na tabela B.1.

Para efetuar a anélise de lisados por SEC, os géis foram empacotados numa coluna com 50 mL
de volume (Sigma), segundo as recomendacées do fabricante. Obteve-se no final um volume de gel
de aproximadamente 46 mL. A coluna foi conectada a um sistema cromatografico (Akta purifier, GE
Healthcare) e as amostras de lisado foram injetadas e eluidas a um caudal de 0.5 mL/min, usando
tampao Tris/HCI 10 mM a pH 8.00, com 150 mM de NaCl, como eluente. A absorvancia do eluato foi
continuamente monitorizada a 260 nm. Em alguns ensaios foram recolhidas amostras do eluido em
intervalos de 10 min. Estas amostras foram posteriormente analisadas por AGE, HIC e BCA.

Na figura B.1 encontra-se o resultado da anélise do lisado de pVAX1-LacZ no gel Sephacryl S-1000
SE No cromatograma obtido (figura B.1 a) é possivel identificar dois picos parcialmente sobrepostos.
No primeiro pico elui o plasmideo, que essencialmente é recolhido nas fragdes 4 e 5 (figura B.1 c). De-
vido a existéncia no lisado de varias espécies de RNA, estas biomoléculas eluem ao longo do segundo
pico, com a prevista tendéncia da reducdo de tamanhos ao longo das varias fracdes. Nas anélises de
HIC das fracées selecionadas (figura B.1 b), verifica-se a presenca de plasmideo apenas na fragdo 5. A
drea do pico na regido 3 (contaminantes hidrofébicos) diminui ao longo das fracoes, e na fracao 10,
que ja parece ndo conter RNA, é nula. Na regido 2 (contaminantes hidrofilicos), observa-se uma ten-
déncia contréria, registando-se uma maior absorvancia na fragao 9. Este facto parece indicar que os
compostos que eluem na regido 2 apresentam uma menor massa molecular.

Foi utilizado um procedimento semelhante para caracterizar o lisado com o gel Sephacryl S-100
HR. Os resultados obtidos encontram-se na figura B.2. E possivel verificar que os 4cidos nucleicos de
maior massa molecular (pDNA e HMw RNA) néo sao retidos pelo gel e eluem em conjunto na fragao 4.
Para o LMw RNA observa-se uma ligeira retencao, sendo recolhido nas fragées 4 e 5. Parte do material
proteico € significativamente retido pelo gel. Observa-se a existéncia de uma elevada dispersividade
de massas moleculares das proteinas presentes visto que estas sdo detetadas nas fracées 5-12, co-
brindo quase na totalidade o intervalo de fracionamento do gel. Pela andlise dos cromatogramas de
HIC (figura B.2 b), pode-se verificar que o RNA elui na regido 3. De facto, apenas para as fracdes que
contém 4cidos nucleios (fragdes 4-5) existe um valor de absorvancia significativo nesta regiao e para

estas fracdes ndo se deteta uma absorvancia significativa na regido 2.

Tabela B.1: Principais caracteristicas dos géis Sephacryl S-100 HR e Spehacryl S-1000 SF [135].

Gel Intervalo de Capacidade Caudal Tamanho médio
fracionamento recomendado das particulas
[kDa]
Sephacryl 1-100 0.4%-4% do 10-35cm/h 47 um
S-100 HR volume total de
coluna
Sphacryl 500—5 x 10° 0.4%-4% do 2-30cm/h 65 um
S-1000 SF volume total de
coluna
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Figura B.1: Andlise do lisado centrifugado obtido ap6s lise alcalina de E. coli contendo o plasmideo pVAXI-LacZ.
a) Perfil cromatogréfico do lisado no gel Sephacryl S-1000 SF (SEC); b) Andlise por HIC-HPLC das fracées 5,7, 9 e
10, recolhidas durante o ensaio de SEC. c) Anélise por eletroforese das fracdes recolhidas durante o ensaio de

SEC.

A andlise feita permite assim concluir uma importante caracteristica do método de HIC face a ca-
racterizacao de lisados, nomeadamente a possibilidade de quantificar numa sé andlise quer o pDNA

(regido 1) quer o RNA total presente (regido 3). Os compostos que absorvem na regido 2 apresen-
tam uma menor massa molecular, sendo maioritariamente detetado nesta zona o material proteico
presente nos lisados. Apesar de nao serem aqui discutidos, os lisados do plasmideo pCAMBIA-1303
(usados no capitulo 7) apresentam resultados semelhantes. Espera-se que o material proteico pre-

sente nos lisados, pelo facto de apresentar uma menor massa molecular, possa ser separado do pDNA
através de uma operacdo de ultrafiltracdo, tendo este resultado sido ja verificado na pratica [16, 32].
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Figura B.2: Andlise do lisado centrifugado obtido apés lise alcalina de E. coli contendo o plasmideo pVAX1-LacZ.
a) Perfil cromatografico do lisado no gel Sephacryl S-100 HF (SEC). No mesmo grafico encontram-se
sobrepostos os valores de concentracdo de proteina total, obtidos para cada fracao recolhida; b) Anélise por
HIC-HPLC das fracoes 4, 5, e 8, recolhidas durante o ensaio de SEC. c) Andlise por eletroforese das fracoes
recolhidas durante o ensaio de SEC.
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rendimento de recuperacao, 93, 101, 104
leito expandido, 2 revisdo bibliografica, 7-8
SEC, 123

ultrafiltracao, 61

permita anionica, 2

cromatograma, 44, 123

CSC, 27,29, 78 « »
downstream”, 2
algoritmo, 29, 64
codigo, 29 E. coli, 75
codigo trés dimensoes, 31 E. coli DHb5¢a, 68, 76, 92

128



Purificacao de DNA plasmidico usando tecnologias de membrana

E. coli XL1 blue, 92
EDTA, 76
eletrolitos, 78
eletroforese, ver AGE
eletroneutralidade, 19, 20, 63, 78
eluente, 44
EMA, 2,91
ensaios clinicos, 75
enzima, 2, 48, 75
eppendorf, 57
equacao
diferencial, 20
Hagen-Poiseuille, 12
Maxwell-Stefan, 14
Nernst-Planck, 17, 63, 78
Stokes-Einstein, 17, 43, 50
equilibrio camada adsorvida, 70
esfera rigida, 7, 23, 61
esferas rigidas
coeficiente de particao, 33
concentra¢do no poro, 33
espessura camada de polarizacao, 17, 20, 63
espetrofotémetro, 57, 69
esterilizacao, 5

estrutura super-enrolada, 61

fator
de concentracdo, 85, 93, 101
de diluicéo, 76, 80

de impedimento convectivo, ver coeficiente

de impedimento difusivo, ver coeficiente

FDA, 2, 91
fenol, 75
fermentacdo, 68, 92
“filter-aids”, 75
FJC, 27, 43, 48, 66
codigo, 28
codigo trés dimensoes, 31
coeficiente de particao, 53, 62
raio de giragdo, 49
trés dimensoes, 31
fluxo
de permeado, 77
de soluto no poro, 25, 26
filtracdo, 12, 35, 55
molar, 17, 26
poro, 12, 24

fluxo critico, 7-8

forca i6nica, 41, 53, 61, 65, 88

“force-extension”, 50

FS40PB, 56, 77, 85, 93, 101
tamanho de poro, 57

funcéo de erro, 63

gDNA, ver DNA gen6mico
Glybera, 1
gradiente
concentracdo, 17
potencial elétrico, 19, 20
GreenSafe, 95

Hagen-Poiseuille, 12, 21
HIC, 43,77, 95

HMw RNA, ver RNA
HPLC, 77

ioes, 19
ido
acetato, 95
potéssio, 95
indice de refragao, 57
integracdo numeérica, 20
interacdes eletrostéticas, 61
isoforma, 88
linear, 62, 66
super-enrolada, 62, 66, 78, 91
isolamento intermediario, 3, 93, 101
isolamento intermediério alternativo, 94
isolamento primadrio, 2
isopropanol, 75
dessalinizacao, 95
isolamento intermediério alternativo, 94

precipitacao, 78
Kuhn, ver distancia

“light scattering”, 49, 51
lisado, 44, 75
clarificacdo, 92
estabilidade, 121
HIC, 44, 83
SEC, 123
lise alcalina, 44, 75, 76
método modificado, 91
procedimento, 45, 92

referéncias bibliogréficas, 2, 45

129



Purificacdao de DNA plasmidico usando tecnologias de membrana

tampoes, 45 dos poros cilindricos, 11
lise celular, ver lise alcalina, lise térmica dos poros simétricos, 93
lise mecanica, 75 FJC, ver FJC
lise térmica, 2, 75 poros simétricos, 62, 68
lisozima, 75 transporte ioes, 62
LMw RNA, ver RNA WLC, ver WLC
log-normal, 57 Zimm, 43, 50
Luria Bertani, 92 moléculas flexiveis, 47
coeficiente de particao, 32, 33, 53, 62
massa molecular, 40, 41, 43 concentracio no poro, 33
Maxwell-Stefan, 13 permeacio intrinseca, 34, 63
simplificagbes da equacdo, 14 representacdo, ver FJC, CSC
solutos iénicos, 17 mono-camada, 71
solutos neutros, 18 Monte-Carlo, 27, 48, 53, 61
média radial, 25, 33

N Z
membrana 2, Ver azoto

Biomax 300, ver Biomax 300 numero
aleatério, 28
de Avogadro, 41
de Peclet, 26
de Reynolds, 38
de Scmidt, 38
de Sherwood, 38
nucleétidos, 43
pares de bases, 20, 41, 53
segmentos, 27, 49, 65
NacCl, 53, 56, 68
NaOH, 76
Nernst-Planck, ver equacao

colmatacao, 76, 80
FS40PP, ver FS40PP
nitrocelulose, 91
Nylon, ver Nylon
TEPC, ver TEPC
XM300, ver XM300
YM100, ver YM100
métodos estocésticos, 48
ME-A, ver microfiltracao
ME-B, ver microfiltracdo

ME-C, ver microfiltragdo

MFP, 101 ) ”
Mg?+, 53 nitrocelulose, ver adsorcao, 76
microfiltracdo, 76, 79 Nylaflo, ver Nylon
Nylon, 71, 92
MEF-A, 79, 80
MEF-B, 79, 81 pCAMBIA-1303,92, 101, 105
MF-C, 79, 83 permeacao observada, 97
operacao estudada, 3 PCR, 77, 80
permeabilidade, 12 PD-10, ver SEC
revisdo bibliogréfica, 4 pDNA, ver DNA plasmidico
simulacdes, 79 PEG
tamanhos de poro, 11 raio hidrodinamico, 40
microplaca, 77 perfil
MilliQ, 76 concentracao, 20, 21
minimos quadrados, 40 potencial elétrico, 20, 21
modelo velocidade, 24
3 componentes, 95 permeacao
4 componentes, 95 intrinseca, 19, 26, 54, 63
CSC, ver CSC observada, 19, 26, 37, 39, 55
do filme, 17, 39 permeabilidade hidraulica, 13, 35, 102
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persisténcia, ver comprimento
peso humido, 75, 121
plasmideo, ver DNA plasmidico
polarizacado de concentracao, 17, 38, 62, 88
poli-eletrélito, 62
poliacrilonitrilo, 56
policarbonato, 56, 68
polidispersividade, 57
polietersulfona, 93
porosidade, 12, 26
potencial
elétrico, 63
eletroquimico, 14
Maxwell-Stefan, 14
precipitados, 75
pressao, 35, 77
primers, 77
procedimento
HIC, 44
seletividade, 39
proteinas, 75
quantificagdo, ver BCA
rendimento de remocgao (MF), 83
SEC, 123
proteinase K, 75
pUCI9, 48, 56
pUCI9
comprimento contorno, 53
distancia entre extremidades da cadeia, 51
ntmero de pares de bases, 51
raio de giracdo, 51
raio hidrodinamico, 51
pureza cromatografica, 105
purificacdo final, 2
pVAX1-LacZ, 68, 69, 76, 92, 101
permeacao observada, 97
PVDE 56, 77, 93

raio

da célula, 38

de giracdo, 28, 65

de giracdo instantaneo, 64

do poro, 40

dupla hélice, 41, 65

hidrodinamico, 17, 26
raio de giracdo instantaneo, 49
rand, 28

rendimento
de permeacdo, 80
de recuperacao, 77, 80, 85, 93
repulsdo
eletrostatica, 97
repulsdo eletrostética, 53, 61, 73
residuos sélidos, 76
resumo, iii
RNA, 42, 75
16S, 77,78, 88
238,78, 88
58,78, 88
alto peso molecular, 79, 101
baixo peso molecular, 79, 101
coeficiente de sedimentacdo, 43
massa molecular, 43
permeacao observada, 97
quantificacao, ver HIC
raio de giracdo, 43, 79
raio hidrodinamico, 43, 79
rendimento de remocao, 101, 104
SEC, 123
volume parcial especifico, 43
RNase, 45
RNase A, 75
Runge-Kutta, 20

SEC
cromatograma, 123
PD-10, 77
seletividade
convectiva, 15, 24
membranas, 39
separacdo sélido-liquido, 75
Sephacryl S-100, 56
caracteristicas, 123
Sephacryl S-1000
caracteristicas, 123
solucdo
balanco de massa, 36
de diafiltracao, 77
diluida, 14
solvente
“theta”, 50
bom, 50
organico, 75

“static light scattering”, 66
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sulfato de aménio
HIC, 44, 77
isolamento intermediério alternativo, 94
super-hélice, 66
Svedberg, 43
SYBR green, 77

Ts0E 10, 76
tampao
diafiltracdo, 80
lise, 45
ME-A, 88
MEF-B, 81, 88
ME-C, 83
neutralizacao, 45
ressuspensao, 45
TAE, 78
Tris, ver Tris
tecnologias de membranas
caracteristicas, 4
referéncias bibliograficas, 11
separacao de isoformas, 8
temperatura, 41
tensao de corte, 54, 81
TEPC, 68
tamanho de poro, 57
terapia génica, 1, 75
termociclador, 77
terra de diactoméceas, 76
Terrific broth, 92
tortuosidade, 13
“track-etched”, 56, 68
transfeccdo, 1
transiluminador, 78, 95
transporte restringido
fundamentos teéricos, 21, 47
referéncias bibliogréficas, 6, 9, 47
Tris, 56, 68, 76, 77, 93

troca de tampao, 3, 38

UF-A, ver ultrafiltracdo

UF-B, ver ultrafiltracao

UF-C, ver ultrafiltracdo

ultracentrifugacdo, 79

ultrafiltracao, 76, 85, 93
operacao estudada, 3
permeacao observada, 88
permeabilidade, 12
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revisdo bibliogréfica, 5-6
separacdo de isoformas, 8
separacdo pDNA/RNA, 101
tamanhos de poro, 11
UF-A, 85
UEF-B, 85
UF-C, 85

“Upstream”, 2

vacinas DNA, 1, 75
valéncia elétrica, 17
vectores virais, 1
velocidade
agitacdo, 69, 77
convectiva, 14, 24
difusiva, 14
fluido num poro, 12
solvente, 24
total, 14
velocidade de agitacao, 92
vetor, 27
posicao, 49, 64
vetores virais, 75
volume
parcial especifico, 43, 79

parcial molar, 14

WLC, 50, 53
distancia entre extremidades da cadeia, 50
raio de giracao, 50, 66

XM300, 56, 68, 69

YM100, 68, 69
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