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RESUMO

A biotecnologia é aplicada no aprimoramento de diversas tecnologias, incluindo
aquelas de uso médico. Os equipamentos chamados de oxigenadores por
membrana extracorpdérea sdo exemplos que ja passaram por diversas melhorias,
mas que ainda apresentam uma dificuldade: a hemocompatibilidade. Tais maquinas
substituem a funcdo dos pulmdes (troca de CO, e O,) em pacientes que néao
conseguem respirar por si mesmos, e geralmente requerem a administragdo de
anticoagulantes para minimizar problemas de hemocompatibilidade, mesmo que isso
possa acrescentar ao risco de sangramento. O aumento da eficiéncia na troca de
CO, é uma forma de permitir a reducdo da area de contato entre sangue e
membrana, tornando a hemocompatibilidade menos problematica. A imobilizacado da
enzima anidrase carbdbnica, que catalisa a reagao reversivel de hidratagcdo do CO,,
se demonstrou uma alternativa, mas ainda resta saber se ela sobreviveria as
proteases do sangue. Uma forma de protegé-las seria encapsulando-as. Neste
trabalho, foi avaliado, in silico, como as estruturas conhecidas como encapsulinas,
ou nanocompartimentos bacterianos, poderiam afetar a performance da troca
gasosa e a vida util da anidrase carbbnica imobilizada, considerando que
encapsulinas sdo imunes a protedlise e conferem a mesma protegao as moléculas
que estejam em seu interior. Para isso, modelos matematicos uni e bidimensionais
transientes foram construidos e simulados em linguagem Python, levando em conta
o fendbmeno de difusdo, convecgao, reagao quimica, deposicdo de material sobre a
membrana e a troca entre hemacias e plasma. Os métodos numéricos utilizados
foram implementados corretamente, conforme evidenciado pela analise de
verificacdo. Resultados das simulagbées mostram que o uso de enzimas diminui a
pressdo parcial média de CO, no sangue, porém menos CO, é removido,
contrariando resultados experimentais da literatura. Os resultados sugerem que a
degradagao proteolitica pode ser combatida apenas com um excesso de enzimas; e
que as encapsulinas sao uteis no caso da degradacido tornar a deposi¢cao de
plaquetas um problema.

Palavras-chave: Anidrase Carb0Onica. Encapsulina. Remocéo Extracorpérea de COa.

Simulagao.



ABSTRACT

Biotechnology has been applied on the improvement of many other technologies,
including medical equipment. Extracorporeal membrane oxygenators are examples
of that; they are used as an artificial lung when patients cannot breath by themselves.
Despite all the improvements that it has been through, it still has a main problem:
hemocompatibility. In order to prevent the blood from coagulating after contact with
the equipment, doctors administrate anticoagulants, which, in turn, may increase the
chances of bleeding. If blood-membrane contact area is reduced, hemocompatibility
restraints are too. Enhancing CO, exchange is a way to allow to reduce contact area,
and it has been found that carbonic anhydrase, an enzyme which catalyzes the
reversible hydration of CO,, immobilized on the membrane may be an effective way
to achieve that. The question now is whether the enzyme will survive proteolytic
degradation by blood proteases. This study aimed at modeling and simulating how
making use of encapsulin, a bacterial nanocompartment, to protect carbonic
anhydrase could impact gas exchange performance and the enzyme life-time within
the device, since encapsulins are known for not being susceptible to proteolysis as
well as keeping molecules in its lumen from being degraded. One and two
dimensional, transient models were constructed in Python, taking into account
diffusion, convection, reaction, blood components deposition onto the membrane,
and exchange between red blood cells and blood plasma. The numerical methods
employed were correctly implemented, as shown by code verification. Results from
the models show that the use of enzymes reduces the mean CO,, partial pressure in
the blood but less CO; is removed, contradicting experimental results from the
literature. Results suggest that an excess of enzyme may be used to alleviate the
problem caused by proteolytic degradation, while encapsulins may be useful in case
proteolytic degradation accelerates platelet deposition onto the membrane.

Keywords: Carbonic Anhydrase. Encapsulin. Extracorporeal CO, Removal.
Simulation.
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1 INTRODUGAO

A biotecnologia consegue contribuir para a melhoria de tecnologias de
diversas areas, a medicina inclusive. Um exemplo simples seria a producdo de
antibidticos, ou outras moléculas, por micro-organismos.

Alguns dos equipamentos usados para a prestagcao de atendimento médico
também vém sendo alvos de melhorias por parte de abordagens biotecnoldgicas,
como a melhoria na eficiéncia da troca gasosa de equipamentos que atuam na
respiracao extracorporea por membrana.

Tais maquinas possuem membranas que separam a corrente gasosa da
sanguinea, permitindo a troca de CO; por O, i.e., substituindo a fungdo dos pulmdes.

Desde o surgimento dos primeiros equipamentos empregando membranas
de silicone, houve muitas melhorias relacionadas aos materiais utilizados, conferindo
maior segurancga e praticidade.

Atualmente, os problemas mais persistentes s&o: (i) garantir a
hemocompatibilidade e (ii) controlar a necessidade de anticoagulantes, de modo a
prevenir hemorragias. Esses dois problemas dificultam o emprego da técnica e
aumentam os riscos de resultados desfavoraveis, logo, qualquer melhora
significativa nisso seria relevante. A técnica ja demonstrou ser capaz de melhorar as
chances de recuperagcdo em problemas respiratérios graves.

Uma proposta que vem sendo verificada € a de imobilizar enzimas anidrases
carbOnicas na membrana de tais dispositivos. Apenas CO,; e O, permeiam a
membrana, mas a maior parte do CO; se encontra na forma de bicarbonato (HCOy3),
logo, ao catalisar a conversdao HCO3; — CO,, a enzima facilita a remogao do CO,. A
facilitagdo da remocdo pode permitir a reducdo da area de contato sangue-
membrana, o que ameniza problemas com hemocompatibilidade, podendo minimizar
a necessidade de anticoagulantes. A troca de O, é menos limitante que a de CO,em
certas condi¢cdes de operacao.

Essa abordagem ja foi validada experimentalmente e se demonstrou
eficiente, mas ha a preocupacao de que as proteases presentes no sangue venham
a degradar as anidrases carblOnicas, € que o beneficio de sua presenca seja

diminuido conforme sua degradagéo avanga.
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Uma forma de lidar com isso seria tentando encapsular tais enzimas, algo
apenas explorado até o momento usando nitrato de celulose. Neste trabalho, os
nanocompartimentos bacterianos conhecidos como encapsulinas, estruturas
proteicas com formato icosaédrico oco e que sao resistentes a protedlise, bem como
conferem tal caracteristica as moléculas em seu interior, foram avaliadas quanto a
sua capacidade de prolongar a vida util das anidrases carbdnicas imobilizadas na
membrana. Por se tratar de algo novo, o estudo foi conduzido in silico, com o intuito
de melhor entender a contribuicdo de cada variavel e facilitar o planejamento de

experimentos futuros.

1.1 OBJETIVOS

Nas secdes abaixo estdo descritos o objetivo geral e os objetivos especificos.

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar, in silico, o impacto do uso de encapsulinas para a protecdo de
anidrases carbdnicas contra a degradacao proteolitica em equipamentos de troca

gasosa por membrana.

1.1.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos foram:

a) simular uni (1D) e bidimensionalmente (2D) os fenbmenos envolvidos
na troca gasosa em respiradores extracorpéreos;

b) simular a presenga de encapsulinas imobilizadas na membrana e com
anidrases carbdnicas em seu interior;

c) simular a presenga de proteases no sangue por meio da inclusdo da
cinética de degradagao da anidrase carbdnica humana ll;

d) comparar a remocao de CO, ao longo do tempo quando as

encapsulinas estiverem presentes e ausentes;
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e) avaliar a importancia do efeito das enzimas sobre a
hemocompatibilidade (efeito antideposicdo de componentes celulares sobre a

membrana).



19

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo apresenta informagdes relevantes a compreensao do trabalho.
Aqui sao esclarecidos o contexto atual das pesquisas neste tema, bem como a
forma com que diferentes ideias exploradas na literatura vém a se relacionar neste
projeto.

O texto comega discutindo os respiradores artificiais, enfatizando a
possibilidade de melhorias, e depois passa a discutir conceitos e recursos que serao
aplicados em busca de tal aprimoramento. Os recursos seriam: a enzima anidrase
carbdénica, os nanocompartimentos bacterianos chamados de encapsulinas e as

técnicas para estudos in silico, cada qual apresentado com os conceitos pertinentes.

2.1 EQUIPAMENTOS MEDICOS DE TROCA GASOSA POR MEMBRANA

A troca gasosa extracorporea consegue reduzir a mortalidade e aumentar a
sobrevivéncia sem sequelas de pacientes com problemas respiratorios graves,
conforme revisado por Makdisi e Wang (2015). Ela viabiliza que os pacientes
tenham tempo de se recuperar para: (i) passarem pelos proximos procedimentos; ou
(i) possam respirar por si mesmos e serem liberados do hospital (MAKDISI; WANG,
2015).

Técnicas de troca gasosa por membranas sao utilizadas para suprir as
necessidades de remogao de CO; e infusdao de O, de pacientes cujos pulmdes e/ou
coragdo nao podem fazé-lo (KACMAREK; STOLLER; HEUER, 2017). Nestas
situagdes, o pulméo, responsavel pela troca gasosa, € substituido por uma
membrana polimérica, enquanto que, o coracdo, responsavel pela circulagao do
sangue, € substituido pelo bombeamento do equipamento (ELLIOTT; NAVA;
SCHONHOFER, 2018). Aqui serdo discutidas duas variantes: (i) a oxigenagéo
extracorpérea por membrana (ECMO) e (ii) a remogao extracorpérea de didxido de
carbono (ECCO2R). A Figura 1 ilustra o principio basico do equipamento, que
consiste em separar o sangue e a corrente gasosa com uma membrana permeavel
aos gases que precisam ser trocados, CO; e O,. A corrente gasosa, rica em O, e
pobre em CO,, permite a troca por difusdo pela membrana, em que este é removido

do sangue e aquele é infundido nele.



20

Figura 1: Configuragéo basica de um oxigenador por membrana.

Corrente sanguinea .
: Corrente gasosa Troca gasosa membrana

4 .
Corrente sanguinea vl

g

Fonte: Do autor (2020).

A diferenca basica entre as duas é que a primeira, ECMO, atua na troca de
CO; e Oy, também substituindo o coragéo, se necessario. Ja a segunda, ECCO3R,
atua na remogao de CO, quando a demanda pela troca de O, nao é critica. ECCO3R
costuma ser empregada como um auxiliar da ventilagdo mecéanica (uma maquina
bombeia o ar para dentro dos pulmdes, onde a troca gasosa ocorre). Durante a
ventilagdo mecanica protetora, em que se usam baixas taxas de bombeamento a fim
de preservar os pulmdes, pode ocorrer o acumulo de CO; no sangue, que é
removido por ECCO2R de modo a se manter a baixa taxa de ventilagdo (ELLIOTT;
NAVA; SCHONHOFER, 2018; ROMAY; FERRER, 2016). A ventilagdo mecanica
com baixas taxas de bombeamento esta associada a reducdo de lesdo pulmonar
induzida pelo ventilador (VILI) (GRAMATICOPOLO et al.,, 2010). Em linguajar
simples, a respiragdo mecanica induz a formacao de lesdes nos pulmdes por gerar
fluxos de ar que diferem daqueles que existiiam caso os pulmbes estivessem
funcionando sem auxilio.

Nos casos em que ECMO é utilizada para suporte cardiopulmonar recebe a
denominacado de suporte venoarterial (VA); quando apenas a fungao pulmonar é
suprida (ECMO ou ECCO3R), o termo é suporte venovenoso (VV). No modo VA, o
sangue é drenado com uma canula a partir de uma veia, passa pelo equipamento e
€ retornado por outra canula posicionada numa artéria. A diferenga no procedimento
VV reside no fato de que o sangue é coletado e devolvido pelas veias, seja com uma
canula de duplo lumen em uma unica veia, ou duas canulas em veias distintas
(WILKINS; STOLLER; KACMAREK, 2009). Os vasos sanguineos usados, artérias
e/ou veias, dependem do estado de saude do paciente, entre outros fatores.

Os dois modos, ECMO e ECCO3R, desviam parte do fluxo de sangue para o
equipamento, logo, pode ser necessario transfusbes de sangue para compensar
estes desvios. A fragdo da vazao sanguinea que € desviada representa o quanto o

paciente esta dependente do equipamento para a manutencado da respiragdo e/ou
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circulagao. As técnicas de VA exigem maiores fluxos sanguineos do que VV, pois
podem estar suprindo a fungdo cardiaca juntamente a respiratéria (KACMAREK;
STOLLER; HEUER, 2017).

Diversas dificuldades relacionadas ao emprego dos equipamentos poderiam
ser discutidas (KACMAREK; STOLLER; HEUER, 2017), incluindo também questdes
sobre quando usar cada uma das técnicas (MAURI; ZANELLA; PESENTI, 2013),
porém, considerando o foco deste trabalho, serao discutidos dois problemas, que ao
longo do tempo ja foram reduzidos pela evolugdo da técnica, mas que ainda sao
frequentes, sao eles: (i) a coagulagdo do sangue na membrana ou outros pontos do
equipamento, e (ii) o0 sangramento.

Os dois problemas estéo relacionados. O sangue tende a coagular ao entrar
em contato com material estranho, neste caso a parede interna dos tubos e a propria
membrana. Para evitar isso, anticoagulantes sdo administrados e controlados
durante o tempo em que o paciente permanecer recebendo suporte. A
anticoagulacao controlada para evitar coagulos ja basta para aumentar as chances
de sangramento, no entanto, pacientes sob suporte podem ter passado, ou estarem
passando, por procedimentos cirurgicos, o que agrava as chances de hemorragia. A
manutencdo da anticoagulagdo deve buscar um equilibrio entre o risco de
hemorragia e o de formacao de coagulos (ELLIOTT; NAVA; SCHONHOFER, 2018).

Algumas abordagens ja vém sendo colocadas em pratica, a fim de simplificar
a gestado dos riscos citados anteriormente. Alguns equipamentos possuem, nas
superficies que entram em contato com o sangue, uma cobertura de heparina, o que
aumenta a hemocompatibilidade da mesma, reduzindo a propensao a coagulagao
(ELLIOTT; NAVA; SCHONHOFER, 2018; KACMAREK; STOLLER; HEUER, 2017;
SIDEBOTHAM et al., 2012). Além disso, o uso de membranas de polimetilpenteno,
em substituicho as membranas de silicone (NUSZKOWSKI et al., 2014), trouxe
maior eficiéncia na troca gasosa (RONCON-ALBUQUERQUE; PAIVA, 2013;
TOOMASIAN et al., 2005), permitindo a reducédo da area de contato membrana-
sangue, reduzindo as chances de sensibilizagdo, além de ser dito possuir maior
hemocompatibilidade que o silicone (NUSZKOWSKI et al., 2014).

De acordo com estudos, a remocédo de O, € mais dependente do fluxo de
sangue, seja no pulmdo ou no equipamento, enquanto que a de CO, é mais

dependente do fluxo de gas, que, no caso dos pulmdes, € o ar inalado, e, no caso do
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equipamento (ECMO ou ECCO3R), é a corrente gasosa (sweep gas) que circula pela
face da membrana oposta aquela em que circula o sangue (PEEK et al., 2009). No
caso da ventilagdo mecanica, vazdes menores de ventilagdo previnem danos aos
pulmdes, mas, devido a dependéncia da remogao de CO; pelo fluxo gasoso, passa a
haver o acumulo de CO,, cuja remogédo pode ser feita por ECCO2R. O problema
desta abordagem é que a remogao ainda € apenas parcial, e, se for completa, fluxos
mais altos de sangue s&o necessarios (até 2 L/min) (CROTTI et al., 2012).

Com o intuito de remover CO, de forma mais eficiente, se propés aumentar o
gradiente de concentragao deste através da membrana, o que aumentaria o fluxo de
sua remocao. Para tal, foi proposto acidificar levemente o sangue a fim de deslocar
o equilibrio do CO;, para a sua forma dissolvida (e ndo como HCOg3', que sera
discutida na préxima secdo). Em testes com modelos animais, essa abordagem
aumentou, em meédia, 70% a remocao de CO, e nao foram observados efeitos
adversos, mesmo com 48 horas de monitoramento (ZANELLA et al., 2012).

As principais vantagens em aumentar a taxa de remocédo de CO; séao: (i)
possibilitar uma menor area de contato entre membrana e sangue (ARAZAWA et al.,
2012; KAAR et al.,, 2007; KIMMEL et al., 2013), reduzindo os problemas com
hemocompatibilidade; e (ii) possibilitar um menor fluxo de sangue, o que permite o
uso de canulas mais finas, e facilita o controle da coagulacdao (ROMAY; FERRER,
2016). A coagulagédo é dependente da cinética das reagbes envolvidas e do
transporte de massa difusivo/convectivo e, portanto, pode ser limitada por ambos,
sendo que para fluxos mais baixos, o processo ¢é limitado pelo transporte de massa
(RANA; NEEVES, 2016). Pode-se observar que a primeira vantagem, assim como a
segunda, se relaciona com os dois problemas citados em paragrafos anteriores, pois,
quanto menos problemas envolvendo a hemocompatibilidade entre membrana e
sangue, menor sera a tendéncia a formacao de coagulos, diminuindo a necessidade
de anticoagulantes, o que reduz as chances de hemorragia.

Além da acidificagédo, o uso da enzima anidrase carbdnica no aprimoramento
da remocgdo de CO, ja foi avaliado e mostra resultados promissores. Isso sera

discutido na proxima segao.
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2.2 ANIDRASE CARBONICA E A REMOGAO DE CO;

Outra ideia explorada para aumentar o gradiente de CO,, e que beneficiaria
principalmente a técnica de ECCO2R, € a imobilizagdo da enzima anidrase carbdnica
(CA) na face da membrana em contato com o sangue. Essa enzima catalisa a
reacdo reversivel de hidratagdo do dioxido de carbono, COzg) + H2O(aq) <> HCO3(aq)
+ H"(aq), permitindo que o CO, sendo transportado na forma de bicarbonato (HCO3),
cerca de 90% do CO; sanguineo € transportado desta forma (GUYTON, 1977 apud
SVITEK; FEDERSPIEL, 2008), seja convertido para a forma dissolvida, COgyq),
aumentando o gradiente e melhorando a troca gasosa. O restante do CO, esta
presente ligado a hemoglobina (Hb-CO,, 5%), chamado carbamato (a ligagdo do
CO; ao grupo amina da hemoglobina), e na forma dissolvida (5%) (GUYTON, 1977
apud SVITEK; FEDERSPIEL, 2008).

A anidrase carbbnica de eritrécitos bovinos (bCA) foi imobilizada em uma
membrana de polimetilpenteno e avaliada com sangue bovino, obtendo-se uma
remogao de CO; 36% maior do que a membrana ndo modificada (ARAZAWA et al.,
2012).

Um dos trabalhos combinou a abordagem da acidificagdo, discutida na
secao anterior, com a catalise pela enzima. Os autores imobilizaram anidrase
carbénica em membranas de polimetilpenteno e usaram a corrente gasosa com 2,2 %
de SO,, capaz de acidificar levemente o sangue proximo a membrana. Quando
apenas as enzimas foram usadas, o aumento na remogao de CO; foi de 31% (de
197 para 258 L/min.m?), ja quando apenas a acidificacdo foi empregada, o aumento
foi de 17% (de 197 para 230 mL/min.m?). Ao avaliar as duas abordagens
simultaneamente, o aumento foi de 109% (de 197 para 411 mL/min.m?), indicando
um efeito sinérgico. Nos casos em que a acidificagdo foi usada, o pH do sangue
bovino na saida estava entre 7,35 e 7,38, ndo estando fora dos valores fisiologicos
(ARAZAWA et al., 2015).

Os autores que iniciaram a utilizagdo da enzima basearam a ideia no fato de
que esta ja se encontra presente no interior das hemacias, sendo chamada de
anidrase carbdénica humana Il (hCAll), e atua no processo de troca gasosa nos
pulmdes e no equilibrio entre bicarbonato e diéxido de carbono dissolvido, que age

como um tamponante do pH sanguineo. Isso foi uma observagao importante, pois
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qualquer coisa que va entrar em contato com o sangue desperta preocupacdes
quanto a hemocompatibilidade e, considerando que hCAIl € comum ao organismo
humano e ao proprio sangue, 0 seu uso poderia contornar problemas de
compatibilidade que outras moléculas poderiam apresentar. A sintese da enzima
pela tecnologia do DNA recombinante seria uma forma de viabilizar sua obtencéo.

Alguns trabalhos ja forneceram os primeiros dados sobre a
hemocompatibilidade de uma membrana com a enzima imobilizada. Membranas
comerciais de polipropileno com bCA imobilizadas na superficie apresentaram 72%
menor deposicdo de plaquetas em relacdo a uma membrana de polimetilpenteno
sem enzimas, e 58% menor que a membrana de polipropileno sem enzima. No
mesmo trabalho, a ativagdo de plaquetas foi reduzida em 59% e 50% em relagado a
membrana de polimetilpenteno e polipropileno sem enzimas, respectivamente (OH
et al.,, 2010). Estes resultados (obtidos da Figura 2 do artigo) indicam menor
sensibilizagdo do sangue por parte da membrana com enzimas, mas nao esclarece
0 porqué disso.

Outro trabalho também comparou uma membrana de polipropileno com e
sem hCAIl recombinante imobilizada e observou (com base na Figura 6b do trabalho)
uma reducgao de 76% na deposigcao de plaquetas com a imobilizagdo das enzimas
(KIMMEL et al.,, 2013). Uma redugcédo de 95% na deposi¢cdao de plaquetas foi
observada ao imobilizar bCA em membranas de polimetilpenteno, ao mesmo tempo
em que um aumento de 36% no fluxo de remocgao de CO; foi registrado (ARAZAWA
et al., 2012).

A imobilizagcao de bCA em membranas de polimetilpenteno néo prejudicou a
troca gasosa de CO; e O, (KAAR et al., 2007), o que foi um achado importante para
instigar o prosseguimento das pesquisas. Recentemente, alguns itens sendo
pesquisados sao: (i) como imobilizar a enzima de modo que nao se desprenda e
mantenha a atividade enzimatica ao longo da vida util da membrana, (ii)) como
atender os critérios de hemocompatibilidade da membrana com a enzima presente e
(iii) a viabilidade técnica e econdmica de produzir, purificar e imobilizar as enzimas
em membranas que sdo descartaveis, devido a contaminacgéo biologica.

Neste trabalho o foco se encontrou no primeiro item, no que diz respeita a
manutengdo da atividade enzimatica ao longo do tempo, ja que existe a

preocupagao de que a interagcado entre o sangue e as enzimas imobilizadas cause a
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inativagao destas. Parte da preocupacéo é justificada pela presenga de proteases no
sangue, que sao enzimas capazes de hidrolisar outras proteinas.

As hCAIl naturalmente presentes no sangue se encontram dentro dos
eritrocitos (hemacias) e, portanto, estdo protegidas da agdo das proteases. Outras
proteinas podem simplesmente ndo apresentar os aminoacidos reconhecidos pelas
proteases ou eles ndo estdo acessiveis (ou seja, ndo estdo expostos) e assim nao
séo hidrolisadas.

Caso a hCAIl seja imobilizada na membrana, ela ndo contaria com a
protecdo das hemacias e poderia ser degradada caso apresentasse as sequéncias
de aminoacidos reconhecidas pelas proteases do sangue. A presencga de proteases
no sangue € estudada devido a sua relagdo com certas doencgas. De acordo com a
literatura, o perfil proteolitico do sangue se encontra alterado em certas
enfermidades e, o conhecimento do perfil normal e do alterado, caracteristico para
diferentes enfermidades, poderia ser utilizado para diagndstico e tratamento
(LEFKOWITZ; SCHMID-SCHONBEIN; HELLER, 2010).

Nao foram encontrados estudos sobre a degradacdo de CA em contato com
0 sangue, apenas foi levantada essa hipotese por autores que avaliaram o efeito da
presenca da enzima na remocgao de CO,. Apesar disso, foram encontrados trabalhos
que confirmam a presenca de quimotripsina, e outras proteases, no sangue
(LEFKOWITZ; SCHMID-SCHONBEIN; HELLER, 2010), e outro trabalho que validou
a degradacao de anidrase carbdnica | e Il pela tal protease in vitro (OSBORNE;
TASHIAN, 1981). Os valores para a quimotripsina no soro de pessoas saudaveis se
encontra entre 14,7 a 77,5 ng/mL, média de 37,5 ng/mL (desvio padrdo de 19,6
ng/mL), determinado por um radioimunoensaio (IWAKI et al., 1983). A concentragao
pode ser considerada baixa, mas proteases sao enzimas, logo, algumas moléculas
dela conseguem clivar diversas moléculas do substrato.

Um dos primeiros trabalhos a avaliar o uso de CA para o aprimoramento de
equipamentos de troca gasosa extracorporea estava preocupado com a estabilidade
da enzima em relagdo a temperatura e ao armazenamento. Os autores
encapsularam a enzima em nitrato de celulose e a imobilizou em uma membrana de
silicone, o material usado na época. Foram feitos testes iniciais em batelada
comparando a enzima livre com a encapsulada. A encapsulacdo melhorou a

retencdo da atividade enzimatica para o armazenamento em todas as temperaturas
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testadas (4, 37 e 50°C). Ao testar a enzima encapsulada num sistema que simulasse
a circulacéo sanguinea, 90% do fluxo de remocéo inicial (estado estacionario) foi
preservado apés 10 dias armazenados em uma solugao salina (SALLEY et al., 1992).

Diante dos resultados anteriores e do conhecimento de que a imobilizagcao
de enzimas costuma rendé-las mais resistentes a inativagdo, por mais que perdas
na atividade enzimatica estejam associadas, torna-se interessante a ideia de
imobiliza-las por encapsulamento e depois imobilizar a capsula na membrana. Isso
poderia proteger as enzimas de proteases no sangue, apesar de que o efeito de
melhora na hemocompatibilidade pudesse ser perdido, dependendo das
propriedades do material da capsula, o que carece investigacao.

Alguns fatores definiriam a viabilidade ou ndo de se encapsular a enzima: (i)
0 ganho em estabilidade precisa compensar perdas de atividade e (ii) o aumento de
custos advindos da encapsulagdo precisa ser justificado. Vale ressaltar que as
situagdes em que ECMO ou ECCO2,R podem ser aplicadas sao tao diversas que é
provavel ser possivel comercializar diferentes versdes das membranas (com enzima
imobilizada, com enzima encapsulada/imobilizada e sem enzima) que atenderiam
aos critérios de diferentes situacbes, tornando desnecessario que todas as
membranas passassem a ter enzimas encapsuladas e imobilizadas.

Alguns trabalhos descobriram estruturas proteicas que se auto-organizam
em icosaedros ocos, € que podem ser utilizadas para encapsular proteinas. O fato
de tais estruturas ndo apresentarem degradagdo por proteases, mesmo sendo
estruturas proteicas, despertou o interesse de que pudessem ser usadas para
proteger as CAs, funcionando como um encapsulamento.

A préxima secao esclarece o que sao e de onde vém tais moléculas, as
encapsulinas, e como poderiam ser empregadas no aperfeicoamento da troca

gasosa extracorporea.

23 NANOCOMPARTIMENTOS BACTERIANOS: ENCAPSULINAS

Antes de associar o uso das encapsulinas com o tema do projeto, sera
apresentada uma introducao sobre tais estruturas.
Dentro das células de qualquer ser vivo, diversas reacdes serao conduzidas e,

considerando a variedade destas, € de se esperar que um meio intracelular
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homogéneo e unico poderia ndo satisfazer as condigbes adequadas para todas elas.
E por isso que as células eucariotas apresentam compartimentalizagdo na forma de
diferentes organelas (URRY et al., 2016), que, basicamente, criam microambientes
intracelulares permitindo um meio diferente do encontrado no citosol (CASEM, 2016)
e que seja mais favoravel ao processo internalizado. Um exemplo simples disso
seria o lisossomo, uma vesicula intracelular com pH acido que contribui para a
degradagao de moléculas (PRYOR, 2012), evitando que o citosol todo tivesse de ser
acidificado.

As células procariotas n&o apresentam organelas (URRY et al., 2016), mas foi
observada a presenca de estruturas proteicas aproximadamente esféricas que, apés
estudadas em mais detalhes, se mostraram capazes de internalizar enzimas para
certas fungdes (NICHOLS et al., 2017). Ao fazerem isso, tais estruturas acabavam
criando um microambiente para as reagdes, suprindo a fungdo de uma organela.
Vale ressaltar que os diversos poros presentes nestas estruturas estao associados
ao transporte de moléculas de substratos e produtos (WILLIAMS et al., 2018).

Diversas estruturas foram identificadas, algumas em escala nanométrica, com
didmetros entre 25-35 nm (NICHOLS et al., 2017), e outras, maiores, com didmetros
entre 80-400 nm (NIKLOWITZ; DREWS, 1956; SHIVELY, 1974; KERFELD et al.,
2010; YEATES et al., 2011; CHOWDHURY et al., 2014; apud NICHOLS et al., 2017).
Ao se referir aquelas, utiliza-se o termo nanocompartimentos bacterianos, e a estas,
microcompartimentos bacterianos (NICHOLS et al., 2017). Na literatura é possivel
encontrar variagdes desta nomenclatura.

As encapsulinas sdo um exemplo de nanocompartimentos, sendo formadas
inteiramente por varias unidades de um mesmo polipeptideo, que se aglomeram em
uma estrutura quase esférica (um icosaedro) (WILLIAMS et al., 2018). Essas
estruturas sdo ocas, permitindo a internalizacdo de outras proteinas, bastando que
estas contenham o sinal peptidico C-terminal adequado (CASSIDY-AMSTUTZ et al.,
2016). Desta forma, as encapsulinas internalizam enzimas especificas, separando
essas reacgoes do restante do citosol.

Como exemplos sao citados trés organismos produtores de encapsulinas e as
caracteristicas destas, sendo eles: Myxococcus xanthus, Rhodococcus erythropolis

e Thermotoga maritima.
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A Tabela 1 apresenta um resumo das caracteristicas relevantes de cada
encapsulina, incluindo suas dimensdes e qual sua suposta fungéo no organismo que
a produz. Nos casos em que a fungéao relaciona-se ao armazenamento de ferro, isso
ja conta com alguns estudos comprobatorios que mostram a necessidade da
bactéria em evitar que o ferro fique no citosol formando radicais livres (MCHUGH et
al., 2014), ja no caso da degradagao da lignina, ainda busca-se entender como as
enzimas internalizadas conseguem ter acesso a um substrato muito maior do que o
poro que liga o meio intra- e extra-encapsulina (RAHMANPOUR; BUGG, 2013).

Tabela 1: Exemplos de encapsulinas e suas caracteristicas.

Dex N° de Suposta
. o~ - .
Organismo Dy subunidades fungao in Referéncia
Vivo
Armazena
M. xanthus 32 180 excesso de (MCHUGH etal.,
26 . 2014)
ions de ferro
& (TAMURA et al.,
R. 28 @ 60 2 Degradacgéo 2015)
erythropolis - de lignina®  ° (RAHMANPOUR;
BUGG, 2013)
Armazena
i 23,5 (SUTTER et al.,
T. maritima 21 25* 60 excesso de 2008)

ions de ferro

* a média da faixa de valores informada pelos autores.

Na segunda coluna, os didmetros interno (Dint) € externo (Dext) estdo em
nandmetros.

A terceira coluna contém o numero de subunidades que formam o compartimento.

Fonte: Adaptado da literatura (coluna 'Referéncia’).

A relacao das encapsulinas com o tema deste trabalho vem do fato de que elas
internalizam enzimas que contenham o sinal peptidico para tal, como citado
anteriormente. Apos essa descoberta, os autores comegaram a especular sobre a
possibilidade de fusionar uma proteina qualquer ao sinal de encapsulagao e avaliar
se ainda ocorreria a expressao adequada dos compartimentos.

Alguns testes foram feitos utilizando proteinas fluorescentes, como a green
fluorescent protein, GFP, simplesmente pela facilidade em avaliar os resultados com
detectores de fluorescéncia. Um dos trabalhos utilizou a encapsulina de T. maritima
para encapsular sfGFP (super folded GFP) e percebeu que um sinal C-terminal de

15 aminoacidos, correspondente aos ultimos aminoacidos da proteina que é
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internalizada in vivo, era suficiente para a correta montagem dos compartimentos
com sfGFP em seu interior (CASSIDY-AMSTUTZ et al., 2016).

Outros trabalhos resolveram avaliar se uma enzima, que ndo a naturalmente
presente, poderia ser internalizada e manter sua atividade. A descarboxilase Aro10p
de Saccharomyces cerevisiae foi fusionada com o sinal adequado, expressa com
encapsulinas de M. xanthus e teve sua atividade confirmada com o substrato 4-
hidroxifenilpiruvato, reforcando a ideia de que encapsulinas possam ser utilizadas
como nanobiorreatores (LAU et al.,, 2018). Alguns pesquisadores com foco em
aplicagbes médicas ja confirmaram a possibilidade de usar as encapsulinas como
displays, ou seja, expressar uma molécula na sua superficie externa, a fim de
modular a interacdo com outras moléculas. Como exemplo, um trabalho expressou o
epitopo do virus Influenza A (da gripe) na superficie de encapsulinas de T. maritima
e confirmou o desenvolvimento de uma resposta imune em ratos, indicando o
potencial para o desenvolvimento de vacinas (LAGOUTTE et al., 2018).

Um dos textos consultados continha que, em testes iniciais, cujos resultados
ainda nao foram apresentados, a enzima anidrase carbnica foi co-expressa com a
enzima ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase (RuBisCO, que fixa CO, nas
plantas) e internalizadas em encapsulinas, permanecendo funcionais. Os autores
ainda nao publicaram os resultados, mas a intengao deles era a de aprimorar a
fixagdo de carbono em plantas de interesse agricultural (GIESSEN; SILVER, 2017).

Tendo em conta os trabalhos que mostram que proteinas encapsuladas por
encapsulinas ndao sao degradadas por proteases (CASSIDY-AMSTUTZ et al., 2016;
TAMURA et al., 2015; WILLIAMS et al., 2018) e que ainda mantém sua atividade
enzimatica (LAGOUTTE et al., 2018; LAU et al.,, 2018), incluindo a prépria CA
(GIESSEN; SILVER, 2017), foco deste trabalho, foi levantada a hipotese de que a
internalizacdo de hCAIl por encapsulinas poderia ser uma abordagem para
aumentar a retencédo da atividade das enzimas em contato com o sangue durante
ECMO/ECCO;R. Ainda mais encorajador, os trabalhos que mostraram a
possibilidade de expor moléculas na superficie externa da encapsulina induzem a
cogitar a possibilidade de que a hemocompatibilidade poderia ser melhorada com a
modificagao da superficie do nanocompartimento.

A avaliagao desta hipotese, do uso das encapsulinas com hCAIl para a troca

gasosa extracorporea, experimentalmente, € necessaria, mas haveria um custo
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relativamente alto ao considerar que diversos parametros precisariam ser testados.
Por isso, surgiu a ideia de fazer uma avaliacdo inicial in silico, ou seja,
computacionalmente, de forma que a relacdo entre as diferentes variaveis
envolvidas pudesse ser compreendida e o numero de experimentos necessarios, em
trabalhos futuros, pudesse ser reduzido. Além da reducdo de custos, a simulagao
computacional permite avaliar parametros antes de fazer testes com animais e
humanos, podendo reduzir o uso de animais nas pesquisas e fornecer maior
convicgao sobre a técnica para o momento em que sera testada em humanos.

A secao seguinte aborda a aplicacdo de simulagbes computacionais em
estudos e relaciona isso com o tema deste trabalho e com o que ja foi discutido até

este ponto.

24 ESTUDOS IN SILICO

Antes de comentar sobre as abordagens in silico dos equipamentos em
estudo neste trabalho, sera feita uma breve introdugéo as simulagdes.

A Dinadmica Computacional de Fluidos (CFD, do inglés) usa conhecimentos
de matematica, fisica e computacdo para simular o escoamento de fluidos e a
interacdo destes com os sélidos. Com a adicao de informagdes de outras areas
(biologia, quimica, etc), as aplicagdes sao muito variadas (BLAZEK, 2015).

Com a evolucdo das técnicas e dos computadores, CFD passou a ser
utilizada para otimizacdo e pesquisa em diferentes areas, por exemplo: aviagao,
turbomaquinas, desenho de automdveis e navios, entre outros (BLAZEK, 2015). Isso
indica que CFD, quando conduzida corretamente, pode gerar resultados uteis e
confiaveis.

De modo geral, os problemas resolvidos in silico envolvem equagdes
complexas demais para serem resolvidas analiticamente (uma solugéo exata), logo,
sdo empregadas técnicas de resolugao numéricas (uma solugédo aproximada).

O processo de discretizacdo permite tornar um sistema de equacgdes
diferenciais em um sistema de equacdes algébricas que aproxima o sistema original.

O método de discretizacdo por volumes finitos € encontrado em alguns
programas de CFD comerciais, ja que ele garante a conservagao da grandeza em
cada volume de controle (VERSTEEG; MALALASEKERA, 2007). O prefacio da
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segunda edigdo do livro de Versteeg e Malalasekera (2007) também comenta sobre
o fato da técnica de volumes finitos ser mais facilmente compreendida dentro da
engenharia, facilitando sua aplicagdo por engenheiros.

Simulagdes permitem que parédmetros sejam variados com mais facilidade
do que seriam em bancada, e os resultados sdo uteis caso os devidos cuidados
sejam tomados. E provavel que justamente essa facilidade em avaliar parametros
tenha instigado estudos sobre os equipamentos de ECMO e ECCO2R in silico.

Até a data em que este texto foi escrito, ndo foram encontrados trabalhos
que avaliassem, in silico, a presenca de anidrase carbdnica na remog¢ao de CO; do
sangue, fosse em portugués ou em inglés. Os trabalhos encontrados tratavam da
remogao de CO, sem as enzimas, ou 0 uso da enzima para a captura/remocao de
CO; de outros fluidos, que n&o o sangue. Ainda assim, esses trabalhos contribuiram
para a metodologia deste estudo e, portanto, alguns serdo citados nos paragrafos
seguintes. Vale ressaltar que alguns trabalhos avaliaram o impacto das enzimas na
remocao de CO, do sangue experimentalmente, conforme comentado na secgao
sobre anidrase carbdnica.

Este primeiro exemplo de aplicagdo de CAs ndo envolve o sangue, mas sim
a absorcdo, em uma fase liquida, do CO, presente em efluentes gasosos. O autor
discutiu a influéncia de variaveis como: carga de enzimas, tamponamento, presenca
e auséncia da catdlise e fluxo contra- e co-correntes. Entre as conclusdes
alcangadas, o autor ressaltou a maior eficiéncia da configuragcdo em contra-corrente.
Ademais, foi observado que a presenca de liquido nos poros da membrana criavam
uma maior resisténcia a transferéncia de massa, mas que esta poderia ser
compensada com a imobilizacdo da enzima nestes poros € com o0 aumento da
contribui¢cdo convectiva (ILIUTA; ILIUTA, 2017).

Agora, quanto ao uso de simulagdes no estudo de respiradores
extracorpdéreos, o impacto da vazao dos fluidos, sangue e gas, foi avaliado e
verificou-se que a remogao de CO, é afetada pela vazdo do gas, sendo diretamente
proporcional a esta (MANAP; WAHAB; ZUKI, 2017). H& mais trabalhos que
demonstram este comportamento. Ja foi avaliado, por exemplo, que ao aumentar a
vazao do gas em 8 vezes, um aumento de apenas 1% na troca de O, ocorreu, mas
que a remogao de CO; subiu quase linearmente até que a vazdo de gas fosse o
dobro da sanguinea (TURRI; YANAGIHARA, 2011). Esse tipo de resultado, como
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ressaltaram Manap, Wahab e Zuki (2017), mostra como simula¢gdes podem fornecer
informacgdes importantes sobre o impacto de cada variavel, de forma que os
fabricantes ndo dependam da simples tentativa e erro com protétipos para
otimizacao dos equipamentos e condicdes de operagao.

A maioria das simula¢des idealiza a disposi¢cao das fibras que compdem a
membrana, considerando-as regularmente espagadas, por exemplo, de modo a
simplificar o estudo. Isso é feito com o prejuizo de afastar a geometria
computacional da real. Todavia, dois estudos foram na dire¢do contraria, ja que
neles os autores buscaram garantir que a geometria real fosse representada
computacionalmente, cada qual com uma abordagem distinta. No primeiro caso, o
autor comecgou criando um modelo 3D com as fibras na posicado em que conduziria o
estudo, depois, construiu protétipos com uma impressora 3D (HORMES et al., 2011).
Isso garantiu que modelo e realidade coincidissem, ao menos em termos de
disposicao das fibras. Ja no segundo caso, o autor digitalizou a estrutura 3D de dois
protétipos, transferiu isso para o computador, fez o processamento adequado e
gerou a malha sobre esta estrutura (D’ONOFRIO et al., 2017). O préprio autor
ressaltou que isso permite estudar o equipamento em seu estado final e ndo como
ele foi projetado. Empresas que produzem membranas para ECMO/ECCO3R
poderiam se beneficiar disso.

Para que o sangue seja adequadamente representado em ECMO/ECCO3R,
se faz necessario considerar o seu comportamento nao-newtoniano. Entre os
modelos existentes, o0 modelo de Casson e de Quemada se destacam, sendo que
para taxas de cisalhamento mais baixas o modelo de Quemada €& melhor
(MARCINKOWSKA-GAPINSKA et al., 2007). Ambos os modelos aparecem tdo
frequentemente em simulagbes envolvendo sangue, que alguns autores
desenvolveram solugdes analiticas para o estado estacionario. A equacgao de Popel
e Enden (1993), usando o modelo de Quemada, representa o perfil de velocidade do
fluido escoando dentro de um tubo com gradiente de pressao constante, de uma
forma que, se o fator de atrito for conhecido, a equagédo de Darcy-Weisbach pode
ser utilizada para determinar a queda de pressao, evitando a solugdo do campo de
pressdes e velocidades por métodos como o Semi-Implicit Method for Pressure-
Linked Equations (SIMPLE) ou Pressure Implicit Split Operator (PISO). O trabalho de

MOUZA et al. (2018) fornece equagbes para o calculo da queda de pressao para
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sangue escoando em um tubo, segundo o modelo de Casson, que, a principio, pode
ser facilmente substituido pelo de Quemada e utilizado com a equacao de Popel e
Enden (1993).

Além do comportamento ndo newtoniano, o sangue pode sofrer o efeito de
Fahraeus—Lindqvist, que ocorre quando o sangue circula por vasos de pequeno
diametro, fazendo com que as hemacias se acumulem na regido central, deixando
uma camada de plasma com comportamento newtoniano rente as paredes do tubo
(FAHRAUS; LINDQVIST, 1931). A necessidade de modelar isso depende do
didmetro pelo qual ocorre o escoamento, sendo que Fahraeus e Lindqvist (1931)
evidenciaram isso para diametros menores que cerca de 0,3 mm, mas valores até
0,5 mm sao encontrados na literatura (BARBEE; COKELET, 1971a,b; GAEHTGENS,
1980; PRIES et al., 1996 apud FOURNIER, 2017).

O comportamento ndo-newtoniano do sangue se deve, em grande parte, a
presenca de hemacias (BAIETH, 2008). Os modelos de Quemada e Casson levam
isso em consideracdo ao usar o hematdcrito, i.e., a fracdo volumétrica do sangue
ocupada por hemacias.

As hemacias também impactam a transferéncia de massa e o balanco de
especies, ja que dentro delas ocorrem reagdes que nao existem no plasma.

Diferentes abordagens foram encontradas na literatura para lidar com isso.
Em estudos sobre a troca gasosa atraveés da placenta (HILL; POWER; LONGO,
1973a) e dos pulmdes (HILL; POWER; LONGO, 1973b), modelos muito semelhantes
foram desenvolvidos para calcular as concentragbes de HCOj', CO,, carbamato,
oxiemoglobina e H+ no plasma e dentro das hemacias separadamente. Tanto o
efeito de Haldane, em que o CO; tende a se desprender da hemoglobina e deixar o
sangue conforme a concentragdo de oxigénio se eleva, quanto o efeito de Bohr, em
que o oxigénio se desprende mais facilmente da hemoglobina com o aumento na
concentracao de CO,, foram passiveis de avaliagdo com os modelos de Hill, Power
e Longo (1973b), pois os autores ligaram as duas quantidades através do pH
sanguineo. Os autores notaram que o efeito de Haldane, na troca gasosa pulmonar,
foi responsavel por 46,4% da remogao de CO,, enquanto que o efeito de Bohr
impactou em 2% a troca de O; (HILL; POWER; LONGO, 1973b), indicando que
trabalhos que modelam apenas CO,, mesmo na presenca de O, podem estar

subestimando a remogao daquele.
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Os trabalhos de Hill, Power e Longo (1973a,1973b) modelaram a interagéo
entre hemacias e plasma de uma forma tdo detalhada que ele pode discutir isso
mais aprofundadamente. Uma das observagdes foi de que a reagao de hidratagao
do CO, era muito mais veloz no interior das hemacias, devido a presenca de
anidrases carbdnicas, fazendo com que o sangue, apos deixar os pulmdes ou a
placenta, ainda precisasse de tempo para que as concentragdes entre hemacias e
plasma atingissem o equilibrio. Nao foram encontrados estudos que avaliassem se o
sangue, ao deixar o ECMO/ECCOZ2R, precisa de tempo para reestabelecer o
equilibrio entre hemacias e plasma, mas a metodologia de Hill, Power e Longo
(1973a,1973b) certamente poderia ser util ao investigar isso.

Para simplificar a abordagem da presenca de hemacias, alguns autores
usam tortuosidade e porosidade em seus modelos. Hormes et al. (2011) usaram isso,
representando a regido entre hemacias, ocupada por plasma, como poros em que
O, podia difundir até ser capturado pela hemoglobina. A tortuosidade foi empregada
para contabilizar a dificuldade de difundir entre os poros. No caso do CO,, os
autores inseriram termos para considerar a difusdo de CO, como bicarbonato ou
ligado a hemoglobina, além da ideia de porosidade/tortuosidade ja empregadas para
O..

Os trabalhos supracitados e diversos outros encontrados na literatura,
incluindo trabalhos unicamente experimentais, podem servir de fonte para os dados
que sao inseridos nas simulagées de ECMO/ECCO2R. Alguns autores ja buscaram
desenvolver equagdes para o calculo de alguns parametros do sangue,
principalmente aqueles para difusdo de O, e CO,. Svitek e Federspiel
(2008) buscaram desenvolver uma forma de calcular o coeficiente de difuséo
utilizando experimentos feitos em agua e depois adaptados para o sangue (incluindo
CO2 como HCOyg'). Ja Vaslef et al. (1994) utilizaram experimentos com agua para
estudar a transferéncia de O, no sangue. Hormes et al (2011) usaram o trabalho de
Svitek e Federspiel (2008) com algumas modificagdes, e também aplicaram as
equacgdes de Vaslef et al. (1994) para comparagéo, observando boa concordancia
entre o modelo deles (adaptado do préprio Svitek) com o de Svitek e Federspiel
(2008), mas registrando uma superestimagao da troca de O, pelo modelo de Vaslef
et al. (1994).
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O préximo capitulo conta com mais detalhes sobre os valores adotados nas

simulagdes e a metodologia desenvolvida.
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3 METODOLOGIA

De uma forma resumida, escreveu-se um algoritmo em Python 3, usando a
discretizacdo pelo método dos volumes finitos, com discretizacdo totalmente
implicita para a variagdo temporal e diferengcas centrais para os termos difusivos e
convectivos. Todas as equacgdes discretizadas constam no Apéndice A.

Para lidar adequadamente com a presenga de convecgdao, o meétodo
chamado weighed upstream differencing scheme (WUDS), proposto por Raithby, foi
aplicado, conforme descrito por Marchi (1993) (Eq. 1 e 2). Apenas o perfil do plasma

usou WUDS, o perfil das hemacias nao continha difusao e utilizou apenas diferencas

centrais.
14+0,005Pe?
p= 1+0,05Pe? (1)
Pe?
@ = Totzpe? (2)

E o numero de Peclet (Pe) foi calculado pela Eq. (3), onde H é o
comprimento da diregéo y (sentido do escoamento), v,,(x) € o perfil de velocidades,

N,, € o numero de pontos emy, e Dy, € o coeficiente de difus&o.

_ Hxvy,(x)
NyXDab

Pe (3)

A geometria utilizada foi retangular, conforme Figura 2. Para simplificar o
coédigo e permitir maior atengcdo as reagdes quimicas ocorrendo no plasma, nas
hemacias e entre estes, um perfil (newtoniano) laminar parabdlico foi assumido,
conforme Eq. (4) (foram consideradas propriedades constantes, queda de presséo
linear na diregao y e estado estacionario com componente de velocidade apenas na
direcédo y em fungdo de x). Ressalta-se que o sangue, na verdade, se comporta
como um fluido ndo-newtoniano, conforme discuto na Reviséo da Literatura. Diante
dessa consideracao, os modelos para representar o comportamento ndo-newtoniano
(Quemada e Casson) nao foram necessarios. O efeito de Fahraeus—Lindqvist foi

ignorado.
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Figura 2: Esquema da geometria usada nas simulagdes.
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Fonte: Do autor, (2020).

3.1 EQUACOES PRINCIPAIS

A Eq. (5) modela o transporte de massa no plasma, e a Eq. (6) modela o
transporte nas hemacias, que nao difundem, apenas sdo carregadas pelo fluxo
saguineo. As hemacias ainda podem apresentar perfil na direcdo x por estarem
trocando substancias com o plasma, que certamente apresenta perfil nesta direcéo.
C representa a concentragao da espécie, D o coeficiente de difusdo no plasma, R o
termo de reacdo mais o termo de troca entre hemacias e plasma, e v, o perfil de
velocidades (vy = vy(x)). O sobrescrito P se refere ao plasma e R se refere as
hemacias (do inglés, red blood cell). Para O, e CO, a equacgao foi dividida pelo

coeficiente de solubilidade para trabalhar com presséao parcial.

acP azcP acP p
o =D PR +R (5)

ack ack R
S0~ Wy TR ©
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A Eq. (6) nao foi utilizada para calcular o valor da concentragdo de O3 nas
hemacias. A equacéo para isso (pressao parcial de O, na hemacia) é fornecida
adiante.

As trés situagbes consideradas (sem enzima, com enzima e com enzima
encapsulada) foram modeladas usando as Eq. (5) e (6), sendo que diferentes
condi¢cdes de contorno existiam para a posi¢cao x = L onde a troca gasosa através da

membrana ocorre.

3.2 CONDIGOES DE CONTORNO

A entrada de sangue ocorre em y = 0 (mantendo esse ponto sempre com a
concentracéo inicial) e a saida em y = H, sendo que apenas o transporte convectivo
foi considerado na diregdo y. Na parede x = 0 o fluxo € nulo, e em x = L ocorre a
troca através da membrana e a atuagado das enzimas e encapsulinas, caso estejam
presentes. Somente difusao foi considerada na direcdo x. Ha reagdo homogénea em
todo o meio, incluindo reag¢des quimicas e a troca de espécies entre hemacias e
plasma, de acordo com equacdes de Hill, Power e Longon (1973b).

O modelo 1D nao apresenta a diregao y, por isso nao conta com o termo
convectivo. No caso 1D, as espécies no plasma em x = 0 foram consideradas como
tendo concentragdo constante igual a concentragao inicial.

Tanto no modelo uni- quanto bidimensional, n&o foi considerado o perfil de
concentracbes na membrana nem na fase gasosa. Alguns trabalhos citam que a
maior resisténcia a troca de massa se encontra na fase liquida (o sangue)
(FEDERSPIEL; HENCHIR, 2004; WICKRAMASINGHE; GARCIA; HAN, 2002).

3.2.1 Condigao de contorno em x = L para modelo sem enzimas

Na parede em x = L do modelo sem enzimas foi aplicada a condi¢ao de fluxo
nulo, Eq. (7), para as espécies que ndo difundem através da membrana (H* e HCOy)).
Para o CO,, a condigdo em x = L foi de fluxo difusivo igual ao fluxo convectivo, Eq
(8), assim como para O, Eq (9), sendo que esta foi a condigdo de O, para todos os
modelos, ja que a enzima nao interage com o oxigénio. O sobrescrito G se refere ao

gas.
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dc}
D =0 ()
dc,
~Dfor “22| = kmeo (k§*2CE0a ,_, — Choo) (8)
dch
b2 dzz el kmos (ng - k32652|x=L) (9)

3.2.2 Condicao de contorno em x = L para modelo com enzimas encapsuladas

Para o modelo com encapsulinas, a condicdo de descontinuidade de fluxos
foi empregada para as espécies que interagem com as enzimas encapsuladas,
atravessando ou ndo a membrana, representado pelas Eq. (10) a (12). O sobrescrito
ENC se refere a encapsulina, que eram variaveis a serem calculadas com a solugéao
do contorno, juntamente com as concentragdes no plasma no contorno (sobrescrito
P em x = L). As Eg. (13) a (15) representam um balango de massa para as

encapsulinas e calculam a concentragao no interior delas.

P ENC
DErA%E02| 4 ko, A (KSO2CE,| | — Clpp) = — DRSS Apores 2=t 002 (1)
Cc02 dx ly=p co2 p Cc02 x=L c02 c0o2 poros Lporo
P ENC
_DP..A dchicos — pPoTo 4 Chicosly—; ~CHCO3 (11)
Hco3A ™y |, = PHcos3“iporos Lporo
P ENC
p 4 dCh _ pboro CH|x=L_CH
- DHA - DH Aporos (12)
dx ly=y, Lporo
P ENC
—pDPoT% 4 CCOZ|X=L_CC02 = —k CenzVenc CE0s —ChitosCh [k (1 3)
coz “poros Lporo @ Km+CEoy —ClicosChN C /ka
P _cENC ENC_~ENC ~ENC
DPOTO 4 Chcosl,—, ~CHCO3 = —kons CongVene Céor —ChicosCi = /ka (14)
o3 tporos ™, ca Kin + B ~CEAS O
P —_cENC ENC_ ~ENC ~ENC
DPOTOA CH|x=L CH = —k tCENZVENC Ccoz —CHcosChH - /ka (1 5)
B Aporos ™, ca K+ L -CEAS Y

A solucédo das Eq. (10) a (15) foi simultanea devido a dependéncia entre elas.

As Eq. (13) a (15) ja estdo na forma discreta.
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3.2.3 Condicao de contorno em x = L para modelo com enzimas

A condig¢ao de descontinuidade de fluxo também foi empregada para o caso

em que havia apenas as enzimas imobilizadas, conforme Eq. (16) a (18).

P
dCcoy
dx

P
DCOZ

P P P
CO2 P G _ srea  Cco2—ChcosCh/k1
+ kmco, (k Ccoz - Ccoz) = —KcatCenz PP P (16)
x=L p |x=L Km+Clor~ChcosChi/kal,

P
dChco3

P P P
—pP = —k. . (Cirea Cco2—Crco3Ch/k1
HCO3 dax cat

= ENZ P P P
x=L Km+CCo2—ChicosCi/ka

(17)

x=L

P P P P
__ P A9CH - _k area __Cco2=ChcosCh/ka
H

dx

- cat™~ENZ P P P
x=L Km+CEo2=ChicosCh/*a

(18)

x=L
3.3 VARIAVEIS AUXILIARES

Ao todo, foram modeladas 9 espécies e mais 3 variaveis auxiliares. As
espécies modeladas foram: as pressdes parciais do diéxido de carbono no plasma
(Pcoz2”) e na hemacia (Pco2?), do oxigénio no plasma (Po2”) e na hemacia (Po2X); as
concentragcbes de bicarbonato no plasma (CHCO3P) e na hemacia (CHCO3R), de ions
hidrogénio no plasma (Cy”) e na hemacia (C+Y), e de carbamato na hemacia
(Chbco2)- As variaveis auxiliares foram: a saturacdo de hemoglobina (S), a razdo do
equilibrio de Gibbs-Donnan (r), e a capacidade de difusdo de O, por mL de sangue
(6). As equacdbes para o calculo das variaveis auxiliares se encontram abaixo, Eq.
(19) a Eq. (24) (HILL; POWER; LONGO, 1973b). A pressao parcial se refere a
pressao que estaria em equilibrio com a concentragdo dissolvida no liquido,
dependente da solubilidade. A razao de Gibbs-Donnan se relaciona ao equilibrio de
cargas entre o interior da hemacia e o plasma (HILL; POWER; LONGO, 1973b).

as 100 6

% = wan o (Poz = P32) (19)

6 = (3,287(1 — ¢*1117(100-9)) 1 7,05x10735 — 0,8142) =2 (20)

r = (58x10"*pH),, — 4,37x1073)S — 0,529pH} ., + 4,6 (21)
_ a18+a262+a363+64

5 =100 astasé+agd?+a;53+64 (22)

pHyire = —logo(rCH) (23)

8 = P§,10"onde I' = 0,40(pH;,, — 7,4) + 0,06(log,040 — log.0P&)2) (24)
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A pressao parcial de oxigénio na hemacia (Po2") foi calculada iterativamente
com a Eq. (22) acima, que usa as seguintes constantes: a; = -8532, a, = 2121, a; =
-67.07, a, = 936000, as = -31350, ag = 2396, a, = -67.10 (HILL; POWER; LONGO,
1973b).

3.4 TERMOS FONTE

Os termos fontes (R) foram adaptados das equagdes de Hill, Power e Longo
(1973b), e a forma final utilizada neste trabalho é definida pelas Eq. (25) a (32). As
reacbes homogéneas que ocorrem em cada fase assim como a troca entre
hemacias e plasma estdo inclusas em tais equacdes. Os termos fontes para CO; e
O, geram unidades de mmHg/s, pois estas equagdes foram resolvidas diretamente

para pressao parcial. A linearizacao/discretizacdo dos termos fontes consta no

Apéndice A.

RE,, = L[—k Pz + 22 Cf Chios + 22 DCOZ (PR, — P, )] (25)

co2 — acoz u®co2 c0o2 H“HCO3 c02 c02

D cE
RHCO3 - [ k aCOZPCOZ +— CHCHCO3] - VPO3 (CHC03 - @) (26)
RIO)Z - vol 60 (POZ PgZ) (27)

Ch

R == _2 303 [ k acozpcoz + CHCHCO3] (28)

Rps = ?cat[ ky@co2Ploz + =2 CHCHCOS]

Kzo S Kzr 1 kg
———kqac02PE02(Cyp — Cpcoz) ( —x T (1 - E) —R) — ——Cupco2Ch (29)

aco2 100 KZO"'CH Kzr+Chy acoz k¢
1

DLr
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Cc02

RR — —k P C C DHCOS CP _CSCO3 30
Hco3z = —cat u@co2 c02+ HCHco3| T+ HCO3 — — . (30)

r
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RR = -2,303 B%cat[ ky@co2Plos + =2 CHCHCO3]

+2,303 21,5kt c02Ploa (Ciay — Cinncon) (1 mler + (1 - 35) 222 (31)
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A linearizagdo dos termos fontes foi realizada de acordo com o método de
Picard, conforme Eq. (33) (VERSTEEG; MALALASEKERA, 2007).

., 08" .
Siinearizado =S  + 2 (¢P - qu) (33)
P

O asterisco (*) indica que o valor é calculado usando os valores obtidos na
iteracao anterior. Os valores sem asterisco sao aqueles que estdo sendo calculados
na iteracao atual. Sjnearizado € O termo fonte linearizado; dS/d¢p, € o gradiente do
termo fonte (S) avaliado em ¢p, sendo que ¢, € o valor da variavel sendo calculada

pela equacao em que a linearizagao sera inserida.
3.5 TROCA DE MASSA ENTRE HEMACIAS E PLASMA

Os valores dos coeficientes de troca de massa entre hemacias e plasma
para CO, (Dcos") € HCO3™ (Dcos”) foram determinados pelas Eq. (34) e (35) (HILL;
POWER; LONGO, 1973b).

1
1/VP+1/VR

D, = 0,693 ”;%722

ptr. . 069 1 (35)

HCO3 ™ €l 1/vP+1/VR

Devido a sua importancia para este trabalho, as equacdes de Hill, Power e
Longo (1973b) foram implementadas e o resultado do autor foi reproduzido com
sucesso. Foi necessario um balanco de unidades para corrigir alguns erros nas
equacgdes apresentadas no artigo, indicando que o autor fez a implementagdo das
equacodes corretas, mas se equivocou no momento de transcrevé-las para o texto

publicado. Isso ndo é discutido em Resultados e Discusséo.
3.6 DEGRADACAO PROTEOLITICA

No caso em que a degradagao proteolitica foi considerada, foi adotado um

modelo cinético de Michaelis-Menten com dados da enzima quimiotripsina
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(OSBORNE; TASHIAN, 1981). As outras proteases presentes foram modeladas
indireta e ndo idealmente pelo aumento da concentragado de quimiotripsina usado na
Eq (36). A concentragdo de quimiotripsina no sangue foi maior do que a de enzima
imobilizada, o que afeta a validade da Eq (36), que assume a hipétese de Michaelis-
Mentem de saturacdo da enzima, mas esta foi a Unica equacdo encontrada na
literatura para a degradacéao proteolitica da anidrase carbdnica. A Eq (36) também
nao havia sido testada para o substrato imobilizado. Osborne e Tashian (1981)
usaram concentragbes de substrato e protease de ordens de grandezas
semelhantes, e fizeram adaptacdes nos calculos para lidar com a falha da hipotese

de que a concentragao de substrato livre € igual a de substrato total.

dCenz _ kdegC CENZ 36
dt cat “protease Kf,ieg+CENZ ( )

3.7 CINETICA DA ANIDRASE CARBONICA NO CONTORNO

A cinética da anidrase carbdnica foi expressa de acordo com a Eq (37), que
leva em consideragdo a reacao nos dois sentidos, hidratacdo e desidratacao
(RUSSO et al., 2016). Essa equacdo foi aplicada nas condi¢des de contorno
envolvendo as enzimas. A constante k; € a constante de equilibrio da reagao

catalisada e K€ a constante de Michaelis-Menten.

__ACco2 __ dCHco3z __ 4CH _ k Cco2—CHco3CH/k1 (37)

= C
dt dt dt Cat™ENZ g1+ Ccoa—ChcosCh/ka

Para estipular a concentracdo de enzima imobilizada na membrana, foi
primeiramente calculado um valor maximo (h,,s,) € depois selecionada uma fragao
disso para as simulag¢des. O valor de h,,;, foi definido como o numero de mols da
enzima necessario para cobrir completamente a superficie da membrana presente
em um volume de controle (A), considerando que cada molécula da enzima
ocupasse uma area equivalente a um circulo de 6 nm de diametro, estimado pela
estrutura cristalina PDB 6B00 (KEAN et al., 2018), disponivel no Protein Data Bank.
A Eq (38) representa o célculo realizado, em que N, € o numero de Avogadro

(6,022x1026 moléculas por kmol, pois a simulagao trabalhou com kmol/m?)
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-4 (38)

Pz TRENZNA
Um raciocinio semelhante foi usado para o maximo de encapsulinas que
poderiam estar presentes, obtendo a Eq (39), onde A é a area da membrana para

um volume de controle (m?) e REX.. € o raio externo da encapsulina.

A
hoes = (39)
7
TRENC

O trabalho de Sutter et al. (2008) estimou que cerca de 20 moléculas de
sfGFP foram inseridas dentro de cada encapsulina, em média. Como sfGFP e hCA
possuem massas moleculares semelhantes, considerou-se que cerca de 20
moléculas de hCA poderiam ser inseridas em cada compartimento, mas valores

mais baixos que isso foram usados nas simulagdes (5 moléculas por encapsulina).
3.8 DADOS UTILIZADOS E CONDICOES INICIAIS

Os dados utilizados foram coletados de simulagdes e trabalhos
experimentais disponiveis em diversos peridédicos e sdo apresentados na Tabela 2.
Sempre que uma informagdo ndo for dada explicitamente, significa que o dado
corresponde ao da Tabela 2. O significado de variaveis nao comentadas no texto

pode ser obtido nesta mesma tabela.

Tabela 2: Descrigao das variaveis, seus valores e referéncias.

Variavel Descricao Valor ou Valor Inicial Ref.
Qco,  Solubilidade de CO; no plasma 0,03 mM/mmHg [1]
@y, Solubilidade molar do O, no plasma 1,35E-3 mM/mmHg [1]

vor  Solubilidade volumétrica do Oz no

gy olasma 3,03E-5 mL/(mL.mmHg)  [1]

yp  Capacidade de tamponamento da 54,1 mEq base/unidade 1]
B hemoglobina pH
Capacidade de tamponamento do

P .
B plasma 6 mEq base/unidade pH  [1]

0 Capacidade difusiva de O, no sangue 2,85 mL/(mL.min.mmHg) [1]
Soma da area transversal dos poros
Aporos das encapsulinas presentes em um 0,8RENS Ty orosT(RENS,
volume de controle

2
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A Area da face de um volume de controle m?
por onde gases sao trocados

Concentragao de enzima CA, por
c volume de encapsulina em um volume
ENZ  de controle
(modelo com hCA encapsulada)

0,8h7i5%
para 5 moléculas de hCA
por encapsulina

Concentragao de enzima CA, por area
de troca gasosa em um volume de
CENg  controle 0,8hmax
(modelo com hCA, mas sem
encapsulina)

Concentragao de bicarbonato no

Chcos plasma 23,99 mM [1]
Concentragao de bicarbonato na
Choos pomacia ¢ 16,55 mM [1]
¢t Concentragdo de prétons no plasma 42,66 nM [1]
CE  Concentragdo de prétons na hemacia 61,47 nM [1]
Cy, Concentracdo de hemoglobina 20,70 mM [1]
Concentragao de carbamato na
Chbcoz  hemacia ’ 2,34 mM [1]

Cprotease CONcentracdo de protease 37,5 ng/mL [2]

Capacidade da hemoglobina em 0,201 mL O,/ mL sangue  [1]

cap transportar O,

Fator de catalise para reacao de

hidratagdo nas hemacias 13000 [1]

cat

Coeficiente de difusdao do CO; no
DE,, plasma, multiplicado pela porosidade 2,0322E-10 m?#/s [8],[9]
(1-Hct) e dividido por tortuosidade = 2

proro Coeficiente de difusdo de CO, pelo

- 2 *%
€02 poro da encapsulina 1E-12 m?/s

Dt Coeficiente de troca de CO entre
c02

plasma e hemacia Eq. (34) L/s [1]

Coeficiente de difusdo do HCO3; no
Dfc03 plasma, multiplicado pela porosidade 1,2705E-10 m?/s [81,[9]
(1-Hct) e dividido por tortuosidade = 2

pporo Coeficiente de difusdo de HCOj3 pelo

_ 2 *%
HCO3  poro da encapsulina 1E-11 m?/s

Coeficiente de troca de HCOj3™ entre

tr
Dycos plasma e hemécia Eg. (35) mol/(mmHg.s) [1]

Coeficiente de difusdo do H* em agua,
multiplicado pela porosidade (1-Hct) e
pela fragdo do sangue que é agua (0,9)
e dividido por tortuosidade = 2

1,188E-9 m?/s [10]

pPoTo Coeficiente de difusdo de H™ pelo da 1E-12 m?/s **

H encapsulina
Coeficiente de difusao do O, no
Db,  plasma, multiplicado pela porosidade 4,95E-10 m?#/s [8],[9]

(1-Hct) e dividido por tortuosidade = 2
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Coeficiente de difusdo de propanal no

poro _ 2
Doropanai poro de PduA (referéncia para D5)%;) 4,7E-10 m%¥s [11]
Coeficiente de difusdo de propanodiol
D) oanol no poro de PduA (referéncia para 4,9E-10 m?¥s [11]
poros)
H Tamanho da diregdo y 1m
Hct Hematocrito 0,45 [1]
Constante de Michaelis-Menten para
Ku hidratacéo catalitica 20E-3 M [4]
deg Constante de Michaelis-Menten para )
Ky degradacao proteolitica 189,6E-6 M [3]
K Constante de ionizagao do grupo amino 8 4E-9 M 1]
20 da oxiemoglobina ’
Constante de ionizagao d grupo amino
Kzr  4a hemoglobina ndo oxigenada 72E-8 M 1]
K Constante de equilibrio para a reacao kK [4]
1 espontanea de hidratacao k,
Constante de ionizagao da
ke carboxiemoglobina 24E-5 1]
k, Constante de formagdo de carbamato 5000 M's™ [1]
Numero de renovacéao para hidratacéo 1
Keat catalitica de CO, 1E6's [4]
jc4e9 Numerc'>.de renovacgao para degradagao 16,6E-4 5™ [3]
cat  proteolitica
kmqo, Coeficiente de troca convectiva de CO, 3E-5m/s *
km,, Coeficiente de troca convectiva de O, 5E-6 m/s *
1, €02 Coeficiente de particdo de CO entre mol CO, gas/ mol CO,
p plasma e corrente gasosa no plasma
102 Coeficiente de parti¢éo de O, entre 5—Tm0| O, gas/ mol Oz no
p plasma e corrente gasosa o2 plasma
k, 8gr;stante de hidratagao espontanea do 012" 1]
Constante de desidratacado espontanea -1
k., do CO, 89s [1]
K Constante de dissociagao de H,CO3; 55E-4 M [1]
Lyoro Comprimento do poro da e:ncapsuhna, 2 nm [5]
ou espessura da encapsulina
L. 0,0005 m (2D)
L Tamanho da direg&o x 0,01 m (1D)
n Numero de poros na encapsulina 12 7]
poros  (gpenas nos pentameros)
Nt  Numero de pontos para o tempo
Nx  Numero de pontos para a dire¢ao X’
Ny  Numero de pontos para a diregao ‘y’
PE,, Pressao parcial de CO; no plasma 46 mmHg [1]
PR, Pressao parcial de CO; na hemacia 46 mmHg [1]
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Pf,  Pressao parcial de O, no plasma 40 mmHg [1]
PE,  Pressao parcial de O, na hemacia 40 mmHg [1]
o pH do plasma que estaria em equilibrio
PHvirt  om pH das hemacias
RENC  Raio externo da encapsulina 24 nm [5]
RENC  Raio interno da encapsulina 22 nm [5]
Rgf,\’r% Raio do poro da enscapsulina 0,15 nm [6]
R Constante dos gases 62,36 m*.mmHg/(K.kmol)
r Razéo de Gibbs-Donnan 0,69 [1]
S Saturagdo da hemoglobina 72,16 % [1]
£Cl Half-time de equilibrio para troca de CI 02s 1]
/2 |HCO;3 pela membrana das hemacias ’

Half-time de equilibrio para troca de

tf/z CO; através da membrana das 0,001 s [1]
hemacias
v,, Velocidade média do escoamento 0,002 m/s
T Temperatura 300 K
tf  Tempo de simulagéo segundos
Volume de sangue no volume de
VB  controle; igual ao volume do volume de L/Nx x H/N, (2D)
controle na fase sangue L/N; (1D)
Volume de todas as encapsulinas 4 5
Vene Ocupando a area de 1 volume de 0,8hENC —m(RENS
controle 3
P Volume de plasma no volume de (1= Het)V Litros 1]
controle
VR Volume de hemacias no volume de HetVE Litros 1]
controle
v Velocidade média do escoamento 0,002 m/s

Coluna Referéncias: [1] (HILL; POWER; LONGO, 1973b); [2] (IWAKI et al., 1983); [3]
(OSBORNE; TASHIAN, 1981); [4] (RUSSO et al., 2016); [5] (SUTTER et al., 2008);
[6] (WILLIAMS et al., 2018); [7] (NICHOLS et al., 2017); [8] (SVITEK; FEDERSPIEL,
2008); [9] (HORMES et al., 2011); [10] (SOUDIJN, 2012) ; [11] (PARK et al., 2017).

* Por falta de dados adequados na literatura, foi aplicado um valor inicial que
permitisse a execug¢ao da simulacao.

** Usando dados de (PARK et al., 2017) como referéncia.

Fonte: Do autor, (2020).

Além de informagdes sobre o sangue e as enzimas, as simulagbes deste
trabalho precisavam de dados sobre as encapsulinas. Parametros para a difusao de
espécies pelos poros da encapsulina ndao foram encontrados na literatura, nem

trabalhos propondo equagdes para o seu calculo. Havia duas formas principais de
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lidar com isso: (i) ignorar a indisponibilidade de um valor para a difusdo e apenas
estudar uma faixa de valores, de modo a entender o impacto disso nas variaveis de
interesse; ou (ii) determinacao experimental.

Devido a dificuldade em se conceber um experimento para determinar a
difusdo através dos poros da encapsulina, considerou-se utilizar a técnica de
dindmica molecular para estimar tais valores computacionalmente. Apds avaliagao, a
técnica nao foi empregada, pois o tempo requerido para o preparo das equacgdes e
para entendimento da metodologia prejudicaria o desenvolvimento do restante do
projeto.

Uma faixa de valores para coeficientes de difusdo pelos poros da
encapsulina foi utilizado, sendo que os coeficientes de difusdo de propanodiol e
propanaldeido pelo poro de um microcompartimento bacteriano (PduA) foram
utilizados como referéncia (PARK et al., 2017).

Por falta de dados na literatura, os coeficientes de particdo foram definidos
como a razao da concentragao de 100 mmHg da substancia no gas (usando a lei
dos gases ideais para obter a concentragédo) pela concentracdo de 100 mmHg da
substancia no plasma (pressdo que estaria em equilibrio com a concentragdo no

plasma em fungao da solubilidade), conforme Eq. (40) e (41).

kgoz _ 100/RT _ RT (40)

100aco2 acoz

__ 100/RT _ RT

kOZ — —
p 1000, o>

3.9 DEPOSICAO DE MATERIAL SOBRE A MEMBRANA

Devido a algumas observacgdes feitas durante a interpretacéo dos resultados,
que serao detalhadas no préximo capitulo, todos os cddigos passaram por uma
adaptacao para permitirem um valor de coeficiente de transferéncia de massa
convectiva transiente. O intuito era simular a formagdo de depdsitos de células (ex:
plaquetas) e proteinas do sangue sobre a membrana, e o consequente aumento da
resisténcia a troca gasosa. Com a escassez de dados cinéticos para este fenémeno,
foi proposto um perfil genérico de redugao do coeficiente de convecgado com o tempo

como forma de simular o aumento da dificuldade da troca gasosa. A Eq. (42) foi
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utilizada para os coeficientes do oxigénio e dioxido de carbono. kX, (m/s) é k592 ou
k9Z%; ki, (m/s) é o valor inicial de k., para O, ou COy; t é o tempo (h); k... (m/s) é
valor minimo de ki, quando t—«; a =kk,— k.., (m/s); b=k, (m/s); e c é o

coeficiente do expoente (h™).

ki, = ae’ + b,ondel’ = —ct (42)

Os dados utilizados para os valores iniciais dos coeficientes foram 3E-5 m/s
para CO, e 5E-6 m/s para o O,. Os demais dados foram fornecidos no momento da
discussado de resultados. O uso da Eq. (42) se deu na forma de uma analise de
sensibilidade, em que o efeito da deposicdo de material sobre a membrana foi

considerado baixo ou intenso e o impacto na remocéo de carbono foi avaliado.
3.10 ASPECTO GERAL DA SIMULACAO

Em resumo, os seguintes aspectos foram inclusos nos modelos: a presenca
de proteases no sangue, a presengca de enzimas anidrases carbdnicas
encapsuladas ou nao, a presenca de hemacias (com reacgdes diferentes das do
plasma), o efeito das enzimas/encapsulinas contra a deposi¢cao de material sobre a
membrana e a presencga da corrente gasosa com concentragdes constantes de O, e
CO.. A Figura 3 apresenta com mais detalhes as reagdes presentes em cada fase e
os fendbmenos modelados (a membrana separando as fases nao foi modelada, por

isso nao consta na figura).



Figura 3: Esquema com as rea¢des em cada fase e os fendbmenos modelados.
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Fonte: Do autor, (2020).
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Ao todo, 6 codigos foram escritos, 3 deles unidimensionais transientes e os
demais bidimensionais transientes. Os casos sem enzima, com enzima e com
encapsulina foram modelados separadamente, por isso que tanto as versées 1D
quanto 2D totalizaram 3 cddigos cada. Todos os codigos foram verificados pelo
método das solugdes manufaturadas (uma breve explicagdo do método e as
solugdes propostas constam no Apéndice B), mas nenhum deles foi validado com
dados experimentais, pois 0 autor ndo conduziu os proprios experimentos, € nao
foram encontrados, na literatura, trabalhos que pudessem ser representados pelos
modelos criados, pois mesmos 0s experimentos mais simples apresentavam
configuragcbes complexas.

O erro da iteragao no tempo foi monitorado, de forma a garantir que o cédigo
apenas avangasse ao atingir o critério de convergéncia de 1E-12 para os perfis de
ions H*, 1E-8 para os demais perfis de concentracdo e 1E-6 para a razdo do
equilibrio de Gibbs-Donan (r). O comportamento do erro com o refinamento espacial
e temporal da malha também foi avaliado, de forma a decidir qual refinamento usar
nas simulagdes. A analise da conservagao do numero de mols do elemento carbono
foi conduzida em todos os codigos, como uma forma de avaliar a conservagao de

massa.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo se encontram os resultados obtidos e a discussao pertinente.
A discussao comeca esclarecendo as caracteristicas dos modelos obtidos e depois
aborda a verificagdo do codigo. Ao final consta a discussao sobre as dificuldades
encontradas e as tentativas de solugao, precedidas de uma analise de conservacgao

de massa.

41 MODELOS OBTIDOS

Este paragrafo tem como objetivo apresentar os codigos criados e facilitar o
entendimento deste capitulo. Foram construidos modelos uni (1D) e bidimensionais
(2D), ambos considerando variagdes temporais. O modelo 2D contava com
conveccgao e difusdo, enquanto que o modelo 1D apenas com a ultima. A maioria
dos parametros foi encontrada na literatura, mas alguns tiveram de ser estimados ou
arbitrariamente atribuidos de forma que o codigo pudesse ser executado (conforme
Metodologia). Em caso de sucesso na simulagéo, os parametros faltantes poderiam

ser estudados.

4.2  ANALISE DO CODIGO: VERIFICACAO

Antes de proceder com a discussao dos resultados das simulagdes, o codigo
foi verificado a fim de conferir a qualidade da solugdo numérica. O processo de
verificacdo ndo fornece informagdes acerca da acuracia com que o modelo
matematico representa os fendmenos envolvidos.

A verificacdo se dividiu em: verificacdo com o método das solucbes
manufaturadas, avaliagdo do comportamento do erro com o refinamento das malhas
espacial e temporal, bem como com a iteracao no tempo e analise de conservacao

de massa (numero de mols de carbono).
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4.2.1 Verificacao com solugao analitica

Uma forma eficiente de verificagdo do codigo € a comparagao do resultado
numérico com a solugdo analitica do problema. O método das solugbes
manufaturadas permite propor uma solu¢cdo quando esta é desconhecida, e entédo
adaptar o codigo para que a nova solugéo passe a ser aceita.

Todos os codigos gerados foram verificados e ndo apresentaram erros.
Apenas os dados da Tabela 2 foram usados nos testes. As Figuras 4 e 5 ilustram a
concordancia entre a solugdo numeérica e a exata (manufaturada), indicada pela
sobreposi¢cao dos pontos (numérica) e cruzes (manufaturada). Ambos os graficos

foram gerados para tf = 60 s e Nt = 36.000.

Figura 4: Perfil numérico e exato para Pco2 (mmHg) do modelo 1D sem enzima.

461 + + 4 + + manufaturada

* s + * numeérica
45 4 * o

+
+
44 +
+
+
43 1 +
+
42 - .
+
41 4 +
-
40 T T T T T
0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010

distancia, m

Fonte: Do autor, (2020).



Figura 5: Perfil numérico e exato para Pco2 (mmHg) do modelo 2D sem enzima.
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Fonte: Do autor, (2020).
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Em resumo, todos os coédigos passaram na verificagdo com a solugdo

analitica.

4.2.2 Erro com o refinamento

Para avaliar a relagao entre o refinamento espacial ou temporal com o erro,

foram conduzidas simulagdes com 5 diferentes refinamentos. A Tabela 3 contém os

dados utilizados nos testes.
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Tabela 3: Dados usados no estudo de refinamento.

Estudo do refinamento da malha temporal (tff = 1 s)

Malha Extra
1D/2D . Grossa Média Fina Extra Fina
espacial Grossa
1D? 100 285 585 1170 2340 4680
2D° 100 x 100 285 585 1170 2340 4680

Estudo do refinamento da malha espacial (1D: tf = 1 s; 2D: tf = 0,01 s)

Malha Extra
1D/2D Grossa Média Fina Extra Fina
temporal Grossa
1D° 10.000 10 20 40 80 160
2D¢ 150 10 x 10 20 x 20 40 x 40 80x80 | 160 x 160

2 0 ponto da posigdo 50 da malha espacial, no tempo final (tf), foi comparado.

® 0 ponto da posigdo (50,50) da malha espacial, no tempo final (tf), foi comparado.

¢ o ponto médio entre a posigdo 5 e 6 da malha espacial extra grossa, no tempo
final (tf), foi comparado.

4 o ponto médio entre as posicdes (5,5), (6,5), (5,6) e (6,6) da malha espacial extra

grossa, no tempo final (tf), foi comparado.

Fonte: Do autor, (2020).

Malhas espaciais com 320 e 640 pontos em cada diregcdo também foram
testadas, mas n&do houve mudancga nos resultados, entdo esses dados nido foram
apresentados.

O comportamento esperado seria de que o erro reduzisse com malhas mais
finas, e isso foi observado para o refinamento espacial, mas nao para o temporal.
Vale ressaltar que em todos os casos o erro era bem pequeno, sendo 1E-4 % a
ordem do maior erro percentual dos modelos 1D, e 1E-5% a ordem do maior erro
percentual dos modelos 2D. Apenas o erro dos perfis de concentragao foram
avaliados, ou seja, sem considerar variaveis auxiliares. O erro representa a
diferenca percentual entre o resultado numérico e a solugdo manufaturada em

relacdo a solu¢cdo manufaturada, conforme Eq. (43).



Erro =

100 * |501u(}50numérica‘ S0lUCa0manufaturada

solucdomanufaturada
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(43)

Para mostrar visualmente os resultados, alguns dos graficos gerados foram

selecionados, e constam neste trabalho como as Figuras 6 a 12. A tentativa foi de

ilustrar os melhores e piores comportamentos encontrados.

Os comportamentos mais coerentes com o esperado foram observados para

o refinamento espacial. As Figuras 6 e 7 mostram o comportamento do erro para a

pressao parcial de CO, nos modelos 1D com enzima e 2D com enzima encapsulada,

respectivamente. Em ambos foi possivel observar a clara redu¢gdo do erro com o

refinamento da malha. Esse foi o comportamento observado para todas as analises

envolvendo o refinamento espacial.

Figura 6: Comportamento do erro com o refinamento da malha espacial (Pco2” 1D
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Fonte: Do autor, (2020).
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Figura 7: Comportamento do erro com o refinamento da malha espacial ( Pco” 2D
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Fonte: Do autor, (2020).

O refinamento da malha temporal ndo apresentou o comportamento esperado

para o erro, pois em alguns casos este nao reduziu com o uso de malhas mais finas.

As Figuras 8 a 10 mostram como o erro sobe com o refinamento temporal

para a concentragdo de bicarbonato nas hemacias (modelo 1D sem enzima), a

concentracdo de H' nas hemacias (1D sem enzima) e a pressdo parcial de oxigénio

no plasma (modelo 2D com enzima encapsulada).

Figura 8: Comportamento do erro com o refinamento temporal (Crcos~ 1D sem
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Figura 9: Comportamento do erro com o refinamento temporal (C® 1D sem enzima).
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Figura 10: Comportamento do erro com o refinamento temporal (Po,” 2D com

enzima encapsulada).
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Alguns dos perfis apresentaram reducéo do erro com o refinamento da malha
temporal, conforme o esperado. Exemplos disso foram os perfis de H* no plasma
(1D sem enzima), Figura 11, e a pressao parcial de CO; nas hemacias (2D sem

enzima), Figura 12.
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Figura 11: Comportamento do erro com o refinamento da malha temporal (Cy” 1D
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Figura 12: Comportamento do erro com o refinamento da malha temporal (Pcoz" 2D

%

erro,

sem enzima).
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Em resumo, o comportamento do erro com o refinamento espacial estava

condizente com o esperado; o erro para o refinamento temporal era crescente em

alguns casos, mas ainda assim um erro bem pequeno.
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4.2.3 Erro com a iteragao no tempo

Para a avaliagdo do comportamento do erro com a iteragdo no tempo, os
codigos foram executados for¢ando-se 50 iteragbes para cada passo. Os dados
utilizados foram tf = 0,1 s, Nt = 285, Nx = 40 e Ny = 40, sendo que os modelos 1D
nao usavam Ny. Aqui o erro representa a maior diferenga entre o valor da
concentragcado da iteracdo anterior e da atual (cada concentragao tinha seu proprio
erro, o maior em cada iteragao foi plotado).

A diferenca entre os modelos 2D reside nas condicdes de contorno, assim
como para os modelos 1D. Logo, o comportamento do erro entre modelos 2D foi
semelhante, assim como entre modelos 1D. As Figuras 13 e 14 mostram graficos
para o comportamento da ordem do erro com o numero de iteragdes (no passo 285
de 285).

A variagao observada para o caso 2D na 30° iteragao, Figura 14, ocorreu pois
0 erro estava muito proximo da transigao da ordem -13 para -14 e ndo porque havia

algum problema com a estabilidade do mesmo.

Figura 13: Erro da iteragdo no tempo para os modelos 1D.
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Fonte: Do autor, (2020).



Figura 14: Erro da iteracdo no tempo para os modelos 2D.
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4.2.4 Analise de consisténcia: conservagao do carbono

total de carbono em t=0 — total de carbono em t=tf

— 100
total de carbono que entrou—total de carbono que saiu
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Em resumo, todos os modelos tinham erro com a interacdo no tempo
aceitavel e dentro do esperado.

Para avaliar se o cédigo conservava massa, foi feito o balango do numero de
mols de carbono entrando e deixando o dominio. A Tabela 4 apresenta os erros de

cada modelo, bem como os dados usados na simulagado. O erro foi calculado com a



62

Tabela 4: Erros percentuais para a conservagao de mols de carbono.

1D/2D Descri¢cao Erro (%)
Sem enzima 0,069
1D Com enzima 0,117
Com enzima encapsulada 0,067
Sem enzima 2,229
2D Com enzima 2,126
Com enzima encapsulada 2,261
Dados para a simulacao 1D: tf = 96 h, Nx = 20, Nt = 207.360.000
Dados para a simulagéo 2D: tf = 3,5 h, Nx = 30, Ny = 15, Nt = 7.560.000

Fonte: Do autor, (2020).

Os modelos 1D apresentaram erros menores que 0,2%, mesmo para 96 h de
simulacéo, ja os modelos 2D apresentaram erros maiores que 2% em 3,5 h, sendo
que o erro aumentava para tempos maiores, inviabilizando simulagées mais longas.
O erro do modelo 2D para 2h46min ficava em torno de 1,7%, mostrando uma
relagdo de proporcionalidade entre o erro e o tempo de simulagéao (if). Isso permite
concluir que havia um erro pequeno em cada passo no tempo que ia se acumulando
a uma taxa constante, e ndo um grande erro em alguns passos especificos da
iteracdo no tempo. Foram feitas tentativas de reduzir tal erro, mas sem éxito.

Em resumo, o erro de conservacdo de massa para os modelos 1D eram
menores, tornando-os mais adequados para a discussdao das simulagdes. Os
equipamentos de ECMO/ECCO;R podem ser utilizados por dias, tornando

necessario simulagdes de varias horas.

4.3 DISCUSSAO DE RESULTADOS PARA MODELOS UNIDIMENSIONAIS

Os modelos 1D e 2D apresentaram comportamento semelhante, inclusive
para alguns dos erros encontrados nos resultados. Como os modelos 1D
executavam mais rapidamente e erravam menos na conservagao de massa, eles

foram usados na discussao.
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A discussdo foi separada em etapas: (i) constatagdo de que nao havia
concordancia com os experimentos; (ii) formulagdo da hipotese de que o efeito
antideposicao precisava ser modelado; (iii) teste do modelo antideposicdo com
dados realisticos/sensatos; (iv) teste do modelo antideposicdo com dados
exagerados; (v) teste do modelo antideposigdo com dados realisticos e tempo mais
longo; (vi) corregao das condi¢des de contorno; (vii) comentarios pertinentes acerca

do uso das encapsulinas e (viii) breve comparacgao entre 1D e 2D.

4.3.1 Comparacgao entre resultados numéricos e experimentais

A Figura 15 contem os perfis da pressao parcial média de CO, no sangue
(inclui a pressao no plasma e nas hemacias ponderada pelo volume de cada fase).
Foi observado que a presencga das enzimas acelerava a reducao de Pco2, € que com
as encapsulinas havia uma menor velocidade de redugdo. Ambos os modelos com

enzimas usavam 80% do maximo tedrico.

Figura 15: Comparacéo entre perfis de Pco2 média, modelos 1D.
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Fonte: Do autor, (2020).

Os graficos para a concentracdo média de carbamato (Figura 16) e
bicarbonato (Figura 17) mostraram que nos casos com enzima essas duas
substancias desciam mais lentamente, armazenando CO; na forma ligada, que nao

era computado por Pco. Por isso Pco2 desceu mais rapidamente para os casos com
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enzima, ja que o CO;, era removido através da membrana e ndo era reposto

rapidamente pela liberacdo do CO,, ligado.

Figura 16: Comparacao entre perfis de Cppcoz meédia, modelos 1D.
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Fonte: Do autor, (2020).

Figura 17: Comparacgao entre perfis de Cncosz média, modelos 1D.
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Fonte: Do autor, (2020).

Ao plotar o total de carbono no meio (Pcoz + HCO3 + HbCO»), e ndo apenas
aquele na forma de Pcoz, Figura 18, observou-se que o modelo sem enzima
removeu mais carbono do que os com enzima. Isso n&o corroborava com o0s
resultados experimentais de Arazawa et al. (2012), que mediram o CO; no sangue e
na corrente gasosa, usando este ultimo para estimar a quantidade de CO, removido,

que era maior com o emprego de enzimas.
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Figura 18: Comparacao entre perfis de numero total de mols de carbono, modelos
1D.
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Fonte: Do autor, (2020).

Era esperado que a enzima facilitasse a liberagdo do didéxido de carbono
ligado a agua (bicarbonato), por isso surgiu a duvida de que a sua presenga nao
estivesse modelada corretamente. Diante disso, os perfis de bicarbonato, ions de
hidrogénio e CO, foram usados para avaliar se o equilibrio quimico entre eles estava
sendo respeitado. O equilibrio foi calculado por uma razido de concentragdes,
Cﬁcos Cg/cgoz-

Para a condi¢cado de contorno e o volume de controle adjacente a membrana,
apenas o0 modelo com enzima nao encapsulada manteve o equilibrio, conforme
Figuras 19 e 20. Os demais atingiram o estado estacionario fora do equilibrio (seta

preta, constante de equilibrio para a reagdo espontanea de hidratagao, k).
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Figura 19: Razéo Chcos -Ch /Ccoz” para a condigdo de contorno sobre a membrana.
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Fonte: Do autor, (2020).

Figura 20: Raz&o Chcos -CH /Ccoz” para o volume de controle adjacente a

membrana.
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Fonte: Do autor, (2020).

Para os volumes de controle ndo adjacentes a membrana (ou seja, internos),

todos atingiram o equilibrio (seta preta), como consta na Figura 21.
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Figura 21: Razéo Chcos -CH /Cco2” para volume de controle interno.
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Faz sentido que, quando a enzima esta em contato direto com o sangue, este
mantenha o equilibrio, j4& que a enzima permite que rapidamente ocorram as
conversdes necessarias. O contrario ocorre na auséncia do contato direto da enzima
com o sangue, ja que, devido a constante remocdo de CO, e entrada de Oy, a
reacao espontanea do plasma nao consegue reequilibrar rapidamente. Nos volumes
de controle internos, a reacdo espontanea era capaz de manter o equilibrio, pois,
devido a ndo estarem em contato direto com o contorno, estes volumes de controle
nao passavam pelas mudangas bruscas de concentracdo ocasionadas pela troca
através da membrana.

Diante disso, a modelagem da enzima ndo comprometeu o equilibrio
Chcos Ch/CE,, caracteristico do sangue.

Em resumo, os resultados das simulagbes ndo concordam qualitativamente
com observagdes experimentais da literatura, e a cinética enzimatica da anidrase

carbdnica n&o é a responsavel por isso.

4.3.2 O efeito antideposicdo da enzima

Os trabalhos que envolvem o estudo do uso da enzima anidrase carbdnica na

remocao de CO, do sangue acreditam que seu efeito se deve a reagdo quimica
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catalisada, mas modelando apenas isso nao foi possivel reproduzir o
comportamento observado por Arazawa et al. (2012), pois as enzimas nao
auxiliaram na remocgao do carbono. A literatura (ARAZAWA et al., 2012; KIMMEL et
al., 2013; OH et al.,, 2010) também ressalta o efeito das enzimas em impedir a
deposicdo de plaquetas sobre a membrana, um indicativo de melhora na
hemocompatibilidade. Foi levantada a hipotese de que seria necessario modelar
esse efeito, juntamente com a catdlise, para que os resultados da simulagao
concordassem com os experimentos da literatura. Diante da escassez de dados
cinéticos para o fenbmeno de deposicdo de plaquetas e proteinas sobre a
membrana usada em ECMO/ECCO3R, foi proposto um modelo genérico com dados
nao-reais a fim de avaliar a hipotese em questao.

O modelo foi descrito em Metodologia e envolve a redugdo do valor do
coeficiente de transferéncia de massa convectiva de forma a simular a maior
dificuldade do CO; e O, em atravessar a membrana. Foi considerado que o efeito
antideposicao se deve a presenga da enzima e nao a sua atividade catalitica, porém
isso carece de investigacéo.

O trabalho de Arazawa et al. (2012) verificou 95% menos deposi¢cao de
plaquetas quando as enzimas estavam presentes, logo, os dados do perfil de
deposicao foram escolhidos de forma que o modelo sem enzimas perdesse a
capacidade de troca gasosa mais rapidamente. Os resultados obtidos com este perfil
serviram para avaliar a hipotese sobre a necessidade de modelar o efeito
antideposicdo, mas nao foram conclusivos, pois dados reais para o processo de

deposicao precisam ser coletados e implementados em um modelo apropriado.

4.3.3 O efeito antideposigao: efeito baixo

A Figura 22 mostra os perfis de coeficientes de convecgao adotados para
simular a deposi¢ao baixa. Apenas o coeficiente de CO, é mostrado, pois O, tinha
uma curva com o0 mesmo comportamento, apenas valores diferentes (as constantes
a, b e c eram as mesmas para os dois, apenas mudando o valor de k). Era
esperado que o modelo sem enzima sofresse mais com a deposigéo, seguido pelos
modelos com enzima (devido a perda da enzima) e com enzima encapsulada (desde

que a encapsulina contribuisse para evitar a deposicao). A nao degradacao das
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encapsulinas poderia garantir efeito continuo contra a deposi¢do. Os dados foram: (i)
sem enzimas: a = 2,4E-5; b = 6E-6; ¢ = 0,2; (ii) com enzimas: a = 2,4E-5; b = 6E-6;
= 0,05; (iii) enzima encapsulada: a = 3E-6; b = 2,7E-5; ¢ = 0,8.

Figura 22: Perfil de kn"°? proposto para representar deposicao (efeito baixo).
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Fonte: Do autor, (2020).

A Figura 23 contém as curvas para o carbono total dos modelos com e sem
enzimas quando a deposicao foi considerada (de acordo com o perfil acima). Mesmo
com a deposicdo, 0 modelo sem enzimas ainda removeu mais carbono do que os

com enzimas.
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Figura 23: Perfis de numero total de mols de carbono para modelo com deposi¢ao
usando efeito baixo.
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Fonte: Do autor, (2020).

Em resumo, a inclusdo do efeito antideposicao com um efeito baixo nao foi

suficiente para que a simulagado concordasse com a literatura.

4.3.4 O efeito antideposicao: efeito intenso

A inclusdo da deposicao s6 gerou perfis de remocgéao de carbono coerentes
com a literatura quando a perda na eficiéncia da troca gasosa do modelo sem
enzima foi considerada intensa, conforme Figura 24, que mostra o novo perfil
proposto para k,,. Este novo perfil gerou uma queda brusca no coeficiente de
convecgao do modelo sem enzimas, mas a literatura ndo conta com dados que
validem a possibilidade de a deposicao ser tdo severa, ou seja, causar uma queda
tdo grande e rapida da troca gasosa. O perfil do caso sem enzima atinge o minimo,
0,1% do inicial, em menos de 12 minutos (0,2 h). Dados usados: (i) sem enzimas: a
= 3E-5, b = 3E-8, ¢ = 40; (ii) com enzimas: a = 3E-5, b = 3E-8, ¢ = 0,08; (iii) enzima
encapsulada: a = 3E-6, b = 2,7E-5, ¢ = 0,8.



Figura 24: Perfil
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de kn°? proposto para representar deposigao (deposi¢ao intensa
para a membrana sem enzima).
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Fonte: Do autor, (2020).

A Figura 25 contém as curvas para Pco2 dos modelos com e sem enzimas,

considerando o efeito da deposi¢cdo intensa de material sobre a membrana sem

enzima (perfil acima). Assim como para o modelo sem deposi¢do (Figura 15), a

presencga das enzimas acelera a redugao de Pcop, mas agora isso esta associado a

uma maior remocado de carbono, conforme Figura 26, corroborando com o

comportamento observado em experimentos.

Figura 25: Perfis
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Figura 26: Perfis de concentracao de carbono total com deposi¢ado usando dados
intensos para modelo sem enzima
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Em resumo, a inclusdo da deposicdo com efeito intenso gerou perfis
coerentes com a literatura, mas fisicamente é improvavel que a deposi¢cdo de

componentes do sangue sobre a membrana seja tdo intensa.

4.3.5 O efeito antideposigcao: efeito baixo e tempo mais longo

Os graficos anteriores, que contavam com o efeito da deposigao, incluiam
apenas 1 h de simulagdo. Foi executada uma nova simulagdo com um periodo mais
longo, 10 h, a fim de avaliar se, neste caso, ao considerar deposicdo menos severa
para a situacdo sem enzima, ainda seria possivel obter perfis de remocado de
carbono coerentes com a literatura.

A Figura 27 contém o perfil usado para representar a deposicao baixa para a
simulacéo de 10 h. Apds 2 h o modelo sem enzima ainda contava com 10% do
coeficiente convectivo inicial, chegando a menos de 1% por volta de 4h. Dados
usados: (i) sem enzimas: a = 3E-5, b = 3E-8, ¢ = 1,2; (ii) com enzimas: a = 3E-5, b =
3E-8, ¢ = 0,02; (iii) enzima encapsulada: a = 3E-6, b = 2,7E-5, ¢ = 0,1.
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Figura 27: Perfil de KenC©2 proposto para representar deposig¢ao na simulacéo de 10h

(deposicao baixa para membrana sem enzima).
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Fonte: Do autor, (2020).

Na Figura 28, a remog¢ao de carbono para o modelo sem enzima € maior do
que os demais até por volta de 10 h, momento em que o modelo com enzima
encapsulada passa a apresentar menor concentragcao de carbono. O fato do modelo
sem enzima remover mais carbono durante as primeiras horas indicou que nio era
somente a modelagem da deposi¢cao que estava faltando, mas que as proéprias
condicbes de contorno n&o representavam adequadamente o fendmeno. E provavel
que essa fosse a causa para a necessidade de considerar a deposicao na
membrana sem enzima tdo intensa, pois era necessario compensar o erro da

condicdo de contorno.
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Figura 28: Perfis do numero total de mols de carbono com deposi¢cédo usando efeito
baixo para modelo sem enzima (10h).
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Fonte: Do autor, (2020).

Seria esperado que, nas primeiras horas, quando a deposi¢cao ainda nao tinha
se tornado um problema, os modelos com enzimas removessem mais carbono. A
ideia é que a enzima/encapsulina possa oferecer uma vantagem ao longo do tempo
tanto devido a atividade catalitica, que tem efeito maximo no inicio e pode reduzir
com a degradacgao proteolitica, quanto ao combate a deposi¢cdo sobre a membrana,
cujo efeito se torna mais evidente ao longo do tempo.

Em resumo, a remocgcdo de CO, s6 era coerente com a literatura quando
dados intensos (mais intensos do que seria esperado na pratica) eram usados nos
perfis de deposicéo, o que tirava a credibilidade do resultado. Ainda, problemas nas

condi¢bes de contorno pareciam ser o que ocasionava tal situacgao.

4.3.6 Modificagao das condigdes de contorno

Como os indicios apontavam para a condicdo de contorno como causa do
problema com a remocgao de CO,, esta secao foi destinada a explicar as equacodes
usadas no contorno, e o raciocinio que levou a elas. A discussao foca no CO,,
HCOs e H”, pois a condi¢cdo para O, era simples. A condicdo para o caso sem
enzima também era simples, portanto com poucas chances de que possuisse erros.

Logo, os casos com enzimas provavelmente eram os responsaveis pelo problema.
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No contorno em que se encontrava a membrana com a enzima ocorriam trés
fendmenos simultaneamente: (i) substancias chegavam por difusdo através do
plasma; (ii) substancias eram consumidas (HCOs; e H*) e produzidas (CO;) pela
enzima; e (iii) apenas uma substéncia, o CO,, deixava o plasma através da
membrana.

Buscando na literatura, a condigdo de descontinuidade de fluxos (FORUM
COMSOL, 2010) foi a que pareceu melhor agrupar os trés fendbmenos. A condigao
pode ser interpretada como: a diferenga entre o que chega e o que efetivamente sai
pelo contorno € igual ao que foi consumido/gerado pela reagao.

No caso da enzima nao encapsulada, as substancias chegavam através da

difusdo pelo plasma ( —DF ) e saiam por convecgdo na fase gasosa

o
dax x=L
(km(Cly=r — Cz4s) ), com a diferenca entre elas sendo o consumo/geragéo pela

[co;]-[HCOZ |[H ] /K4
M+[C0z]1-[HCOT | [H* ] /ky |, _

reacao enzimatica (kcatCENZK ). Apenas CO, saia por
L

convecgao, portanto era o unico que contava com um termo de saida convectiva
nao-nulo.

O termo de reagao enzimatica representava a reagao de hidratacéo, ou seja,
formacgao de HCO3', logo, gerava um valor negativo, ja que aqui a enzima catalisava
a desidratagdo. Por isso o termo de reagdo era acompanhado de um sinal negativo,
de forma a tornar o resultado positivo e permitir a coeréncia de sinais. O termo de

difusdo também contava com um sinal negativo para a coeréncia de sinais, ja que o
: ~ , o ac
gradiente de concentragdo decrescia em diregdo ao contorno (5 < 0). O termo de

conveccgao do CO; era positivo, pois a concentragdo de CO, no plasma era sempre
maior que no gas, logo, o sinal negativo a frente deste termo pertence ao calculo da
diferenca entre entrada (difusdo) e saida (convecgéo), e ndo a uma corregao de
sinais.

A condigao para CO; tinha inicialmente a forma da Eq (45).

P
p dCcoq CO2 P G _
- [_Dcoz Tax ey kmco, (kp Ccozlsz —Ccoz )| =

p P p
—k. . Cirea Ccoz=ChcosCh/k1
cat“ENZ P P P
Km+Cto2—ChicosCri/k1

(45)

x=L
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Assim, se a enzima produzisse CO; (desidrata¢ao), tornando o lado direito da
igualdade positivo, a remogao por convecgao seria maior que a chegada por difusao,
tornando a esquerda da igualdade também positiva. A condicdo de contorno
apresentada em Metodologia, Eq (16), havia passado por simplificacdo de sinais, por
isso tinha um aspecto diferente.

Para as enzimas encapsuladas o raciocinio foi similar, porém em vez de
haver consumo/geracao diretamente pela enzima, havia consumo/geragéao na forma
da substancia entrando/saindo da encapsulina, cujo interior contava com a reagao.

No caso da enzima encapsulada, as substancias chegavam através da

difusdo pelo plasma (—DF%

ax| ) e saiam por convecgdo na fase gasosa
x=L

(km(Cle=1 — C44s)), com a diferenca entre elas sendo a entrada/saida pelos poros da

P ENC
Ci |y, =Ci

encapsulina (D} °Aporos ). O transito de substancias pelos poros da

Lporo
encapsulina, por sua vez, alimentava a reagdo enzimatica encapsulada

[cO;]-[HCOZ |[H ] /Ky

keatCenzV) .
( cat“ENZVENC Ky+[CO,]-[HCOFY|[H*1]/ky| interior )
encapsulina

O mesmo cuidado com os sinais que foi destinado ao caso sem
encapsulinas também foi dado para este caso, mas, ainda assim, as equacdes nao
se comportaram como deveriam.

Como uma tentativa de reescrever as condigdes de contorno, o trabalho de
lliuta e lliuta (2017) foi consultado. Os autores simularam o processo de captura de
CO, de uma fase gasosa em uma fase liquida, e contavam com a enzima anidrase
carbOnica imobilizada na membrana, catalisando a reacao de hidratacdo de CO,. De
todas as configuragdes usadas pelos autores, a que mais se assemelhava ao caso
deste trabalho seria a situagédo em que os poros da membrana continham gas, mas
nao liquido.

Os autores consideraram a presenca explicita da membrana separando a
fase liquida e a gasosa, ou seja, desenvolveram um perfil para trés regides: liquido,
membrana e gas. A condi¢do de contorno para o perfil da membrana na interface
membrana-gas afirmava uma igualdade entre fluxo difusivo na membrana e

convectivo no gas, conforme Eq. (46).
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gas _ memb 9Cmemb
km AClmemb/gés =-D x

(46)

memb/gas

Para a interface membrana-liquido a condicao para o perfil da membrana era

de igualdade de fluxos difusivos, conforme Eq (47).

pmemb 9Cmemb — plia 9Ciiq
0x  lmemb/liq 0x

(47)

memb/liq

A condicdo no mesmo ponto, mas para o perfil do liquido era de fluxo difusivo

igual ao fluxo reativo na superficie, de acordo com Eq (48).

—pliq 9Cuq
dx

= ReagdoEnzimatica|memp1iq (48)
memb/liq

Na interface membrana-liquido do modelo de lliuta e lliuta (2017) também
ocorriam trés fenbmenos: (i) CO, chegava por difusdo através dos poros da
membrana; (ii) reagia com a enzima na superficie da membrana para formar HCO3
e H"; e (iii) as substancias difundiam para dentro do liquido. Notou-se que, apesar
deste trabalho e o de lliuta e lliuta (2017) contarem com trés fenbmenos na interface
membrana-liquido, lliuta e lliuta (2017) n&o tentaram incluir todos em uma unica
equacao para a condi¢cao de contorno, mantendo o termo de reagao apenas para o
contorno do perfil do liquido (o autor igualou o fluxo difusivo no liquido com a reagao,
Eq (48 41), e também com o fluxo do outro lado da interface, Eq (47), que era de
difusdo na membrana, assim a reagao apareceu apenas para o lado do liquido).

Como os resultados computacionais dos autores corroboraram com o0s
experimentos deles, foi tentado reescrever as condi¢gdes de contorno baseando-se
na ideia de lliuta e lliuta (2017). Desta forma, a condi¢do para bicarbonato e ions
hidrogénio permaneceram as mesmas das Eq. (17) e (18). Ja a condigado para CO,,
que efetivamente contava com os trés fendmenos, foi reescrita usando as Eq. (49) e
(50). Ressalta-se que deste modo o fluxo difusivo no liquido aparece uma vez
igualado a reagao enzimatica e outra ao fluxo existente do outro lado da interface
(fluxo convectivo), assim como lliuta e lliuta (2017). Isso para o caso com enzimas

nao encapsuladas.
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P P _ P P
_pP._ %coz — —k.  (Cirea Ccoz=ChcosCh/ka (49)
coz 4 - Cat™ENZ . LcP _cP CP/k
* lx=L M+Cco2=ChcosCh/kal, -}
—DpP dcgoz = km (kCOZCP | —-cSs ) (50)
€02 ax |y coz \*p~"“cozl,_;, ~ “coz

Mesmo assim, a remocao de carbono para o caso sem enzima foi maior apés
1 h, apesar de que foi menor até cerca de 18 min (0,3 h), conforme Figura 29. O
modelo usado para gerar a Figura 29 nao incluia o efeito de antideposi¢cao, mas os
testes feitos com o efeito geraram perfis com as mesmas caracteristicas (dados n&o

mostrados).

Figura 29: Perfis do numero total de mols de carbono para modelos com condigéo
de contorno reescrita (sem deposicao).
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Fonte: Do autor, (2020).

Outras tentativas de corrigir as condicdes de contorno foram feitas. Os
resultados obtidos puderam ser divididos em dois grupos: (i) a condigdo de contorno
nao passou pela analise de logica, ja que algumas equagdes tornavam o sistema
impossivel de resolver; e (ii) as equagdes passaram na avaliagdo de logica, mas,
quando reorganizadas, geravam o mesmo conjunto de equacgdes que ja vinha sendo
utilizado e que apresentava os erros mencionados em paragrafos anteriores.

Diante da falta de éxito em corrigir as condi¢des de contorno, a ultima
observacao feita foi de que, apesar de o codigo ter sido verificado usando o método
das solugdes manufaturadas, o mesmo ainda continha erros de modelagem. Isso

nao implica em ineficacia por parte do método das solugbes manufaturadas ou ainda
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ma implementacdo deste, ja que o método apenas verifica os calculos quanto a

coeréncia matematica, mas nao avalia coeréncia fisica (ROACHE, 2019).

4.3.7 Comentarios relevantes quanto ao uso das encapsulinas

Apesar dos problemas com as condigdes de contorno que impedem a
discussao sobre o impacto da encapsulagdo na troca gasosa e outros aspectos,
existem algumas observagdes que valem a pena serem feitas, e constam nos
paragrafos seguintes.

Uma das discussdes mais importantes seria aquela quanto a prote¢cado que as
encapsulinas ofereceriam a enzima. Com as primeiras simulacdes, sem o efeito da
deposigao, as proteases pareciam nao ser importantes (mais detalhes abaixo, Figura
30), e a razdo para isso parecia ser (com o erro no contorno fica dificil ter certeza) a
alta atividade da enzima anidrase carbbnica, detentora de um dos mais altos
nimeros de renovacao (keat = 1x10° s7) ja registrados (KHALIFAH, 1971). A titulo de
comparagao, a enzima RuBisCO, responsavel pelo importante processo de fixacao
de CO, durante a fotossintese, tem kegt = 3 8™ (SAGE, 2002 apud MA et al., 2014).

Com uma atividade catalitica tdo alta, € provavel que mesmo baixas
concentracdes da enzima fossem suficientes para desempenhar o papel na remogao
do carbono. Logo, se uma quantidade razoavel de enzimas fosse imobilizada, e a
degradagao proteolitica ndo fosse severa, mesmo sem encapsulagdo um numero
suficiente de moléculas da enzima poderia sobreviver e garantir a melhora na troca
gasosa.

Outra situagao possivel seria aquela em que a degradacgao proteolitica fosse
moderada/severa e o efeito antideposi¢ao fosse significativo. Neste caso, o consumo
da enzima deveria contar com maior impacto na remocédo de carbono, ja que isso
permitiria a deposicao de material sobre a membrana e o aumento na dificuldade de
passagem dos gases.

Além de a excelente atividade catalitica contribuir para o bom desempenho de
baixas concentragdes da enzima, o modelo de protedlise adotado ndo consumia a
enzima a uma taxa significativa. Para os dados originais de degradacgao, apos 96 h
ainda restavam 99,55% do inicial, que era 80% do maximo. Quando a taxa original

foi multiplicada por 1000, com o intuito de simular a presenca de outras proteases
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além da quimiotripsina, ainda restavam 1,07% do inicial apés 96 h. A Figura 30
mostra a variagao da concentracido de enzimas em relacédo ao valor inicial, incluindo

os dados originais e aqueles multiplicados por 1000.

Figura 30: Percentual de enzimas restantes de acordo com diferentes degradagoes
proteoliticas.
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Fonte: Do autor, (2020)

Como comentado anteriormente, baixas concentracées de enzimas pareciam
ser suficientes, logo, mesmo com o fator de 1000, os 1,07% de enzimas restantes
eram capazes de gerar a mesma remogao de CO, que o caso com dados originais
de degradacao (nos modelos sem deposig¢ao). Nao foi possivel confirmar se isso se
devia de fato a alta atividade catalitica da enzima ou ao erro da condigdao de
contorno.

A equacao da degradacao proteolitica usou o perfil de Michaelis-Menten, mas
a concentracdo de quimiotripsina no sangue era maior do que a de enzimas
imobilizadas, logo, a hipotese de que a concentragdo de substrato livre € igual a
concentracao total de substrato ndo era respeitada. Contudo, outros modelos nao
foram encontrados na literatura.

Além disso, os autores Osborne e Tashian (1981) usaram no modelo de
protedlise a concentracdo de anidrase carbdnica e ndo a concentragao de sitios de
clivagem, que se refere ao numero de posigcdes na cadeia de aminoacidos que
poderiam ser hidrolisadas. Um modelo de degradagéo proteolitica que considere as

principais proteases do sangue teria que considerar o fato de que diferentes
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proteases possuem diferentes sitios de clivagem. Caso a degradacao seja relevante
tanto pelo impacto sobre a atividade catalitica quanto pela redugdo do efeito
antideposicao proporcionado pela enzima, seria importante considerar as seguintes
questdes: apds clivagem em que posi¢des a enzima pode deixar de ter atividade
catalitica? Sera que essa mesma clivagem seria o suficiente para anular o efeito
antideposicao? Ou o fragmento restante da enzima, ainda fixo na membrana, seria
capaz de manter ao menos parte do efeito antideposi¢cao?

De acordo com Arazawa et al. (2012) e as referéncias citadas por eles, a
atuacdo da enzima anidrase carbdnica contra a deposicdo de plaquetas carece
investigacao, mas dois mecanismos foram sugeridos: a enzima obstrui o local onde
componentes do sangue se ligariam, nao dependendo da atividade enzimatica; ou a
enzima catalisaria a formagéo de 6xido nitrico (NO) na superficie da membrana
(AAMAND et al., 2009), conhecido por impedir a ativagado e aderéncia de plaquetas
nos vasos sanguineos (FROST; REYNOLDS; MEYERHOFF, 2005). Caso ambos os
mecanismos sejam relevantes, entdo a atividade catalitica da enzima assume ainda
maior destaque. E interessante observar que as reacdes envolvendo CO, e NO
parecem nao compartilhar o mesmo sitio ativo, ja que inibidores da reagdo com CO,
nao impedem a reacdao com NO (AAMAND et al., 2009), indicando que a clivagem
da enzima pode afetar a catalise de CO, e o efeito antideposicdo de forma
diferenciada. Nao se sabe se a enzima consegue catalisar as duas reagdes
simultaneamente, ou se a ocorréncia de uma impede a outra, gerando uma espécie
de competicao entre as diferentes reagdes.

Toda a discussao sobre degradacéao proteolitica tinha como objetivo embasar
a discussao quanto ao uso de encapsulinas. Como os modelos ndo eram muito
sensiveis as variagbes na concentracdo de enzimas, parecia que usar um excesso
de enzima em vez de encapsula-las seria mais vantajoso. No entanto, apds ter
observado a incoeréncia na remogao de carbono e suspeitado que o efeito
antideposicdo precisasse ser incluso, surgiu a preocupagdo de como as
encapsulinas afetariam isso, ja que as enzimas em seu interior ndo estariam mais
em contato direto com os componentes do sangue.

Para discutir isso foi necessario recorrer ao exposto em paragrafo anterior
acerca dos mecanismos pelos quais a anidrase carbbnica poderia influenciar a

deposicao de plaquetas na membrana.
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Caso o efeito antideposicdao se deva ao impedimento fisico das plaquetas
entrarem em contato com a membrana, entdo a encapsulagcdo poderia conservar
isso caso a encapsulina fosse o novo impedimento. No entanto, Lagoutte et al. (2018)
mostraram que encapsulinas injetadas em ratos causaram uma resposta imune, ja
que sao provenientes de bactérias. Como as encapsulinas estariam em contato com
0 sangue, talvez pudessem ocasionar uma resposta imune em humanos também.
Isso poderia ser superado com a modificagao da superficie da encapsulina, de forma
analoga ao que foi feito por Lagoutte et al. (2018) para representar antigenos virais
na sua superficie e entdo usar em imunizagdo, mas a modificacdo aqui teria de ser
para minimizar a imunogenicidade (capacidade de induzir reposta por parte do
sistema imune).

No contexto em que a produgdo de o6xido nitrico fosse parte do efeito
antideposicdo, a catalise desta reagdo no interior da encapsulina se tornaria
essencial. Desta forma, a dificuldade das moléculas envolvidas na produ¢cao de NO
em transitarem pelos poros definiia o impacto da encapsulagdo sobre a
antideposigéo.

Existe a possibilidade de que os dois mecanismos atuem em conjunto,
situagdo em que as preocupacdes dos dois paragrafos anteriores teriam de ser
abordadas também em conjunto.

Além da modificagdo com o intuito de evitar uma resposta imune, a
encapsulina poderia ter sua sequéncia aminoacidica alterada para aumentar o
tamanho dos poros e facilitar a difusdo, conforme experimentos realizados por
Williams et al. (2018), que aumentaram a difusdo pelo poro da encapsulina de T.
maritima em 7 vezes. Isso poderia melhorar a difusdo, porém com provavel perda na
seletividade. O pequeno didametro dos poros faz com que moléculas passantes
interajam com os aminoacidos que formam as paredes dos poros, contribuindo para
a selecao do que pode ou nao passar, dependendo das caracteristicas quimicas dos
aminoacidos. Na revisao de Nichols et al. (2017), os autores comentam sobre poros
de encapsulinas de diferentes organismos serem carregados positivamente,
negativamente ou neutros.

Um exemplo da utilidade da seletividade do poro é o carboxissomo, uma
esfera proteica oca, maior que uma encapsulina, que armazena as enzimas

RuBisCO e anidrase carbdnica (KIMBER, 2014). Os poros positivamente carregados
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desta estrutura facilitam a passagem dos ions HCO3; em detrimento das moléculas
de CO; e O,. Isso favorece que o HCO3™ entre no compartimento, seja convertido em
CO; pela anidrase carbbnica, e o CO; seja fixado pela enzima RuBisCO. O CO,
produzido no interior tem dificuldade de sair pelos poros e acaba acumulando e
contribuindo com a reacao de fixagdo. O fato do O, ndo poder entrar facilmente
impede que ele compita com o CO; pela enzima RuBisCO (MAHINTHICHAICHAN et
al., 2018). Isso tem o resultado final de melhorar a fixagdo de carbono, algo que foi
descoberto em cianobactérias e que agora cientistas tentam transferir para os
cloroplastos de plantas (LONG et al., 2018), a fim de acelerar a produgdo de
biomassa.

Se o carboxissomo fosse utilizado na remogao de CO;, do sangue, o CO;
produzido teria dificuldade em deixar o interior do compartimento. Isso mostra que
poros que facilitem a entrada de HCO3;™ automaticamente dificultam a saida de CO.,
devido a diferenga de cargas. Uma forma de contornar isso envolveria aumentar os
poros para tornar a interacdo entre a substancia difundindo e as paredes do poro
menos importante, ou explorar compartimentos que possuam poros com diferentes
propriedades quimicas. Uma mesma encapsulina pode, por exemplo, apresentar
poros neutros e carregados negativamente (NICHOLS et al., 2017), o que permitiria

o transito de moléculas com diferentes propriedades quimicas.

4.3.8 Comparacgao entre 1D e 2D

O motivo pelo qual modelos 1D e 2D foram criados era para avaliar a
necessidade de usar um modelo 2D. Mesmo com os erros encontrados, o
comportamento do modelo 1D era semelhante ao 2D, pois compartilhavam as
mesmas condi¢des de contorno e, portanto, os mesmos erros. Isso pode indicar que,
no caso em que os codigos estivessem livres de erros, os modelos 1D poderiam ser
empregados no planejamento de quais parametros usar nos modelos 2D. Isso
permitiria, por exemplo, otimizar o tempo gasto na execu¢do do modelo 2D, mais

lento, com base em resultados preliminares do modelo 1D, mais agil.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES

Este trabalhou visou avaliar, in silico, o emprego de encapsulinas na
protecdo da enzima anidrase carbdnica usada na remocao extracorporea de COa,.
Devido aos problemas oriundos das condi¢des de contorno, nao foi possivel tirar
conclusbes a respeito da utilidade da encapsulagdo. No entanto, algumas
observagbes pertinentes foram feitas, e estdo sumarizadas nos paragrafos
subsequentes.

Modelos 1D e 2D foram construidos, sendo que ambos apresentam
comportamento semelhante, indicando que o modelo 1D, mais agil, pode ser usado
na obtencao de resultados preliminares, para entdo executar o modelo 2D com os
parametros pré-selecionados do modelo 1D, agilizando o processo de analise.

A presenga das encapsulinas foi modelada e, apesar de inconclusivo,
resultados indicam que um excesso de enzima pode ser mais vantajoso do que a
encapsulacao, desde que a degradacéao proteolitica ndo tenha impacto significativo
sobre a hemocompatibilidade da membrana. As enzimas sado capazes de reduzir a
deposicdo de proteinas e plaquetas na superficie da membrana, contribuindo para a
compatibilidade entre sangue e membrana, mas o0 mecanismo ainda nao é claro.

Dependendo da intensidade da contribuicdo do efeito antideposig¢do para a
melhora na remocéo de CO,, a encapsulacédo passa a afetar mais do que apenas o
transporte de CO, e bicarbonato. Considerando que o efeito antideposicdo pode
estar relacionado ou ndo a atividade catalitica da enzima em produzir NO, a
encapsulacéo, além de gerar resisténcia a transferéncia de massa de CO,/HCO3;/H",
poderia limitar o acesso da enzima aos substratos da formacdo de NO, ou ainda
dificultar a saida deste (NO) pelos poros.

Quanto a modelagem da degradacao proteolitica, apenas um trabalho foi
encontrado que tratava especificamente da degradacdo da anidrase carbdnica
humana Il. Os dados cinéticos pertenciam a degradagdo por quimiotripsina
(OSBORNE; TASHIAN, 1981), uma protease encontrada no sangue, e eram
aplicados em um modelo de cinética de Michaelis-Menten. A implementacéo foi facil,
porém, apos constatar que a deposicdo sobre a membrana poderia ser importante,
surgiu a duvida se o modelo de protedlise capturaria o impacto da degradagao sobre

a atividade da anidrase carbdnica relacionada ao CO, e a antideposicao, ja que
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diferentes regides da enzima parecem estar envolvidas com cada uma delas
(AAMAND et al., 2009).

Diante disso, como sugestdo para trabalhos futuros, tanto experimentais
quanto in silico, fica a necessidade de avaliar a relevancia do efeito antideposicéo e
sua natureza (depende de catalise ou da obstrucéo fisica?), principalmente a fim de
saber se ele precisa ser modelado. Caso sim, seria necessario obter dados e uma
forma matematica de representa-lo.

Seria interesse desenvolver um modelo de protedlise que conseguisse
capturar o impacto distinto da degradacédo sobre a desidratagdo do bicarbonato e
sobre a antideposigao, caso eles realmente apresentem distingao significativa.

Certamente, uma forma diferente de modelar as condi¢ées de contorno com
enzimas se faz necessario, ja que a abordagem de descontinuidade de fluxos nao
funcionou.

Para concluir, apesar dos estudos in silico serem uteis para reduzir o tempo
e dinheiro gastos com estudos experimentais, ficou claro neste trabalho que muitos
detalhes do comportamento dos fendmenos estdo ausentes, comprometendo a
modelagem. Neste caso, pareceu sensato fazer uma ultima sugestdo: avaliar a
relevancia da degradacdo proteolitica sobre a contribuicio da enzima
experimentalmente, assim seria possivel identificar quais fenbmenos precisam ser

modelados, e, possivelmente, fornecer dados para sua modelagem.
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APENDICE A - Discretizacdo das equagées e condicdes de contorno

O sistema de coordenadas usa a notagédo da Figura 31. O sobrescrito indica
posicdo em (N = North/Norte, S = South/Sul, W = West/Oeste, E = East/Leste, P =
ponto sendo calculado). O sobescrito indica a espécie (na Figura 31, a espécie é

genericamente representada por A)

Figura 31: Sistema de coordenadas usado na discretizacao.
-
2o

n TA}’

c CE
.V l«——»“’ 4

S +«—>
Ax
Ay

Fonte: Do autor, (2020).

PERFIS PARA HEMACIA E PLASMA

Para os perfis de concentragao no plasma e na hemacia, a representacao das
concentragbes usa o seguinte esquema: C;*, onde n é plasma (P) ou hemacia (R); e
m é a posi¢ao do volume (N, S, W, E, P) de acordo com o esquema da Figura 31. O
asterisco indica que o valor € o da iteracdo anterior (trata-se de um processo
iterativo por Gauss-Seidel). A auséncia do asterisco indica tratar-se do valor
atualmente sendo calculado. As letras minusculas indicam as interfaces entre

volumes de controle (n = north/norte, s = south/sul, w = west/oeste, e = east/leste).
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EQUACAO PARA O PERFIL DE CONCENTRACAO NO PLASMA, Eq. (51)
ck —ct”

ct —ck ck —ct
:Dlﬁe d P_.Bw PAleAy

3 2 3
Xw P e o
— [(0,5 + aw)cﬁj - (0,5 - CZW)CIE]} + SlinearizadoAxAy

(51)

EQUAGAO PARA O PERFIL DE CONCENTRAGAO NA HEMACIA, E1. (52)

2 3 2 3
xe xe xW xW R R
~6vm (Z "3z 2t 37) (05 +a)Cy = (05 —ao)C

- [(0:5 + aw)CVIR/ - (0’5 - aw)Cﬁ]} + SlinearizadoAxAy
(52)

TERMOS FONTES

Para os termos fontes, a representacdo das concentra¢gdes usa o seguinte
esquema: C}*, onde n é plasma (P) ou hemacia (R); e m é a substancia em questao
(CO,, HCO3, Oz, HbCO,, H*). O asterisco indica que o valor é o da iteragdo anterior
(trata-se de um processo iterativo por Gauss-Seidel). A auséncia do asterisco indica
tratar-se do valor atualmente sendo calculado. Nos termos fontes, todas as
concentragbes se referem a posicao P (concentragcdo no mesmo volume sendo

calculado).
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TERMO FONTE LINEARIZADO PARA O PERFIL DE CO, NO PLASMA, Eg.
(53)

co2plasma _ 1 Dcoz
Siinearizado = acoz[ N C ficos + o2 (Pég2 — Péo2) | +

chz p
oo (=kuacoz —=7)(Pcoz — Pi5,

(53)

TERMO FONTE LINEARIZADO PARA O PERFIL DE HCO3; NO PLASMA,
Eq. (54)

SHCO3plasma_ k PP* k CP* DHCO3 C CHCOB
linearizado — — \ ~Fu@co2Pco2 + - K CH HCO3 —yp \lHCcos T T o

k Px DIFIrCO3 )2 Px
+| - X —ch R (Chcos — Crcos)

(54)

TERMO FONTE LINEARIZADO PARA O PERFIL DE O2 NO PLASMA, Egq.

(55)
02 pl 1 6 % % 1 6 N
Siinearizado = ~ @60 o3 — PG P 60( o2 — P63 (55)
TERMO FONTE LINEARIZADO PARA O PERFIL DE H* NO PLASMA, Eq.
(56)
H plasma k
Slinearl’zado =—2,3035 [ k aCOZPCOZ +—= K C HCOB]

2 303 k, s
[ k acozpcoz +2— K CH HC03] (CH - )

(56)
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TERMO FONTE LINEARIZADO PARA O PERFIL DE CO, NA HEMACIA, Eq.
(57)

L. 1 k
C02 hemacia __ Rx* V ~R% - Rx*
Slinearizado = cat [—ku“cozpcoz + ?CH HCO3]
Xcoz

S* K S* K
ka@co2Pio2 (Cup — Cp*zbcoz)< LI (1 ) zr )

Acos 100K,, + CX* 100/ K,, + CE”
1 kg 1 D&,
— — Chipco2CRF — —= (P&, — PE;
®cor kc HbCO2%“H Aoz VR ( co2 c0o2

1
+ { cat[—kyacoz]
Xco2

1 I % c ) S* K,, +<1 S*) K,
ooy 2 C02\HD T BHbC02) \ 100 K1 CE 100/ K, + C&*

1 Dcog

R
Acoz V

R R*
} (PCOZ — I'co2

(57)

TERMO FONTE LINEARIZADO PARA O PERFIL DE HCOs” NA HEMACIA,
Eq. (58)

k Dicos Chcos
HCO3 hemacia __ Rx* UV ~Rx ~Rx Px
Slinearizado =~ = —cat [—ku“cozpcoz + X Ch HCOS] + VP Chcos ———

k % 1D11':ITCO3 *
+{—cat%CH TP (Cficos — Ciicos

(58)
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TERMO FONTE LINEARIZADO PARA O PERFIL DE H* NA HEMACIA, Eq.
(59)

SH hemacia
linearizado

R*

k
-2, 3033 cat | —ky,aco.PE;, +7"C§*C}5203]

R*

Cy « s* Kzo S* Kzr
+2,303 75 1,5k a%c02PEo2 (Cup — Ciinco2) | 7o -t (1 B )

B 100Kz, + CR 100/ Kz + CB*
23036R* sk ChincoasCE* +2303CH*06capi 1 ds”
pgHb ™ Hbcoz=H BHY 7100 Het 22,4 dt
( 2,303 ky oo )
BEb cat[ k acozpcoz+2 = Ch HCO3]
+<+230315k N A (e )<S* KZZO +(1—S*> Kir >>(CR
BHD co2\“Hp — “Hbco2) | 70 (Kzo+C1§*)2 100 (KZR+C5*)2 H
;2303 ka, cre 2303 cap 1 1 ds’
\ pHb 7 | “HPCOZEH T gHb Y100 Het 22,4 dt
— II_}*

(59)

TERMO FONTE LINEARIZADO PARA O PERFIL DE CARBAMATO
(HbCO2) NA HEMACIA, Eq. (60)

L . S* K S* K
SI.{bCOZ' hemacia =k PR* C _ C* Z0 + (1 _ ) ZR
linearizado a%co2 COZ( Hb HbCOZ) 100 K5, + CH* 100/ K,i + CH*
kq

Rx
-3, CHbCOZCH
ke

ST Ky S\ Ky k,
—kotcosPE: (1 - ) — 22 R (Cupcor — Ci
+{ a%co2Pco2 <100 Ko + CF° + 100/ Kpp + CE° K, A (Cubcoz — Chpcoz)

(60)
CONDIGOES DE CONTORNO
As concentracdes sobre os contornos estdo a uma distancia 0,5Ax ou 0,5Ay

do ponto P no centro do volume de controle adjacente ao contorno (conforme Figura

A1). Por isso na discretizagédo da difusado aparece 0,5 no denominador.
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CONDICAO DE CONTORNO PARA SITUACAO SEM ENZIMAS (x = L), Eq.
(61) a Eq. (64)

COZPLASMA

p p
(CCOZ|x=L_CCOZ,P)

P _ P €02 r9as
_DCOZ 0.5Ax - kmCOZ (CC02|x=L - kp C(;oz) (61)
- PLASMA
HCOs3
ch -ch
P HCO3 |- ~CHCO3,P
—Dycos J(C),SLAX =0 (62)
H* PLASMA
chl. _. -ck
pCHly=p7CHP _
0, PLASMA
P (C52|x=L_C52'P) _ 02 ~9as P
Do, T osAr kmOZ(kp Cop” — COle:L) (64)

CONDICAO DE CONTORNO PARA SITUACAO COM ENZIMAS (x = L), Eq.
(65) a (68)

Coz PLASMA :

(CCPOZ Ix:L - CCI:’OZ,P)
0,5Ax

Déo2 + kmcoz(kgozcgoﬂx:L - CCGOZ)

= —k Cérea CC["OZ - CII;CO?, Cﬁ/kl
catLENZ Ky + Cgoz — C}f,’cog Cﬁ/k1 e

L

(65)
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HCO3- PLASMA

p Chcosl o ~Chcosp
x=L L
—Dfc s heoslam Chicosr _ (66)

H+ PLASMA

P P
NP Chilyy=Chip

H 0,5Ax =0 (67)
02 PLASMA
pg, Coeliet=ar) _ corozcais _cp | (68)
02 osax T M TP 02 HOZIx=L

CONDICAO DE CONTORNO PARA SITUACAO COM ENZIMAS
ENCAPSULADAS (x = L), Eq. (69) a (72)

CO2 PLASMA .

p p
(Ccoz |lx=1 — CCOZ,P)

DLy, A + kmeosA (K§O2Choa| ., = CEo2)
cO2 co2 co2|,.— co2
0,5Ax p x=L
P ENC
— _pPoroy CCOZ|x=L — Ccoz
= co2 “poros I
poro
(69)
HCO3- PLASMA
cProsl._, —ck cP _CENC
_DP . gHCOsly=L"CHCO3P _ pporo 4 HCO3ly=1, ~“HCO3 (70)
HCO3 0,5A% HCO3”"poros Lporo
H+ PLASMA
P P P ENC
Chl,_,~Chp oro CHly=1 —CH
—DfA—EE—= = D% Ay oy ps ——— 71
H 0,5Ax H poros Lyporo ( )
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PLASMA
0O, P

(ng |x=L_ng,P)

Doz 0,50x = ki (k3?Co;" = Chalx=1) (72)

CONDICAO DE CONTORNO PARA x = 0 (i = CO,, O,, HCO3, H*), Eq. (73)
e (74)

1D:
cfl._,=ClE=0 (73)
2D :

(Cfp_cip|x=0)

0,5Ax

=0 (74)

CONDICAO DE CONTORNO PARA y = 0 (i = CO,, O, HCO3, H* e j = R ou
P), Eq. (75)

c/l,,=clt=0 (75)

CONDICAO DE CONTORNO PARA y = H (i = COy, Oy, HCO3, H e j =R
ou P)

J J

0,5Ax
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APENDICE B - Aplicagdo do método das solugées manufaturadas

BREVE ESCLARECIMENTO SOBRE O METODO

Comparar a solugdo numérica de uma equacdao com a solugdo analitica é
uma forma de verificar se o cédigo esta funcionando adequadamente. Esse
processo nao verifica se 0 modelo adotado representa adequadamente o fenémeno,
apenas verifica se o cddigo resolve as equagdes corretamente.

Algumas equacgdes sdo complexas demais para obter uma solu¢ao analitica
com a qual comparar. As equacgdes poderiam ser simplificadas até que uma solugao
analitica fosse viavel, mas desta forma nao € possivel verificar as equagdes
completas em um unico teste.

O método das solugdes manufaturadas permite fazer isso, pois o sistema de
equacgdes completo € manipulado para que a solugao proposta seja aceita. Desta
forma, uma unica verificagdo vale para todas as equagdes simultaneamente e sem
necessidade de simplificagdes. Esse novo conjunto de equagdes (apds a
manipulagéo) é solucionado numericamente e comparado com a solugao proposta.

As referéncias citadas no texto principal, e.g., ROACHE (2019), podem ser
consultadas para mais informagdes. Aqui um breve exemplo sera dado para
compreensao do método, seguido pelas solugbes propostas para a verificagdo das

equacodes usadas neste trabalho.

EXEMPLO SIMPLES

Suponha que a equagdo x +log,o(2x) =6 precise ser resolvida
numericamente. Resolvendo iterativamente com auxilio de uma calculadora x**1 =
6 —log;o(2x*) usando x° =1 obtém-se que a solugdo é x =5. Ao resolver
numericamente no computador, se a solugdo for x =5, o método numeérico foi
implementado corretamente. Supondo que a solugcdo nao pudesse ser facilmente
encontrada para a comparacao, o método das solu¢gdes manufaturadas poderia ser
aplicado como descrito a seguir.
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Primeiro, uma solucéo precisa ser proposta. Aqui x™* = 88 sera adotado
para mostrar que a solugéo proposta nao precisa ser um palpite baseado na solugao
real (Que pode ser desconhecida).

A equacdo precisa ser manipulada para aceitar a solugdo proposta. Para
isso, um termo extra é adicionado. No caso de fendbmenos de transporte, esse termo
deve ser tratado como um termo fonte extra. A equagdo com o termo extra se torna
x + log;0(2x) = 6 + QM*™f  Agora a solugédo proposta (x™*™ = 88) é aplicada na
equacéao é o termo fonte é calculado, obtendo-se Q™M™ = 8425,

A nova equagdo x +log;,(2x) = 6 + 84,25 admite x = x™*" = 88 como
solugdo. Resolvendo numericamente, a equacédo deve gerar x = 88, validando a
implementagdo. Apds isso, € necessario lembrar que a equagao a ser resolvida &
aquela que ndo contém Q™™ Percebe-se que durante a verificagdo com o método
chega-se a uma resposta (x = 88) que nao tem relagdo com a solucao de interesse
(x = 5), mas isso € normal, pois a verificagdo avalia se as operagdes matematicas
estdo corretas e ndo se a solugdo proposta tem significado para o problema em
questdo. Roache (2019) conta com orientagbes sobre os cuidados ao propor a
solugdo. Vale ressaltar que a solugdo poderia ser uma fungédo (e.g., perfil de
temperatura ou concentracdo) e ndo uma constante, sendo necessario propor

fungdes como solugao.
SOLUGOES PROPOSTAS — MODELO UNIDIMENSIONAL
O sobrescrito ° indica tratar-se do valor inicial dado na Tabela 2.
SOLUCAO PROPOSTA PARA PE,,, Eq. (77)
PEme™S — _1000x2t + P55 (77)
SOLUCAO PROPOSTA PARA P&,,, Eq. (78)

Rmanuf __ 4 R,0
Feoz - _%t'i'Pcoz (78)



SOLUGCAO PROPOSTA PARA PE,, Eq. (79)
PP — (500x2 + x)t + PL,°

SOLUGAO PROPOSTA PARA PE,, Eq. (80)
LS _ &t 4 pls

SOLUGCAO PROPOSTA PARA Cfco3, Eq. (81)
chmems = (x2 — 2Lx)t + Ch2),

SOLUGCAO PROPOSTA PARA CEc03, Eq. (82)
cRmamil — _0,0001t + CX2 .

SOLUGAO PROPOSTA PARA Cf, Eq. (83)
CHM™Y = (1 x 10762 — 2 X 1076Lx)t + C}°

SOLUGAO PROPOSTA PARA CE, Eq. (84)
chmam = 1 x 10710t + cRo

SOLUGAO PROPOSTA PARA Cypcoz, EQ. (85)
Cremt = 1 x 1075t + Cpco2

SOLUGAO PROPOSTA PARA S, Eq. (86)

smanuf — (1000x2 + 2x)t + S°
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SOLUCAO PROPOSTA PARA 4, Eq. (87)
gmantS = xt + 9° (87)
SOLUCAO PROPOSTA PARA r, Eq. (88)
rmanif — (10x2? — 20Lx) + r° (88)
SOLUCAO PROPOSTA PARA 6, Eq. (89)
smantf = (1000x2 + x)t + x° (89)
SOLUGOES PROPOSTAS — MODELO BIDIMENSIONAL
O sobrescrito ° indica tratar-se do valor inicial dado na Tabela 2.

SOLUCAO PROPOSTA PARA PZ,,, Eq. (90)

PCI')éTZY'Lanuf — 700X2(500y2 _ 1000Hy)t + (ex — X)(l X 10_49(2 —2 X 10_4y)t +
Fo) &)

SOLUCAO PROPOSTA PARA PR, Eq. (91)
PRmamS — 1 x 107*(500y2 — 1000y)t + PX9 (91)
SOLUCAO PROPOSTA PARA PE,, Eq. (92)

P = 700x%(~500y2 + 1000HY)t + (e* — x)(—1 x 10™*y? + 2 x
10~*y)t + P3,° (©2)
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SOLUCAO PROPOSTA PARA P, Eq. (93)

PR — 1 % 107*(=500y2 + 1000y)t + PX° (93)
SOLUCAO PROPOSTA PARA CE.s, Eq. (94)

Crioa™ = x2(500y% — 1000Hy)t + (e* — x)(1 x 1075y% — 2 x 1075y)t +
Ciicos (94)

SOLUGAO PROPOSTA PARA CE.,s, Eq. (95)
cRmamul — 1 x 1077(500y2 — 1000y)t + CX2 . (95)
SOLUGCAO PROPOSTA PARA C£, Eq. (96)

CiM™ = x2(1x 10732 — 2 X 103Hy)t + (¥ — x)(1 X 1071092 — 2 x
1070yt + ¢5° (96)

SOLUCAO PROPOSTA PARA CE, Eq. (97)
chmamtS — 1 x 1077(1 x 1073y% — 2 x 1073y)t + CX° (97)
SOLUCAO PROPOSTA PARA Cypco2, EQ. (98)

cremt = 2 x 1077 (60y% — 1209)t + Cucoz (98)
SOLUCAO PROPOSTA PARA S, Eq. (99)

smanuf = 1 x 10~*(—500y2 + 1000y)¢t + S° (99)
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SOLUCAO PROPOSTA PARA 6, Eq. (100)

gmanuf = 20xyt + 9° (100)
SOLUCAO PROPOSTA PARA r, Eq. (101)

rmanuf — x2(1500y2 _ 3000y)t + (ex _ X)(l X 10—4y2 —2X 10_4y)t +r°
(101)

SOLUCAO PROPOSTA PARA 6, Eq. (102)

smanif = 700x2(—500y% + 1000y)t + (e* —x)(—1 X 107 *y? + 2 x
10~ *y)t + 6°
(102)

SOLUGAO PROPOSTA PARA v, (x) , Eq. (103)

Foi proposto o perfil newtoniano desenvolvido em Metodologia.

S sy (103)

L L2
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