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RESUMO

As doencas auto-imunes sdo disttrbios em que o sistema imunolégico reage contra
células ou componentes teciduais do proprio organismo com incidéncia de
aproximadamente 10% da populacdo brasileira. Normalmente, o tratamento das
doengas auto-imunes sistémicas é feito com a administracdo de medicamentos que
estabilizam a doenca, mas expdem o individuo aos seus efeitos colaterais. Terapias
alternativas tém sido propostas, dentre elas, a terapia de adsorgdo seletiva de auto-
anticorpos. Nesse tratamento, o plasma do paciente é adicionado a coluna
contendo um ligante imobilizado com objetivo de remocdo de auto-anticorpos e
retorno ao paciente das proteinas ndo adsorvidas. Este trabalho investigou o
emprego do gel agarose-proteina L como adsorvente para remocdo de auto-
anticorpos. A fim de se determinar as melhores condi¢Ses de adsorcdo de IgG neste
suporte, testou-se cinco sistemas tamponantes. A maior adsor¢io de proteina foi
obtida em presenca de tamp@o Hepes. Além deste tampdo e em decorréncia de
suas propriedades préximas as fisioldgicas, empregamos PBS. A seletividade do
suporte em adsorver imunoglobulinas G, M e A foi analisada através de ensaios
cromatograficos a partir do soro humano sadio, nos quais a identificacio das
proteinas retidas e ndo retidas pelo adsorvente foi realizada por meio de
eletroforese SDS-PAGE e nefelometria. A partir de isotermas de adsorcio,
determinou-se a capacidade do adsorvente (4,3 mg IgG/mL gel) e a constante de
dissociacdo do complexo IgG-proteina L (2,8 x 10 -7 M), parametros importantes
para ampliacdo de escala. Investigou-se a retengdo e a adsorgédo in vitro dos auto-
anticorpos, anti-S5-A/Ro, anti-55-B/La, anti-Sm e anti-dsDNA em gel agarose-
proteina L. Os resultados obtidos mostraram que o suporte de afinidade apresenta

maior porcentagem de remogédo de anti-Sm (88%) e anti-dsDNA (87%).

Palavras-chave: Proteina L, Aufo-anticorpos, Imunoadsorcio, Afinidade, Tratamento

extracorporeo.
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ABSTRACT

The autoimmune diseases are disturbances in which the immune system produces
potentially destructive antibodies against cells or tissue components of the human
body. These diseases affect about 10% of the Brazilian population. The usual
treatment is accomplished with drugs which stabilize the disease, although
exposing the patient to side effects. Alternative therapies have been proposed, for
example the selective adsorption of autoantibodies. In this treatment, the patient’s
plasma is passed through an adsorber equipment which contends immobilized
ligands that remove the autoantibodies; the non-retained proteins return to the
patient. This work investigated the removal of autoantibodies employing protein
L-agarose as the adsorbent. In order to determine the better conditions of
adsorption of IgG on this matrix, five buffer systems were tested. The higher
protein adsorption was found in the presence of the buffer Hepes. Besides, PBS
was also selected due to its physiological property. The selectivity of the matrix
relative to the immunoglobulins G, M and A was analysed through
chromatographic assays starting of healthy human serum. The identification and
quantification of the retained and non-retained proteins were accomplished by
means of the SDS-PAGE electrophoresis and nefelometry, respectively. The
adsorbent capacity and the dissociation constant of the complex IgG-protein L.
were determined from adsorption isotherms. The in vitro retention and adsorption
of autoantibodies anti-Ro/SS-A, anti-La/S5-B, anti-Sm and anti-dsDNA in protein
L-agarose gel were also measured. The results indicated that the affinity matrix
presents higher adsorption capacity for anti-Sm and anti-dsDNA than for the other

two autoantibodies studied.

Keywords: Protein L, Autoantibodies, Immunoadsorption, Affinity, Extracorporeal

treatment.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

As doengas auto-imunes sdo distrbios em que o sistema imunolégico
reage contra as células ou componentes teciduais do préprio individuo. No Brasil,
aproximadamente 10% da populagdo é acometida por alguma doenga auto-imune
que pode levar a incapacidade fisica. Tem-se demonstrado que aproximadamente
metade dos pacientes do sexo masculino com artrite reumatoide esta
desempregada por causa de incapacidade fisica. O diabetes do tipo I, outro tipo
bastante comum de doenc¢a auto-imune, é a causa principal de deficiéncia renal
final nos pacientes, com custos elevadissimos aos programas de satide, decorrentes

dos procedimentos de dialise de longa duracdo (FERREIRA & AVILA, 1996).

Normalmente, as doencas auto-imunes sistémicas sdo tratadas com a
administracio de medicamentos como corticosterdides e imunossupressores, que
podem estabilizar a doenca, mas ndo cura-la. Além da nédo eliminacdo da doenga,
um outro inconveniente destes tratamentos é a administracdo prolongada dessas
drogas, expondo o individuo aos seus efeitos colaterais, entre eles a deficiéncia de
resposta imune (FUDENBERG ef al., 1980). Dessa forma, torna-se essencial o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas, visando aumentar a eficacia e

reduzir os efeitos colaterais das drogas.

Nessa tentativa, métodos alternativos tém sido investigados tanto
experimentalmente em laboratério, quanto na clinica para tratar a fase aguda da
doenca, os quais removem do organismo auto-anticorpos através do tratamento
extracorpéreo do sangue do paciente, seja por troca do plasma ou por eliminacéo
seletiva do auto-anticorpo (MALCHESKY et al., 1993).

A plasmaferese convencional ou a troca de plasma tem sido muito
praticada em uso clinico, porém alguns componentes do plasma do doador podem

ser a causa de alergias, hipocalcemias, infec¢des virais e outras complicagdes ao



paciente. Esses problemas tém levado a estudos intensos nesta area e os trabalhos
conjuntos entre pesquisadores e médicos tém mostrado a potencialidade da terapia
de adsorcdo seletiva de auto-anticorpos como adjuvante a administracdo de drogas
imunossupressoras (YAMAZAKI et al., 1989; IKONOMOV ¢t al.,, 1992; BERTA et
al., 1994; WIESENHUTTER et al., 1994; GADDIS et al., 1997). A vantagem dos
métodos de adsorcdo seletiva consiste na remocdo exclusiva da substincia
causadora dos sintomas da doenca, através da interacdo especifica entre o ligante
imobilizado em uma matriz sélida e a proteina patogénica, possibilitando uma
maior eficiéncia no tratamento, sem a necessidade de administracao de fluidos de
reposicio ao paciente (albumina ou plasma de individuos sadios).

Entre os ligantes mais utilizados in vivo estio a proteina A e os
aminodcidos fenilalanina e triptofano. No entanto, esses ligantes apresentam varias
desvantagens, tais como a ndo adsorcdo da subclasse IgGs pela proteina A, a
adsorcdo de fibrinogénio pelo triptofano, tornando seu uso limitado, e a menor
adsor¢do de auto-anticorpos pela fenilalanina quando comparada aos outros
ligantes citados (SCHNEIDER, 1998). Um outro ligante ainda em estudo, que
mostrou a possibilidade de seu emprego no tratamento extracorpéreo é o
aminoacido histidina imobilizado em membranas de alcool poli etileno vinilico
(BUENO et al., 1995a, 1995b, 1996; VENTURA, 1999; VENTURA et al., 2000,
VENTURA et al., 2001). Apesar das vantagens desse ligante em relagdo a proteina
A (alta capacidade, baixa toxicidade em caso de desprendimento do ligante do
suporte e afinidade pela subclasse IgG: humana), estudos de seletividade,
hemocompatibilidade e ensaios ex vivo devem ser realizados para comprovar a
viabilidade do seu emprego em tratamento extracorpéreo.

Estudos recentes tém mostrado o potencial de utilizacdo de um outro
ligante, a proteina L, na purificacdo de imunoglobulinas e seus fragmentos Fv e
Fab (NILSON et al., 1992, NILSON et al., 1993; AKERSTROM et al., 1994; KOUKI et
al., 1997). Este ligante, possui alta afinidade pela cadeia leve do tipo kappa das
imunoglobulinas, ligando-se a IgG, IgM e IgA (BJORCK, 1988), apresentando

portanto, um diferencial em relagdo a protefna A, a qual se liga com baixa



afinidade as classes M e A das imunoglobulinas. Uma vez que os auto-anticorpos
sd0 em sua maioria imunoglobulinas G, M e A (FERREIRA & AVILA, 1996) e que
alguns podem apresentar cadeia leve do tipo kappa (VON LANDENBERG et al.,
1999), a proteina L é um ligante em potencial, cuja seletividade em relagido a auto-
anticorpos anti-S5-A/Ro, anti-55-B/La, anti-Sm e anti-dsDNA, ainda ndo foi
determinada: o emprego da proteina L. como ligante em tratamento extracorpéreo
ndo foi encontrado na literatura.

Diante destas observagdes, o estudo da proteina L na remocio de auto-
anticorpos, torna-se importante na busca de um sistema altamente seletivo que
minimize a remocdo indevida de constituintes ndo patogénicos do organismo do

paciente.

O objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro a adsorgdo de auto-anticorpos
e de imunoglobulinas (G, A e M) em gel agarose-proteina L. Para que este objetivo

pudesse ser atingido, realizou-se as seguintes etapas:

1 - Selecdo de um tampéo apropriado a ser utilizado na etapa de adsorcio
de IgG. Escolheu-se dentre os tampdes PBS, Fosfato de sodio, Tris-HCI, Hepes e
Mops, aquele que promoveu maior capacidade de adsor¢do de IgG humana no gel
agarose-proteina L em pH proximo a 7,4, que foi o tampao Hepes. Além desse,
escolheu-se também o PBS para dar continuidade as proximas etapas do trabalho,
devido as suas propriedades mais fisiolégicas quando comparadas as dos outros

tampoOes.

2 - Determinacdo de isotermas de adsorcdo de IgG a temperatura ambiente,
que permitiu obter através do ajuste de parametros aos dados experimentais, a
constante de dissociacdo do complexo IgG-proteina L e a capacidade mdaxima de
adsorcido (parametros importantes para ampliacdo de escala). Estes ensaios foram
conduzidos em modo frontal, com solucdo de I1gG (pureza de aproximadamente

95%) em diversas concentractes e tamp0Oes de adsorcdo PBS e Hepes.



3 - Verificagdo da seletividade da matriz de afinidade em adsorver IgG,
IgA e IgM em presenca de outras proteinas presentes no soro. Nestes experimentos

utilizou-se soro humano de individuos sadios (sem pré-tratamento).

4 - Investigacdo da seletividade do suporte em relagdo & remogdo e
adsorcdo de auto-anticorpos, empregando “pools” de amostras séricas contendo

auto-anticorpos.

5 - Comparacado do desempenho do suporte de afinidade agarose-proteina
L com dados de literatura de outros adsorventes utilizados para remogdo de auto-

anticorpos.



CAPI{TULO 2

REVISAQO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sdo abordados conhecimentos bésicos e relevantes para a
compreensao desse trabalho. A reviséo da literatura é dividida em quatro tépicos:
doencas auto-imunes, auto-anticorpos, tratamento das doencas auto-imunes e

modelos de isotermas.

2.1 DOENCAS AUTO-IMUNES

O sistema imune ¢ constituido por vasta rede de moléculas e células, cuja
fungéo priméria € proteger o organismo contra a invasdo de agentes estranhos. Em
resposta a esta invasio, moléculas de anticorpos sdo sintetizadas e secretadas pelas
células plasmaticas (derivadas dos linfécitos B) e se associam néo covalentemente
com a substancia estranha, iniciando um processo de eliminacio da mesma do

organismo (STRYER, 1995).

Entretanto, distirbios podem ocorrer e desencadear processos auto-
imunes, nos quais sdo produzidos anticorpos capazes de reagir com componentes
proprios do individuo (ROITT ef al., 1999), os auto-anticorpos. Evidéncias atuais
confirmam que estas reacOes auto-imunes sdo a causa de certas enfermidades

humanas, conhecidas como doengas auto-imunes (COTRAN, 2000).

As doengas auto-imunes formam especiro (Figura 2.1) onde, em um dos
extremos, estdo os distarbios cujos auto-anticorpos sdo dirigidos contra um dnico
orgédo ou tecido, gerando portanto lesdo tecidual localizada (6rgdo-especificas). Um
exemplo classico é o diabetes mellitus insulina-dependente, no qual os anticorpos

apresentam maior grau de afinidade para as células p das ilhotas pancredticas. No



outro extremo do espectro estd o lupus eritematoso sistémico (LES), no qual uma
variedade de anticorpos dirigidos contra 0 DNA, plaquetas, hemacias e complexos
proteina-fosfolipidio, resultam em lesdes difusas em todo o corpo (6rgdo

inespecificas ou sistémicas) (COTRAN, 2000).

Orgio-especificas
4 .
Diabetes mellitus insulina-dependente
Sindrome de Goodpasture
Miastenia grave
Esclerose mdltipla
Pirpura trombocitopénica idiopética
Sindrome de Sjiigren
Arftrite reumatéide
Lapus eritematoso sistémico (LES)

4

Orgao-inespecificas

Figura 2.1: Espectro de algumas doengas auto-imunes {adaptado de ROITT ef al., 1999).

Para uma maior compreensao das doencas auto-imunes € necessario um
estudo mais detalhado sobre os agentes responsaveis pelo seu desencadeamento,

0s auto-anticorpos.

2.2 AUTO-ANTICORPOS

Os anticorpos e auto-anticorpos s8o imunoglobulinas, ou seja,
glicoproteinas constituidas de 82 a 96% de proteinas e 18 a 4% de carboidratos.
Basicamente, cada molécula de imunoglobulina é composta de duas cadeias
pesadas idénticas (H) e duas cadeias leves idénticas (L), unidas por ligacBes
dissulfeto (Figura 2.2). As cadeias pesadas tém uma massa molecular de 50 a 70
kDa e sdo estruturalmente distintas para cada classe ou subclasse, enquanto que as
cadeias leves possuem uma massa molecular em torno de 23 kDa e sdo comuns a

todas as classes (ROITT et al., 1999). O terminal amino (porcdo N terminal) &



caracterizado por uma composicdo de aminoacidos altamente varidvel nas cadeias
leve e pesada, que sdo referidas como Vy e VL. A parte constante da cadeia leve é
chamada C e a regido constante da cadeia pesada ¢ dividida em trés partes Cyy,
Ciz, Cps. Funcionalmente, as regides V éstﬁo envolvidas na ligagdo com os
antigenos e as regides C estdo envolvidas em diferentes atividades biologicas, tais
como ligagio a complemento, passagem placentiria e ligagio a membranas

celulares (VLUG & REMORTEL, 1989).

#————— (Cadeia Leve

=~ (adeia Pesada

Kegido Flex{vel

C terminal N terminal

Figura 2.2: Estrutura bdsica de uma molécula de imunoglobulina. C: regido constante; V: regido
variavel; L: cadeia leve; H: cadeia pesada (adaptado de VLUG & REMORTEL, 1989).

O tratamento das imunoglobulinas com a enzima proteolitica papaina,
resulta na clivagem de sua molécula na regido flexivel obtendo-se como produto
trés fragmentos. Dois idénticos, denominados Fab, ligam-se ao antigeno com
afinidade semelhante & encontrada para a molécula intacta (DEVLIN, 1997). O
outro fragmento denominado Fc é o local de ligagdo de complementos e receptores
e varia conforme a classe de Ig (VLUG & REMORTEL, 1989). As cadeias leves, que
fazem parte da regido Fab, podem ser do tipo kappa (x) ou lambda (A)
(aproximadamente 70% das imunoglobulinas humanas apresentam cadeia «)

(MURPHY et al., 1996).



As classes e subclasses de uma molécula de imunoglobulina sdo
determinadas por suas cadeias pesadas. As estruturas dessas cadeias diferem-se na
seqiiéncia de aminoéacidos, no comprimento das cadeias, nas cargas elétricas e no
contetido de carboidratos. Sdo conhecidas cinco classes, com diferentes fungdes

biolégicas (ROITT et al., 1999):

1gG: contribui para 70 a 75% do total de imunoglobulinas, normalmente
produzida nos Gltimos estagios da resposta imune (massa molecular em torno de

150 kDa);

IgM: contribui para aproximadamente 10% do total de imunoglobulinas e

atua no inicio da resposta imune (massa molecular préxima de 900 kDa);

IgA: representa entre 15 a 20% do total de imunoglobulinas e atua no
sistema de defesa do organismo contra infeccdes locais (massa molecular de 160

kDa);

IgD: perfaz menos de 1% do total de imunoglobulinas plasmaticas. Pode
ter um papel na diferenciacio dos linfécitos desafiados por antigenos (massa

molecular proxima de 180 kDa);

IgE: presente em quantidades infimas no soro, pode estar associada a

reacOes alérgicas (massa molecular de 190 kDa);

IgG é encontrada em seres humanos em quatro subclasses (IgG1, IgGa, IgGs

e IgGy) e IgA em duas subclasses (IgA; e IgA») (VLUG & REMORTEL, 1989).

Os auto-anticorpos produzidos durante a resposta imune pertencem,
principalmente, as classes de imunoglobulinas G, M e A (FERREIRA & AVILA,
1996) e alguns pesquisadores tém identificado a predominéncia das subclasses

IgGs e 1gGs nas doengas auto-imunes sistémicas (MARAN ef al., 1997).

O individuo acometido por alguma doenca auto-imune possui em seu soro
um ou mais tipos de auto-anticorpos. Serdo descritos a seguir, alguns dos auto-
anticorpos presentes nos “pools” de soros do banco de soros do Laboratério de

Imunologia Clinica e Alergia da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP:



Anticorpos anti-DNA: os anticorpos anti-DNA s8o duas populacdes de auto-
anticorpos: uma dirigida contra o DNA de dupla cadeia (dsDNA) ou DNA nativoe
outra contra 0 DNA de cadeia tinica {ssDNA). O anti-dsDNA é o tnico auto-
anticorpo claramente implicado na patogénese de LES com formacgio de
imunocomplexos, deposicdo renal e inflamagdo local. Dentre os pacientes com LES
em atividade, 70% sdo positivos para anti-dsDNA (FERREIRA & AVILA, 1996).

Anticorpos anti-Sm: o alvo dos anticorpos anti-Sm € o antigeno Sm que é um
complexo constituido por diferentes proteinas associadas a pequenos RNAs
nucleares. Esse auto-anticorpo estd presente quase que exclusivamente em
pacientes com LES, embora sua frequéncia nessa doenca seja de apenas 15 a 30%
(LAHITA, 1992).

Anticorpos anti-55-A/Ro e anti-SS-B/La: ha duas classes de auto-anticorpos
anti-nucleares presentes em pacientes com LES que também estdo relacionadas a
auto-anticorpos anti-nucleares presentes em pacientes com sindrome de Sjogren.
Os dois antigenos foram chamados SS-A e 55-B por Alspaugh e Tan, por terem
precipitado com o soro de pacientes com sindrome de 5jogren. Outro grupo de
investigadores detectou que S5-A era idéntico ao Ro, descrito em 1974 por Mattioli
e Reichilin e foi mostrado que S5-B era idéntico ao La (LAHITA, 1992).

O antigeno SS-A/Ro tem sido descrito como uma proteina de 60 kDa que
pode estar associada com o RNA, variando de 80 a 150 kDa. Os anticorpos anti-S5-
A/Ro ocorrem em 96% dos pacientes com sindrome de Sjogren, 5 a 8% dos
pacientes com doencas do tecido conectivo e 62% dos pacientes com LES. Os
anticorpos anti-S5-B/La ocorrem em 40% dos pacientes com sindrome de Sjégren e

em 15% dos pacientes com LES (LAHITA, 1992).

2.3 TRATAMENTO DAS DOENCAS AUTO-IMUNES

O tratamento convencional das doengas auto-imunes sistémicas ¢ feito

através da administracio de medicamentos principalmente corticosterdides e
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imunossupressores (ROITT et 4l, 1999). Entretanto, o risco da utilizacdo
prolongada dessas drogas esta nos efeitos colaterais que essas podem provocar,
tais como depressdo da medula Ossea, disttrbios gastrintestinais e esterilidade em
homens e mulheres (FUDENBERG et al., 1980), além de poderem causar
predisposicdo ao cancer. Esse tratamento controla mas ndo elimina a doenga.
Devido a esses inconvenientes, esses medicamentos sdo geralmente administrados
nas formas mais graves e evoluidas da doenca (REVILLARD, 1994).

Para tratar a fase aguda da doenga, existem dois métodos alternativos para
a remogido dos auto-anticorpos do organismo, a partir de um tratamento
extracorporeo do sangue do paciente: a troca de plasma ou a remocao seletiva do
auto-anticorpo (MALCHESKY et al., 1993).

Durante a troca de plasma (plasmaferese), todo o plasma do paciente é
substituido pelo plasma de um individuo sadio. Através dessa técnica, os
ativadores e mediadores auto-imunes, que sio os antigenos, anticorpos e
complexos imunes, sdo removidos da circulacdo sanguinea (MALCHESKY ef al.,
1993), sendo considerado um método ndo-seletivo e ndo-especifico (RICHTER ef
al., 1997). Como o plasma é totalmente substituido pelo plasma do doador,
proteinas estranhas s3o transferidas ao paciente, podendo causar alergias,
infecgOes virais como hepatite, AIDS, entre outras complicagdes (MALCHESKY et
al., 1993).

Na remocdo seletiva do auto-anticorpo do plasma, apenas a proteina de
interesse (auto-anticorpo) é eliminada e assim o restante das protefnas do sangue é
retornado ao paciente sem qualquer modificacio, evitando a perda dos

componentes essenciais do plasma e eliminando a necessidade de sua reposicdo.
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Principio do tratamento extracorporeo por adsorcio seletiva de auto-anticorpo

Através da circulagdo extracorpérea, o sangue é retirado do paciente e em
seguida, filtrado ou centrifugado para que ocorra a separagdo entre as células
sanguineas e o plasma. As células retornam imediatamente ao paciente e o plasma
é posteriormente tratado através de adsorcdo seletiva em colunas contendo
ligantes de afinidade imobilizados. A proteina de interesse é adsorvida no ligante,
enquanto que as moléculas ndo adsorvidas retornam ao paciente, conforme

esquematizado na Figura 2.3.

Separador de
plasma

Remogio de
auto-anticorpos

\\ %g Células san.eas
§

-~

Plasma

Figura 2.3: Principio do {ratamento extracorpdéreo por adsorcdo seletiva de auto-anticorpo
{adaptado de VENTURA, 1999).

Os requisitos para o desenvolvimento de adsorventes de afinidade visando
a aplicacio em tratamento extracorpéreo, devem levar em consideragdo o
equilibrio biologico do plasma, um fluido altamente complexo. O suporte ou
membrana selecionados, além de possuirem uma alta capacidade e seletividade
pela proteina de interesse, devem ser biocompativeis. O contato da superficie do

adsorvente com o plasma, ndo pode ativar a cascata de coagulagdo ou o sistema
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complemento, nem contribuir para a geracdo de atividade proteolitica de enzimas
dos sistemas inflamatério e hemostatico, Isso é essencial para evitar os possiveis
efeitos colaterais provocados pelo plasma tratado retornado ao paciente. Além
disso, o sistema de adsorgdo deve apresentar uma alta estabilidade para evitar a
perda indesejavel do ligante, um fendmeno critico quando o tratamento é feito em
pacientes com um sistema hemostitico desequilibrado. O sistema de afinidade
também deve ser resistente aos procedimentos de higiene e limpeza, para que a
reutilizagdo do mesmo ndo seja comprometida. Portanto, embora o principio de
bioafinidade seja muito atrativo, o desenvolvimento de sistemas de afinidade deve
levar em consideragdo a especificidade do ligante, a toxicidade, o possivel
desprendimento da matriz e o custo, buscando maximizar a pureza, o rendimento
e a economia (BURNOUF ef 4l., 1998).

Dois tipos de ligantes de afinidade sdo empregados nos processos de
adsorgdo seletiva: os bioespecificos e os pseudobioespecificos (BURNOUF et al.,
1998). Os ligantes pseudobiocespecificos, tais como, os aminoacidos fenilalanina,
triptofano e histidina sdo estiveis e de baixo custo, entretanto apresentam uma
especificidade menor do que os bioespecificos. Estes altimos, geralmente sdo
macromoléculas biologicas como anticorpos monoclonais, DNA, proteina A e
proteina G, com alta especificidade pela molécula de interesse. No entanto, sdo
frageis e tOxicos no caso de desprendimento da matriz.

Dentre os ligantes de afinidade empregados na remogdo seletiva de auto-
anticorpos do plasma humano, os mais utilizados clinicamente sdo o triptofano, a
fenilalanina e a proteina A (IKONOMOV et gl., 1992).

O aminoacido triptofano imobilizado em gel de dlcool polivinilico foi
utilizado na remogdo de auto-anticorpos em pacientes com miastenia grave
(YAMAZAKI et al., 1989) e o aminoacido fenilalanina, também imobilizado na
mesma matriz, foi utilizado no tratamento de pacientes com lupus eritematoso
sistémico (SCHNEIDER e¢f gl., 1990) e com esclerose maltipla (YAMAZAKI et al.,
1989). Em compara¢do com a fenilalanina, o triptofano apresenta uma afinidade

maior pelos anticorpos anti-acetilcolina e pela IgG, mas seu uso é limitado por
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adsorver fibrinogénio. Nenhuma dessas colunas é regeneravel, ndo podendo ser
reutilizadas em outras secdes extracorporeas (SCHNEIDER, 1998).

A proteina A secretada pela maioria das linhagens de bactérias
Staphylococcus aureus, possui alta afinidade pelas subclasses 1, 2 e 4 das
imunoglobulinas, ligando-se & regido Fc das mesmas. Também se liga com uma
menor afinidade ao fragmento F(ab’); da IgG humana, IgM, IgA e IgE (BOYLE &
REIS, 1987). Colunas com proteina A imobilizada foram aprovadas pela “Food and
Drug Administration” (EUA) para o uso na remocdo de auto-anticorpos do plasma
de pacientes com piirpura trombocitopénica idiopatica (GUTHRIE & ORAL, 1989;
MUROI ef al., 1989) e tém mostrado um resultado clinico favoravel (BALINT et al.,
1991; SNYDER et al., 1992).

A terapia de imunoadsor¢do com proteina A como ligante, também esta
sendo investigada na sindrome Guillain-Barré, lupus eritematoso sistémico e
miastenia grave (BALINT et al., 1995), apresentando situacbes clinicas favoraveis
em pacientes com LES (PALMER ef al., 1991) e se mosirando uma técnica eficaz em
miastenia grave (BERTA et al., 1994). Entretanto, o seu beneficio é questionavel,
uma vez que esta protefna apresenta problemas de toxicidade se desprendida da
matriz, podendo ocasionar sérios efeitos colaterais como vodmitos, febres,
hipertensdo, hipotensdo e dispnéia (ARBISER ef al., 1995). Além disso, a ndo
adsorcdo da subclasse IgGs; (LANGONE, 1982) resulta em wuma grande
desvantagem, uma vez que a maioria dos auto-anticorpos presentes em doencas
sistémicas sdo do tipo IgG; e IgGs (MARAN et al., 1997).

Um outro ligante bioespecifico que possui alta afinidade pela parte Fc de
imunoglobulinas, a proteina G (isolada das linhagens do grupo G Streptococcal),
interage com a subclasse IgGs; humana, a qual ndo adsorve em proteina A
(MANDARO et al., 1987). As classes IgM, IgA e IgD ndo adsorvem em proteina G,
indicando uma seletiva reatividade com IgG em coniraste com a proteina A
(BJORCK & KRONVALL, 1984; AKERSTROM et al., 1985; BOYLE & REIS, 1987).

BAROCCI & NOCERA (1993), compararam os suportes Sepharose-

proteina A e Sepharose-proteina G na remocéo in vitro de auto-anticorpos do tipo
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IgG, de amostras séricas de pacientes com insuficiéncia renal e a Sepharose-
proteina G mostrou-se mais eficiente. No entanto, este suporte ainda ndo foi
testado in vivo.

Um outro ligante que mostrou a possibilidade de seu emprego no
tratamento extracorpéreo, o aminodcido histidina, foi imobilizado em membranas
de alcool poli etileno vinilico - His-PEVA (BUENO ef al.,1995a, 1995b, 1996).
Estudos experimentais in vitro foram efetuados para avaliar a remocdo de
anticorpos anti-fosfolipides (DARNIGE et al.,, 1999), anti-dsDNA, anti-SS-A/Ro,
anfi-RNP, anti-Sm, anti-Sm/RNP e anti-cardiolipina (VENTURA, 1999; VENTURA
et al., 2000; VENTURA et 4l., 2001) a partir do soro de pacientes com doencas auto-
imunes, demonstrando que estes auto-anticorpos foram retidos em His-PEVA.
Apesar das vantagens desse ligante em relacéio a proteina A (alta capacidade, baixa
toxicidade em caso de desprendimento do ligante do suporte e afinidade pela
subclasse 3 de IgG humana), estudos de seletividade, hemocompatibilidade e
ensaios ex vipo ainda precisam ser realizados para comprovar a viabilidade do seu
emprego em tratamento extracorpoéreo.

Diante das vantagens e desvantagens desses adsorventes ja empregados no
tratamento extracorpéreo, torna-se necessario o estudo de novos ligantes de
afinidade que possam satisfazer as exigéncias e 0s requisitos para seu emprego na
terapia extracorpérea. Um ligante, que apresenta caracteristicas de adsorcado
peculiares, e que ja vem sendo estudado com a finalidade de purificagdo de
imunoglobulinas, mas ainda ndo foi investigado para aplicagdo em tratamento

extracorporeo € a proteina L.

Ligante de afinidade proteina L

A protefna L, isolada da bactéria Peptostreptococcus magnus, liga-se
especificamente a regido varidvel da cadeia leve de imunoglobulinas do tipo
kappa, sem interferir no sitio de ligac@o antigeno-anticorpo (NILSON et al., 1993).

Esta proteina foi identificada em 1985 por Myhre & Esntell e desde entdo, varios
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pesquisadores tém estudado o seu emprego como ligante em cromatografia de
afinidade visando a purificagdo de imunoglobulinas e seus fragmentos Fv e Fab
(MYHRE & ESNTELL, 1985; NILSON et al., 1993; AKERSTROM et al., 1994; KOUKI
et al., 1997).

Em trabalhos anteriores realizados pela equipe de Nilson, foi demonstrado
que a proteina L liga-se predominantemente a imunoglobulinas que apresentam
cadeias leves do tipo kappa (kI, kIII e kIV} (NILSON et 4l., 1992). Uma vez que no
soro humano aproximadamente 70% das imunoglobulinas apresentam cadeias
leves deste tipo, é possivel adsorver neste gel de afinidade, até 70% do total de
imunoglobulinas do soro ou do plasma humano em uma tnica etapa. Estudos
realizados com fragmentos Fv de IgG humana mostraram que estes sdo adsorvidos
em proteina L imobilizada em Sepharose, a baixos valores de forga idnica (tampdo
PBS, pH 7,4) com afinidade mais alta (Kg igual a 1,2 x 10-1¢ M) comparativamente a
proteina A (Kq4 igual a 1,3 x 109 M) (AKERSTROM et al., 1994). Estas proteinas
podem ser dessorvidas do gel agarose-proteina L com tampéo glicina-HCl a pH 3,0
(KOUKI et al., 1997) ou a pH 2,0 (NILSON et al, 1993), purificando-se
imunoglobulinas com alta eficiéncia mantendo a sua atividade antigénica.

BERRUEX et al. (2000) compararam o desempenho das proteinas A, Ge L
imobilizadas em discos de metacrilato, na adsorcédo de IgG bovina policlonal e IgG;
(kappa) recombinante. A proteina G se ligou a ambos os tipos de IgG com a mesma
capacidade, enquanto que a proteina A apresentou menor capacidade de adsorgdo
pela IgG bovina e a proteina L se ligou exclusivamente a IgG; recombinante,
indicando sua alta seletividade. Isotermas de adsorcdao foram obtidas em modo
dindmico, para a proteina L a vazdes de fluxo diferentes (4 e 6 mL/min), e
mostraram que a capacidade de adsorcdo foi apenas 20% maior para a menor
vazdo testada.

Os resultados obtidos pelos autores citados foram promissores, no entanto,
a afinidade das moléculas de imunoglobulinas pelo ligante proteina L ainda ndo
foi completamente elucidada e a especificidade em relagdo a auto-anticorpos e

subclasses ainda nao foi determinada.
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2.4 MODELOS DE ISOTERMAS

Para se comparar o desempenho de sistemas de afinidade, vérios
pardmetros devem ser considerados tais como, tipo da matriz de afinidade a ser
empregada, a estabilidade da ligagao matriz-ligante, a seletividade do suporte, a
capacidade méaxima de adsorcédo do sistema (Qm), bem como a constante cinética
de dissociacdo do complexo molécula de interesse-ligante imobilizado (Kg). Estes
dois tltimos pardmetros sdo de grande importincia e podem ser determinados
através de isotermas de adsorcdo. A seguir sdo apresentados dois modelos de

isotermas muito utilizados em sistemas de adsor¢io de proteinas.

Modelo de Langmuir

O modelo classico de Langmuir descreve o equilibrio de adsorcdo da
maioria dos sistemas de afinidade. Para a utilizacdo de sua equagio (Eq. 2.1},
assume-se as seguintes hipoteses: a adsorcdo é reversivel e limitada a uma camada,
a superficie interna do s6lido € homogénea e apresenta um ndmero finito de sitios
ativos, as moléculas adsorvidas ndo interagem entre si e ndo ha adsorgido

competitiva (SHARMA & AGARWAL, 2001):

__QuCy

- i 2.1
Kq+Cy @1

Q

onde Q é a quantidade de soluto adsorvido por massa ou volume de adsorvente
em equilibrio com a quantidade de soluto ndo adsorvido em solucgdc (mg/g ou
mg/mL), OQm € a quantidade maxima possivel de ser adsorvida, Cyq € a
concentracdo de soluto em equilibrio na solucdo (mg/mlL) e K4 é a constante de

dissociacao do complexo soluto-adsorvente (M).



17

Entretanto, em alguns sistemas, nem todas consideracdes sao satisfeitas
por causa da grande diferenca entre os mecanismos de adsor¢io de
macromoléculas e os mecanismos de adsorcdo de pequenas moléculas em
interfaces. Essas diferengas podem causar principalmente (a) adsorcao irreversivel,
provocada pela adsorgdo da proteina em mdltiplos sitios de ligagdo, (b) natureza
heterogénea da maioria das superficies solidas, e (3) cooperatividade {(LUQ &
ANDRADE, 1998).

Para estabelecer a validade da consideragdo de que sitios independentes
estdo presentes na superficie do adsorvente, vérias transformac¢des da Eq. 2.1
podem ser empregadas, dentre elas a curva de Scatchard (SHARMA &
AGARWAL, 2001):

C., K, K,

O perfil da curva de Q/Ceq em fungdo de Q pode indicar se ha
cooperatividade positiva (curva assint6tica ou curva cdncava) ou negativa
(curva convexa) no processo de adsorcdo da proteina ao ligante imobilizado, ou

se as protefnas adsorvidas ndo interagem entre si (curva linear).

Modelo de Langmuir-Freundlich

O modelo de Langmuir-Freundlich leva em consideracéo a
heterogeneidade das superficies (ANDRADE, 1985). A baixas concentracdes, a
equacdo se reduz ao modelo de Freundlich (Q = Kapm (Ceg)”) e para o caso de
superficies homogéneas, a equacao se reduz ao modelo de Langmuir (QUINONES
& GUIOCHON, 1998). O modelo de Langmuir-Freundlich é representado pela

seguinte equacao:



i8

oo Qm(LF) (Ceq F

- (2.3)
K4(LF) +(Ceq )n

onde Kqqp é a constante de dissociagdo aparente, Qunqr) é a capacidade méxima de

adsorcdo e n € o expoente de Langmuir-Freundlich.

Por apresentar trés pardmetros, esta equacio pode representar melhor a
natureza heterogénea da adsorgéo e as intera¢Oes cooperativas (cooperatividade)

(JAMES & DO, 1991; SHARMA & AGARWAL, 2001).

Para sitios independentes (sem interagdo entre si), o valor de n é igual a 1.
Quando n é maior que 1, uma cooperatividade positiva é sugerida, e quando o
valor de n esta entre 0 e 1, uma cooperatividade negativa é atribuida ao processo
de adsorcdo. O valor de n pode, portanto, ser empregado como um coeficiente
empirico, representando o tipo e a extensdo da cooperatividade presente nas

interacSes (SHARMA & AGARWAL, 2001).

Existem vdarios modelos de interacbes cooperativas, dentre eles, a adsorgido
cooperativa entre a proteina e a superficie do adsorvente e a adsorc¢do cooperativa
entre as proteinas adsorvidas, devido & interacao lateral quando a concentracdo de
proteina adsorvida no suporte aumenta. A interacdo lateral resulta da contribuigio
de forcas coulombianas e de van der Waals. A forca resultante pode ser repulsiva
ou atrativa. Na Figura 24, é apresentado o esquema de trés diferentes
conformacgdes de protefnas adsorvidas resultantes da interacio lateral enire as
proteinas adsorvidas e a interagdo entre a proteina adsorvida e o adsorvente. O

mecanismo do processo de mudanga conformacional das proteinas adsorvidas é

esquematizado na Figura 2.5.
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Figura 2.4: Representacio esquemadtica de trés diferentes estados de conformacio de proteinas
adsorvidas: (A) as forcas atrativas devido as interagbes laterais resultam no aumento do grau de
cooperatividade; (B) as forcas repulsivas devido as interacdes laterais resultam na diminuicio do
grau de cooperatividade; (C) a estrutura da proteina é rigida, ou as interacfes laterais sdo fracas,
nio apresentando mudancas significativas na conformagio da proteina {adaptado de LUO &
ANDRADE, 1998).
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Figura 2.5: Representac&o esquemadtica de um possivel mecanismo de mudanga conformacional de
proteinas adsorvidas: (A) F; e F2 sao forgas atrativas devido as interacSes laterais quando a
concentracio de proteinas adsorvidas na superficie do adsorvente aumenta; f; e f; sdo forgas
afrativas entre as cargas da proteina e da superficie do adsorvente. Neste caso, a mudanca
conformacional leva ao aumento do grau de cooperatividade. (B) F1” e F;” séo forcas repulsivas
devido as interaches laterais quando a concentracdo de proteinas adsorvidas na superficie do
adsorvente aumenta; f;“ e f,” sao forcas repulsivas entre as cargas da proteina e da superficie do
adsorvente. Neste caso, a mudanga conformacional leva 4 diminuicio do grau de cooperatividade

(adaptado de LUO & ANDRADE, 1998).
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1. Adsorvente

A matriz de afinidade utilizada, agarose-proteina L, foi adquirida da
Sigma (EUA). De acordo com o fabricante, esta matriz é constituida de gel de
agarose reticulada com epicloridrina (4% agarose) e ativada com brometo de
cianogénio. Ainda segundo o fabricante, um fragmento do gene
peptostreptococcal contendo quatro dominios de ligagdo com imunoglobulinas foi
expressado em Escherichia coli e o peptideo obtido, proteina L, com massa
molecular de 36 kDa, foi purificado como descrito por KASTERN et al., 1992. Ap6s
purificacdo, o ligante proteina L foi imobilizado através do seu grupamento amino
N-terminal na matriz de agarose previamente ativada a uma densidade de 1 a 2
mg de proteina por mililitro de gel. Este suporte ¢ estavel na faixa de pH de 2 a 11
e a capacidade de adsorgdo é de 3 a 10 mg de imunoglobulina G humana por

mililitro de gel.

3.1.2. Imunoglobulina G, soro humano e “pools” de soros contendo auto-

anticorpos

Imunoglobulina G humana pré-purificada (pureza de aproximadamente
95%) foi obtida da Centeon Pharma GmbH (Alemanha) e imunoglobulina G
humana intravenosa, pré-purificada (pureza de aproximadamente 91,5%) foi
obtida da Gammar (EUA). Estas imunoglobulinas sdo definidas como IgG pura no

decorrer deste trabalho. Soro humano sadio foi doado por Isa Santos Duarte (idade
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27 anos). “Pools” de soros contendo auto-anticorpos foram obtidos do banco de
soros do Laboratorio de Imunologia Clinica e Alergia da Faculdade de Ciéncias

Médicas da UNICAMP.

3.1.3. Reagentes

Para a preparagdo dos tampdes, utilizou-se cloreto de sddio, Fosfato de
s6dio monobasico e dibdsico da LabSynth (Brasil), hidroximetil aminometano
(Tris) da Pharmacia (EUA), 4cido hidroxietilpiperazinaetanosulfonico (Hepes) e
acido morfolinopropanosulfonico (Mops) da Sigma (EUA). Glicina e azida sodica
foram adquiridos da Merck (Alemanha). Todos os demais reagentes utilizados no
decorrer deste trabalho foram de grau analitico. As solugdes foram preparadas com

dgua ultrapura obtida do equipamento Milli QQ (Millipore, EUA).

Para as andlises de eletroforese, utilizaram-se tiras de tampao de SDS
(“buffer strip”), gel de eletroforese de poliacrilamida (gradiente de concentracgdo 4
a 15%), marcadores de alta e baixa massa molecular obtidos da Pharmacia (EUA) e

nitrato de prata da LabSynth (Brasil).

Reagentes e calibradores de IgA, IgG, IgM e albumina foram obtidos da

Beckman (EUA) para realizacdo das analises de nefelometria.

A quantificacdo dos auto-anticorpos: anti-55-A/Ro, anti-55-B/La, anti-Sm
e anti-dsDNA foi realizada por meio do teste ELISA, utilizando-se kits Kallestad
Microplate EIA (Sanofi Diagnostics Pasteur, EUA) e leitora para Enzima
Imunoensaio (Sanofi Pasteur, LP 35, EUA).
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3.2 METODOS

3.2.1. Preparacdo das amostras de soro humano

Amostras de sangue humano sadio foram coletadas sem anticoagulante e
mantidas a temperatura ambiente em tubos de vidro por duas horas, para permitir
a aglutinagdo. Apés a aglutinagdo, estas amostras foram centrifugadas durante 5

min a 200 x g e o sobrenadante (soro) foi utilizado nos experimentos de adsorgéo.

3.2.2. Formacio de “pools” de soros contendo auto-anticorpos

“Pool” de soros é uma solucdo formada a partir da mistura de amostras
séricas de diferentes individuos. Dois “pools”, contendo auto-anticorpos, foram
preparados de acordo com a disponibilidade do banco de soros do Laboratorio de
Imunologia Clinica e Alergia da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP. A

quantificacdo dos mesmos é apresentada na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Dosagem dos niveis de anti-§5-A /Ro, anti-S5-B/La, anti-Sm e anti-

dsDNA presentes nos “pools” 1 e 2.

ant-55-A/Ro | anti-S5-B/La anti-Sm anti-dsDNA
JIPOOIII
(U/mL) (U/mL) (U/mL) (U/mL)
1 110,22 21,48 6,79 209,97
2 64,76 29,56 150,12 93,80

3.2.3. Quantificagdo de proteinas

A quantificacdio de proteinas nos experimentos realizados com IgG
humana pura foi feita medindo-se a absorbancia a 280 nm em espectrofotémetro

(Beckman, DU 60, EUA), assumindo-se coeficiente de extingdo 14 para uma
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solucdo 1% de IgG (cubeta com caminho Gtico de 1 cm). A concentracdo de
proteina nos experimentos realizados com soro humano sadio foi determinada
pelo método de BRADFORD (1976), utilizando albumina de soro bovino como

proteina de referéncia.

3.2.4. Ultrafiltracio

A ultrafiltragdo foi realizada para concentrar as fraces de lavagem e de
eluigdo obtidas a partir das cromatografias com soro humano sadio. As fracSes
foram concentradas em Centricon modelo 10 (Millipore, EUA), utilizando-se uma

centrifuga (HITACHI modelo Himac CF-15D, Japao) a 2200 x ge a 8 °C.

3.2.5. Eletroforese SDS-PAGE

Com as fracdes de injecdo, lavagem e eluicdo, obtidas na cromatografia
utilizando soro humano sadio, fez-se eletroforese para detectar as proteinas
presentes. A eletroforese SDS-PAGE (“Sodium Dodecyl Sulphate - Polyacrylamide
Gel Electrophoresis”) sob condicbes desnaturantes e ndo redutoras foi realizada em
equipamento Phast-System (Pharmacia, EUA) com gel de poliacrilamida com
gradiente de concentracdo de 4 a 15%. As amostras foram preparadas adicionando-
se solucdo de dodecil sulfato de s6dio 10% a elas e em seguida, aquecendo-as a
100 °C por sete minutos. A coloracdo do gel foi feita com nitrato de prata, de

acordo com o protocolo descrito no manual que acompanha o equipamento.

3.2.6. Dosagem das concentracdes de IgG, IgA, IgM e albumina

A dosagem das concentractes de IgG, IgA, IgM e albumina presentes no
soro humano sadio, nos “pools” de soros e nas amostras de cromatografia foram
determinadas por nefelometria, conforme descrito no manual do nefelémetro
Array 360 System (Beckman, EUA). O principio do método baseia-se no

espalhamento da luz obtida por particulas (complexos) em suspensdo na solugdo
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medida quando esta é submetida a um raio luminoso incidente. Essas particulas
sdo formadas por reagdo de imunoprecipitacdo que ocorre quando o anticorpo
especifico entra em contato com o antigeno, resultando na formacio de complexos,
consequentemente mudando a intensidade da luz. A variagdo da intensidade do
~ espalhamento de luz é medida pelo nefeldmetro e convertida em unidades de

concentracdo (mg/mlL).

3.2.7. Dosagem de auto-anticorpos

Pelo teste ELISA (“Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”) foi possivel
quantificar os auto-anticorpos de “pools” de soros e de fracdes obtidas dos

experimentos cromatogréficos.

O procedimento foi realizado de acordo com o protocolo do kit Kallestad
Microplate EIA, Sanofi Diagnostics Pasteur (EUA), utilizando-se uma leitora para
Enzima Imunoensaio (Sanofi Pasteur, LP 35, EUA). Os seguintes auto-anticorpos

foram dosados: anti-55-A /Ro, anti-S5-B/La, anti-Sm e anti-dsDNA.

Principio do método: as microcubas sdo recobertas com o antigeno
especifico de cada kit. Durante a primeira incubacio, os auto-anticorpos presentes
no soro previamente diluido ligam-se a2 camada de antigenos. As microcubas sdo
posteriormente lavadas com tampdo para remover 0s componentes do soro que
ndo se ligaram aos antigenos. Na segunda incubacio, o conjugado de enzima-
anticorpo monoclonal do tipo IgG, liga-se aos auto-anticorpos fixados aos
antigenos nas placas. Apés nova etapa de lavagem, os auto-anticorpos sdo
identificados mediante incubagio com solugdo de substrato da enzima conjugada.
A reacdo é interrompida por solucdo bloqueadora, ajustando-se pH apropriado
para desenvolvimento de coloragdo. A quantidade de conjugado reagido é medida
em unidades de absorbancia. A concentragdo de auto-anticorpo é estimada por
interpolagdo da curva de calibragio realizada com calibradores padronizados. Os
resultados sdo obtidos em unidade internacional de auto-anticorpo (U) por

mililitro.
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3.2.8. Ensaios cromatogréficos

Para os experimentos com IgG pura, o gel agarose-proteina I foi
introduzido em uma coluna cromatogréfica (10cm x 5mm I.D., Pharmacia, EUA)
fornecendo volume de leito de 1,0 mL. Para os experimentos com soro humano
sadio e com “pool” de soros contendo auto-anticorpos, a mesma matriz foi
empacotada em outra coluna cromatogrifica (13cm x 10mm 1.D., BioSepra, EUA)

proporcionando volume de leito de 3,4 mL.

Todos os experimentos cromatograficos foram realizados em um sistema
de cromatografia de baixa pressdo Protech Biochromatography System (Gilson,
Franca). O fluido testado era injetado na coluna por meio de uma bomba
peristiltica. A corrente de saida da coluna passava por um monitor de medida de
absorbdncia a 280 nm, cujos sinais eram emitidos continuamente a um registrador,
que tracava um cromatograma referente aos dados obtidos. As fragbes eram
recolhidas em tubos de ensaio inseridos no coletor de fragdes. Um esquema da
montagem experimental é mostradoe na Figura 3.1. Todos o0s ensaios
cromatograficos foram conduzidos a temperatura ambiente e a uma vazio de 0,5

mL/min, coletando-se fracdes de 3,0 mL.

Registrador

Medidor de
absorbéncia

Bomba
peristaltica

Coletor de fragdes Fluido/ tampido

Figura 3.1: Esquema da montagem experimental: sistema de cromatografia de baixa presséo.
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Influéncia do sistema tamponante na adsorcio

Nos ensaios realizados para se estudar a influéncia do sistema tamponante
na adsorcdo de IgG, utilizou-se os seguintes tampdes: PBS 10 mM (Fosfato de sédio
contendo 0,15 mM de NaCl), Hepes, Tris-HCI, Fosfato de s6dio e Mops a 25 mM,
em uma faixa de pH de 7,0 a 8,0. Inicialmente, a coluna foi equilibrada com o
tampao de adsorgio e, em seguida, injetou-se 3,2 mL de uma solugio de IgG a uma
concentragdo de 2,5 mg/mL (aproximadamente 8,0 mg). A coluna foi lavada com o
tampado de adsorcdo com a finalidade de eliminar as proteinas ndo adsorvidas. As
proteinas adsorvidas foram eluidas em tampdao glicina 0,1 M a pH 3,0. As fragbes
coletadas foram neutralizadas com 0,4 mL de tampédo Tris-HCl 1,0 M a pH 8,5.
Ap6s a etapa de eluigio, fez-se novamente a lavagem da coluna com tampao de
adsorcgdo e posteriormente uma lavagem com solugdo de azida sédica 15 mM, para

evitar a proliferacdo de microrganismos na matriz de afinidade.

Finalizado o experimento, foi realizado o balanco de massa pelo qual
avaliou-se a adsorcdo de IgG na matriz agarose-proteina L, em diferentes tampdes

e valores de pH.

Obtencio de isotermas de adsorcio

Experimentos em modo frontal foram conduzidos com a finalidade de
obtencado de isotermas de adsor¢io para dois sistemas tamponantes: PBS 10 mM e
Hepes 25 mM, ambos a pH 7,4. Primeiramente, a coluna foi equilibrada com o
respectivo tampdo de adsorcdo. Na etapa seguinte, alimentou-se a coluna com
solucdo de IgG pura a concentracdes diferentes para cada experimento (de 0,01 a
3,00 mg de IgG/mL para a isoterma com PBS e 0,02 a 1,56 mg de IgG/mL para a
isoterma com Hepes). A alimentagdo ocorreu até que a capacidade do adsorvente
fosse exaurida e a concentragido da corrente de saida fosse igual a concentracdo da

alimentacdo, ou seja, a absorbancia do efluente alcancasse um platd. A coluna foi
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lavada com o tampao de adsorcdo com a finalidade de eliminar as proteinas ndo
adsorvidas. A etapa de dessorgdo foi realizada com tampdo glicina 0,1 M a pH 3,0.
As fraches coletadas foram neutralizadas com tampdo Tris-HCl1 1,0 M a pH 8,5.
Apos esta etapa, a coluna foi novamente lavada com o tampdo de adsorcdo e em
seguida com solucgdo de azida sédica 15 mM. Mediu-se a absorbancia das fracbes
de eluicdo para determinar a quantidade de proteina adsorvida por volume de

adsorvente, Q (mg/mlL}, de acordo com a Eq. 3.1:

vC
Q= 3.1
Vads ( )

onde V é o volume total das fracBes de eluicdo (mL), C é a concentracdo de
proteinas das fracOes de eluigdo (mg/mL) e Vi € o volume de adsorvente

empacotado na coluna (mL).

Os dados experimentais obtidos para Q e os valores de concentracdo da
solu¢do de alimentacdo (C) foram utilizados para ajustar os pardmetros dos
modelos de Langmuir (Eq. 2.1) e Langmuir-Freundlich (Eq. 2.3) através de

regressdo ndo linear (método de Gauss-Marquardt).

Ensaios com soro humano sadio

Inicialmente, a coluna foi equilibrada com o tampdo de adsorcao PBS 10
mM ou Hepes 25 mM (ambos a pH 7,4) e, em seguida, injetou-se 2,1 ml. de soro
sadio diluido 1:1 no respectivo tamp&o de adsor¢do. A coluna foi lavada com o
tamp3do de adsorcdo e a eluicdo foi realizada com tampdo glicina 0,1 M, através de
um gradiente degrau de pH 3,0 e 2,0. As fracdes coletadas foram neutralizadas com
tampdo Tris-HCI 1,0 M a pH 8,5. Apés a etapa de eluicdo, fez-se novamente a

lavagem da coluna com tampao de adsor¢do e posteriormente uma lavagem com

solucdo de azida s6dica 15 mM.




29

Com a amostra de alimentagio e as fracbes de lavagem e eluicdo obtidas
dos experimentos com soro sadio, fez-se uma eletroforese SDS-PAGE e a dosagem

dos niveis de IgG, IgA e IgM por nefelometria.

Ensaios com “pools” de soros contendo auto-anticorpos

Inicialmente, a coluna foi equilibrada com tampéao de adsorcdo PBS 10 mM
ou Hepes 25 mM (ambos a pH 74) e, em seguida, introduziu-se em um
reservatdrio 3,0 mL de “pool” diluido 1:1 no respectivo tampdo de adsorgio. Essa
solugdo foi recirculada pela coluna durante 40 minutos, simulando-se uma sessao
de tratamento extracorpoéreo, cujo reservatério representou o paciente (Figura 3.2).
Ao término da recirculacdo, os auto-anticorpos remanescentes na soluc¢do do
reservatorio foram dosados pelo teste ELISA e as imunoglobulinas IgG, IgA, IgM e
albumina foram quantificadas por nefelometria. Os resultados obtidos foram
expressos em termos da porcentagem de remocido de anticorpos (%R), calculada de

acordo com a Eq. 3.2 (IKONOMOV et al., 1992):

or = {29 149 (3.2)

Qj

onde Q; é a quantidade de auto-anticorpo (U) ou proteina (mg) presentes na
solugéo sérica inicial e Q; é a quantidade de auto-anticorpo (U} ou proteina (mg)

presentes na solugio sérica final do reservatério.
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Coluna

— A
Bomba

peristaltica Amostras Paciente
séricas

Figura 3.2: Esquema da montagem experimental para remocio de auto-anticorpos em gel agarose-

proteina §. em circuito fechado.

ApoOs a recirculagio, o experimento seguiu o esquema da Figura 3.1. A
coluna foi lavada com tampio de adsor¢do e a eluigdo foi realizada com tampéo
glicina 0,1 M a pH 3,0. As fracdes coletadas foram neutralizadas com tampao Tris-
HCl 1,0 M a pH 8,5. Ap6s a etapa de eluicdo, fez-se novamente a lavagem da
coluna com tampdo de adsorgdo e posteriormente uma lavagem com solugio de
azida sodica 15 mM.

Finalizado o experimento, fez-se a quantificacdo de auto-anticorpos pelo
teste ELISA e de IgG, IgA, IgM e albumina por nefelometria, presenies nas fracbes
de lavagem e eluicdo. Os resultados obtidos foram expressos em termos da
porcentagem de adsorcio de anticorpos (%A) no suporte agarose-proteina I,

calculada de acordo com a Eq. 3.3:

%A = 22ds 00 (3.3)

i

onde Q.gs € a quantidade de auto-anticorpo (U) ou proteina (mg) eluida e Q; é a
quantidade de auto-anticorpe (U) ou proteina (mg) presentes na solugio sérica

inicial do reservatorio.
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3.2.9. Experimentos em frascos agitados

Os experimentos em frascos agitados foram conduzidos como descrito em
IKONOMOWV et al. (1992), utilizando-se tubos de polipropileno de capacidade de
1,5 ml. (Figura 3.3). Inicialmente, introduziu-se 100 pl. de adsorvente agarose-
proteina L. no tubo e, apds sedimentacdo e remogio de excesso de tampdo,
determinou-se a massa deste adsorvente. Pipetou-se uma quantidade de “pool” de
amostras séricas do banco de soros neste tubo, seguindo-se a razio massa de
adsorvente por massa de “pool” 1:2. Em seguida, o tubo foi incubado durante 120
minutos a 37°C em um banho com agitagdo branda. Apés incubacio, o
sobrenadante foi recuperado por centrifugacdo (Microcentrifuga Microprocessa de
Bancada, NT800, Novatécnica, Brasil), a velocidade de 1500 x g e a temperatura
ambiente, durante 20 minutos. Fez-se a quantificacdo de IgG, IgA, IgM e albumina
por nefelometria e dos anticorpos anti-SS-A/Ro, anti-S5-B/La, anti-Sm e anti-
dsDNA pelo teste ELISA. Os resultados foram comparados com os obtidos por
IKONOMOV et al. (1992) nos seguintes sistemas de afinidade: Sepharose-proteina
A, dlcool poli vinilico (PV A)-triptofano, PV A-fenilalanina e sulfato de dextrana.

— - 37

Soro
Adsorvente
A e
Tempo de incubacgao: Centrifugacao:
120 minutos 1500 x g/ 20 minutos

Figura 3.3: Esquema para remogio de auto-anticorpos em tubos agitados (adaptado de
IKONOMOV ef al., 1992).
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

41 INFLUENCIA DO SISTEMA TAMPONANTE NA ADSORCAO DE IgG
HUMANA EM AGAROSE-PROTEINA L

A influéncia da solucdo tamponante e do pH na capacidade de adsorver
IgG humana no suporte agarose-proteina L. foi avaliada para determinar as
melhores condicbes de adsor¢do. Segundo NILSON et al. (1993), KOUKI et al.
(1997) e BERRUEX ef al. (2000) imunoglobulina humana com cadeia leve kappa é
adsorvida em agarose-protefna L no intervalo de pH entre 7,4 a 7,8. A literatura
consultada ndo relata estudos de adsor¢do de imunoglobulinas humana
empregando solugbes tampdo diferentes de PBS. Assim, testou-se os sistemas
tamponantes PBS a 10 mM e Hepes, Mops, Tris-HC1 e Fosfato de s6dio a 25 mM,
no pH entre 7,0 e 8,0 (limites mais proximos do pH fisiologico). Estes tampdes
foram escolhidos por apresentarem faixas tamponantes que abrangem este
intervalo de pH. Os ensaios cromatograficos foram realizados como descrito no
item 3.2.8.

A comparacdo dos sistemas foi feita com base na quantidade de IgG
adsorvida em miligrama de IgG por mililitro de gel empacotado na coluna. Esta
comparacdo foi possivel, uma vez que a quantidade de IgG injetada nos ensaios foi
praticamente a mesma (aproximadamente 8,0 mg). Os ensaios cromatograficos
realizados com os cinco tampdes estudados (Hepes, Mops, Tris-HCl, Fosfato de
sodio e PBS) apresentaram qualitativamente, o mesmo perfil cromatografico. Um
cromatograma tipico destes ensaios é apresentadec na Figura 4.1. Neste
cromatograma, o primeiro pico representa as proteinas ndo retidas na matriz de

afinidade e o segundo pico, as proteinas adsorvidas e eluidas com o tampado de
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dessorgdo. As quantidades de IgG obtidas em cada etapa sdo apresentadas na

Tabela 4.1.

Massa {mg)
[
o

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Ntmero da Fragio

Figura 4.1: Perfil cromatografico de IgG em gel agarose-proteina L. Injegdo de 7,98 mg de IgG
humana. Tampaoc de adsorgéo, Fosfato de s6dio 25 mM a pH 7,5 (A); tampao de dessorgdo, glicina
0,1 M a pH 3,0 (W); vazdo 0,5 mL/min; volume das fragGes, 3,0 mL; volume de leito: 0,88 mL. As
setas indicam inicio das etapas de lavagem (A) e dessorcdo (B). Os mimeros 1 e 2 indicam os picos

de proteina obtidos.

Tabela 4.1: Balango de massa do cromatograma de IgG em agarose-proteina L,

utilizando tampao de adsor¢do Fosfato de sodio a pH7,5.

Alimentacdo Lavagem Eluicdo Recuperacdo
mg % mg % mg % mg %
7,98 100 5,07 64 2,61 33 7,68 97

Com a finalidade de se comparar os sistemas tamponantes em estudo
(Hepes, Mops, Tris-HCI, Fosfato de s6dio e PBS), calculou-se a quantidade de IgG
adsorvida por volume de gel e também a razio entre quantidade de IgG adsorvida

pela quantidade de IgG presente na alimentagéo, para cada sistema (Tabela 4.2).
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O aumento de pH causou diminuicdo da capacidade de adsorgdo de IgG
em presenca de todos os tampdes (exceto Tris-HCI), sendo 7,0 o melhor pH de
adsorcdo de IgG no intervalo de valores estudados. Nos ensaios realizados com
Hepes, Mops e PBS, a adsorgdo de IgG diminuiu com o aumento de pH em média

9%, enquanto que em presenca de Fosfato de sodio, diminuiu 19%.

Tabela 4.2: Quantidade de IgG adsorvida nos ensaios cromatograficos realizados

com Hepes, Mops, Tris-HCl, Fosfato de sddio e PBS, a valores de pH na faixa de
7.0a8,0.

resultados normalizados .;.:aér volume de gel {cbluna continha 0,88 ‘mL de gel em todos os

experimentos).

A diminuicdo da capacidade de adsorcio com o aumento de pH, pode
estar relacionada com a mudanca de cargas dos residuos de aminoacidos presentes
no dominio da proteina L, responsavel por sua ligacdo com a cadeia leve do tipo

kappa da IgG (BECKINGHAM et al., 1999).

Observando-se as estruturas dos tampoes utilizados neste trabalho na
Figura 4.2, nota-se que os tampdes zwiteridnicos Hepes e Mops apresentam duas

cargas de sinais opostos quando estido em pHs abaixo de seu pK,, enquanto que os
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tampdes Tris-HCI e Fosfato de s6dio, apresentam uma ou mais cargas de mesmo

sinal (somente positiva ou negativa).

A melhor adsor¢do foi obtida em presenca do tampéao Hepes a pH 7,0,
condicdo na qual ele se encontra na forma zwiteridonica. Em pHs acima do valor do
pKa, a quantidade de proteina adsorvida na presenca desse tampdo diminuiu
provavelmente devido a desprotonacio do nitrogénio do anel piperazina,
tornando Hepes carregado negativamente. Apesar do tampdo Mops também se
apresentar na forma zwiteridnica a pH 7,0, a quantidade de IgG adsorvida na
presenca do mesmo, foi similar a do tampdo Fosfato de sédio. Isto ocorreu
provavelmente devido a proximidade do pH 7,0 ac pK, do tampdo Mops (pKa
igual a 7,22). Diante desses resultados, fez-se um experimento utilizando Mops a
pH 6,5, buscando-se aumentar o intervalo enfre o pH do ensaio e o pK, do tampé&o
em estudo. A quantidade de IgG adsorvida neste experimento foi 4,62 mg (igual a
51%)}, valor similar ao do tampao Hepes a pH 7,0.

OH
/N S0;- HO

/\/ﬁ N-"\~"""% Hepes : NH,* Tris
HO e ox

o) § NN SO,- Mops HO— PO Fosfato
— H |

Figura 4.2: Estrutura dos tampbes utilizados na etapa de adsorc¢ioe de IgG em agarose-proteina 1.
Hepes (pK.=7,55), Mops (pK.=7,22), Tris-HCI (pK.=8,30) e Fosfato de sédio (pKar=2,12; pK,2=7,21).

A menor adsorcio foi obtida em presenca do tampao PBS, o que pode estar
relacionado & sua maior forca idnica quando comparada a dos demais tampdes
(Tabela 4.3). Os valores de forca idnica dos tampdes Hepes, Mops, Tris-HCl e

Fosfato de sOdio encontram-se na mesma ordem de grandeza, assim suas



36

respectivas quantidades adsorvidas ndo variam muito e sao superiores a 3,50
mg/mL de gel. Entretanto, para o tamp&o PBS, o valor da forca idnica encontra-se
em uma ordem de grandeza superior a dos demais, resultando em uma menor
quantidade adsorvida em sua presenca (igual a 2,67 mg/mL de gel). Este tampao
ndo seria indicado para processos de purificacdo de IgG utilizando-se proteina L

como ligante, devido & baixa capacidade do adsorvente nestas condigdes.

Tabela 4.3: Influéncia da forca idnica (I) na quantidade de IgG adsorvida nos
ensaios cromatograficos realizados com Hepes, Mops, Tris-HCl, Fosfato de s6dio e

PBS,a pH 7,0.

Quantidade de IgG adsorvida
Tampéo Forca ionica (I*)
(mg/mL de gel)
Hepes 0,045 4,91
Mops 0,046 3,97
Tris-HCl 0,010 3,50
Fosfato de sodio 0,028 3,95
PBS 0,190 2,67

*1 =% Eli]Z2 onde [i] é a concentracdo de cada jon i e Z; é a carga de cada jon 1.

Neste trabaltho ndo se testou adsorc¢ao de IgG a valores de pH menores do

que 7,0, evitando-se assim, valores muito distantes do pH fisiolégico.

Diante dos resultados obtidos, selecionou-se os tampdes Hepes e PBS para
dar continuidade as proximas etapas deste trabalho. Escolheu-se o PBS por causa
de suas propriedades mais fisiologicas quando comparadas as dos outros tampdes,
e o Hepes devido a maior quantidade de proteinas adsorvidas em sua presenca. O

pH 7.4 foi escolhido por ser proximo ao pH sanguineo (pH igual a 7,4).
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4.2 ISOTERMAS DE ADSORCAOQO

Isotermas de adsorcdo de IgG em agarose-proteina L foram construidas
com a finalidade de determinar a capacidade méaxima de adsorgio (Qm) € a
constante de dissociacdo (K4) do complexo IgG-proteina L, em presenca dos
tampdes PBS e Hepes. Os experimentos foram conduzidos em modo frontal,
alimentando-se a coluna com solucio de IgG a concentragbes diferentes para cada
experimento, as quais estavam na faixa de 0,01 a 3,00 mg de IgG/mL, para a
isoterma com PBS e 0,02 a 1,56 mg de IgG/mL para a isoterma com Hepes, como
descrito no item 3.2.8,

Um cromatograma tipico do ensaio em modo frontal é apresentado na

Figura 4.3.

Massa {mg)

0 10 20 30 40 50 60

Namero da Fracio

Figura 4.3: Perfil cromatografico de IgG em gel agarose-protefna L: Alimentag@io de 99 mL de IgG
humana a 0,6 mg/mL (#), tampao de lavagem, PBS 10 mM a pH 7,4 (#); tamp3o de dessorgio,
glicina 0,1 M a pH 3,0 (A); vazdo 0,5 mL/min; volume das fragdes, 3,0 mL. As setas indicam infcio
das etapas de alimentagio (A), lavagem (B) e dessorgac (C).

No cromatograma da Figura 4.3, o perfil é caracterizado por um platd, que
ocorreu com a saturacdo da coluna durante a alimentacdo; um retorno a linha de

base durante a lavagem para a remocdo de proteinas ndo retidas e um tinico pico,
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representado pelas proteinas adsorvidas e eluidas com o tampio de dessorcdo. A
quantidade de IgG adsorvida e o balango de massa para este ensaio sdo mostrados
na Tabela 4.4. A quantidade de proteina presente na “Saturacdo” representa a
massa de proteina que deixa a coluna durante a alimentagdo, enquanto que a
quantidade de proteina presente na “Recuperacdo” foi calculada somando-se as

LA/

massas de proteina das etapas de “Saturagdo”, “Lavagem” e “Eluigao”.

Tabela 4.4: Balanco de massa do cromatograma de IgG em agarose-proteina L,

cromatografia em modo frontal utilizando tampdo de adsorcdo PBS.

Alimentacdo Saturacao Lavagem Eluicao Recuperacdo
mg % mg % mg % mg % mg %
59 100 | 504 85,4 5,9 10,1 3,8 6,5 60,2 102

A quantidade de proteina adsorvida por mililitro de adsorvente foi
calculada a partir da massa de IgG eluida com o tampédo de dessorcdo, para
experimentos realizados a varias concentragdes. Com estes dados experimentais,
obteve-se as isotermas de adsorcdo (Figuras 4.4 e 4.5) e ajustou-se os pardmetros do
modelo de Langmuir (Eq. 2.1), utlizando o programa computacional Microcal
Origin 5.0 (Microcal Software, EUA). A regressdo nao linear da Eq. 2.1 forneceu os
valores de capacidade maxima de adsor¢do e constante de dissociacdo do

complexo IgG-proteina L, apresentados na Tabela 4.5.
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Figura 4.4: Comparacio entre os dados experimentais (B) e o ajuste dos pardmetros do modelo de
Langmuir (—), para a adsorgdo de IgG em agarose-proteina L utilizando tampé&o PBS 10 mM a pH

7.,4. Coeficiente de correlacao {r) igual a 0,97,
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Figura 4.5: Comparacao entre os dados experimentais ()} e o ajuste dos pardmetros do modelo de
Langmuir (), para a adsor¢do de IgG em agarose-proteina L. utilizando tampao Hepes 25 mM a
pH 7 4. Coeficiente de correlagdo {1) igual a 0,98.
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Tabela 4.5: Parametros do modelo de Langmuir obtidos a partir do ajuste aos

dados experimentais das isotermas de adsorcdo de IgG em agarose-proteina L, a

temperatura ambiente, na presenca de PBS 10 mM e Hepes 25 mM, pH 74

Tampoes
Parametros
PBS Hepes
Qm (ng/mL gel) 43101 7,703
Ka (M) (2,8 £0,5) x 107 (3,24 0,6) x 107
coeficiente de correlagao 0,97 0,98

A correlagdo entre os valores observados (dados experimentais) e os
estimados pela Eq.2.1, apresentou coeficientes proximos da unidade (iguais a 0,97 e
0,98), justificando o ajuste do modelo de Langmuir aos dados experimentais. Uma
vez que hipéteses sdo assumidas para utilizacdo deste modelo, sugere-se a
construcdo de grificos de Scatchard (Q/Ceq em fungido de Q) (Eq.2.2) para as
isotermas obtidas com PBS (Figura 4.6) e Hepes (Figura 4.7),com a finalidade de se
validar estas consideragtes. O perfil ndo-linear (r igual a 0,89) observado no grafico

da Figura 4.7, indica a existéncia de desvios do comportamento Langmuirano.

100 -
80 -

60 A

QfCeq

40 4
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0 T
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Q (mg proteina/ml. gel)

Figura 4.6: Analise de Scatchard referente a linearizagio da equaciio do modelo de Langmuir para
os dados experimentais de adsorgdo de IgG em agarose-proteina L utilizando tampao PBS 10 mM a

pH 7.4 (dados da Figura 4.4). Coeficiente de correlacdo da regressao linear (r) igual a 0,96.
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Figura 4.7: Analise de Scatchard referente 4 linearizacéo da equagio do modelo de Langmuir para
os dados experimentais de adsorgao de IgG em agarose-proteina L utilizando tampao Hepes 25 mM
apH 74 (dados da Figura 4.5). Coeficiente de correlagao da regressao linear (r) igual a 0,89.

Graficos de Scatchard tém sido considerados apropriados para elucidar as
interacdes cooperativas (cooperatividade) e a natureza heterogénea da adsorg¢do de
proteinas. De acordo com estudos de SHARMA & AGARWAL (2001) se a curva
Q/Ceq em funcdo de Q for convexa, uma cooperatividade negativa pode ser
observada. Se for linear, as interacSes podem ser independentes, e se a curva
Q/Ceq em funcdo de Q for assintética (ou em alguns casos cdncava), uma
cooperatividade positiva pode existir. Assim, fazendo-se regressdo polinomial de
segundo grau da curva da Figura 4.7, obtém-se uma curva concava (Figura 4.8),
sugerindo cooperatividade positiva para a isoterma obtida com Hepes. Apesar do
coeficiente de correlagdo obtido no gréfico da Figura 4.6 indicar linearidade, nota-
se uma tendéncia da curva & convexidade (Figura 4.9), sugerindo cooperatividade

negativa para a isoterma obtida com PBS.



42

100 -
80 4 n
g 60+
U
T 4
[ ]
20 -
0 L LJ ¥ ‘ L]
0,0 2,0 40 6,0 8,0

Q (mg proteina/mL gel)

Figura 4.8: Analise de Scatchard referente a linearizacdio da equacao do modelo de Langmuir, para
os dados experimentais de adsorcdo de IgG em agarose-proteina L ufilizando tamp&o Hepes 25 mM
a pH 7,4 (dados da Figura 4.5). Coeficiente de correlagdo da regressao polinomial de segunda
ordem ( r) igual a 0,96.
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Figura 4.9: Andlise de Scatchard referente & linearizagao da equacao do modelo de Langmuir, para
os dados experimentais de adsor¢éo de IgG em agarose-proteina L utilizando tampéo PBS 10 mM a
pH 7.4 (dados da Figura 4.4). Coeficiente de correlacio da regresséo polinomial de segunda ordem

{r)igual a 0,97.
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Para confirmar alguns dos desvios do comportamento Langmuirano, tais
como a cooperatividade e a heterogeneidade da superficie do sélido, o modelo de
Langmuir pode ser combinado ao modelo de Freundlich, resultando na equacdo
Langmuir-Freundlich (Eq. 2.3). As curvas do modelo de Langmuir-Freundlich
resultantes dos ajustes dos paradmetros aos dados experimentais das isotermas
obtidas com tampbes PBS e Hepes sdo mostradas nas Figuras 4.10 e 4.11,
respectivamente, juntamente com os dados experimentais. A regressdo nao linear
da Eq. 2.3 forneceu os valores de capacidade méaxima de adsorgdo e constante de

dissociacdo do complexo IgG-proteina L, apresentados na Tabela 4.6.
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Figura 4.10: Comparacéo entre 0s dados experimentais (M) e o ajuste dos parametros do modelo de
Langmuir-Freundlich (—), para a adsorqiio de Ig(G em agarose-proteina I utilizando tampéo PBS 10
mM a pH 7,4. Coeficiente de correlacdo (r) igual a 0,97,
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Figura 4.11: Comparacio entre os dados experimentais (M) e o ajuste dos parameiros do modelo de

Langmuir-Freundlich (), para a adsorcio de IgG em agarose-proteina L utilizando tampao Hepes

25 mM a pH 7,4. Coeficiente de correlacio (r) igual a 0,99.

Tabela 4.6: Pardmetros do modelo de Langmuir-Freundlich obtidos a partir do

ajuste aos dados experimentais das isotermas de adsorcdo de IgG em agarose-

proteina L, & temperatura ambiente, na presenca de PBS 10 mM e Hepes 25 mM.

Tampdes
Parametros
PBS Hepes
Qmar (mg/mL gel) 4,6 +0,3 72+0,2
Kaen (M) (6,5+4,4)x107 (5,2+3,8)x103
n 0,77+ 0,18 1,6 +0,2
coeficiente de correlacio 0,97 0,99

O ajuste dos parametros do modelo de Langmuir-Freundlich aos dados

experimentais da isoterma obtida com tampédo PBS forneceu um valor de r igual

aquele determinado pelo modelo de Langmuir (igual a 0,97), entretanto para a

isoterma determinada com tampdo Hepes, o melhor ajuste foi obtido para o
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modelo de Langmuir-Freundlich (r igual a 0,99). O valor de npas) igual a 0,77 (entre
0 e 1), confirma a cooperatividade negativa atribuida a adsorg;?zo em presenca de
PBS, pela analise de Scatchard. Neste caso, a existéncia de forcas repulsivas devido
as interacdes laterais resulta na diminuicéo do grau de cooperatividade. O valor de
NHepes) igual a 1,6 (maior do que 1) confirma a cooperatividade positiva atribuida a
adsorcdo em presenca de Hepes, pela andlise de Scatchard. A presenca de forcas

atrativas resulta no aumento do grau de cooperatividade.

Os valores de capacidade méaxima obtidos neste trabalho (4,3 e 7,7 mg/mlL
gel para PBS e Hepes, respectivamente) estdo dentro da faixa de Qr, fornecida pelo
fabricante do adsorvente (3 a 10 mg/mL gel) e sd0 4,5 a 8,0 vezes maiores do que o
valor obtido por BERREUEX ef al. (2000). A ordem de grandeza de K4 obtida neste
trabalho foi de 107, enquanto que BERREUEX et al. (2000) obtiveram 1024 M e
AKERSTROM et al. (1994) obtiveram 101 M. Entretanto, esta comparacio ¢ feita
com ressalvas, uma vez que as condigbes utilizadas por BERREUEX et al. (2000) e
AKERSTROM et al. (1994) foram diferentes. Nos experimentos realizados por
BERREUEX ef al. (2000), o adsorvente empregado foi proteina L imobilizada em
discos de metacrilato, o tampdo PBS apresentava concentracdo diferente da
utilizada neste trabatho (PBS 50 mM contendo NaCl 120 mM), o tampéo de eluicio
foi HCI 10mM a pH 2,0 e a imunoglobulina utilizada foi IgG recombinante de
cadeia leve kappa. Nos experimentos realizados por AKERSTROM et al. (1994),
purificaram-se fragmentos Fv em Sepharose-proteina L, utilizando-se tampdao de
eluicio glicina a pH 2,5 e a constante de afinidade foi determinada por

radioimunoensaio.

Os valores de constante de dissociacdo do complexo IgG-proteina L
obtidos na faixa micromolar (Kq iguais a 2,8 x 10 “ M e 3,2 x 167 M para PBS e
Hepes, respectivamente), indicam uma alta afinidade, que ¢é tipica para ligantes de

afinidade bioespecificos.
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4.3 EXPERIMENTOS COM SORO HUMANO SADIO

Os ensaios com soro humano sadio foram realizados com o objetivo de
determinar a capacidade e a seletividade do suporte de afinidade agarose-proteina
L, em adsorver IgG, IgA e IgM, em presenca de ouiras proteinas existentes no soro.
As cromatografias utilizando PBS e Hepes apresentaram qualitativamente o
mesmo perfil cromatografico. Os cromatogramas tipicos dos ensaios realizados

com estes tampoes sdo mostrados nas Figuras 4.12 e 4.13.

6,0 =

Nimero da Fracio

Figura 4.12: Perfil cromatogrifico de soro humano sadio em gel agarose-proteina L com tampao
PBS. Injecio de 2,1 mL de soro humano sadio diluido 1:1 em tampdo de adsorcic. Tampao de
adsorcdo, PBS 10 mM a pH 7,4 (A); tampdes de dessorcio, glicina 6,1 M a pH 3,0 (B) e glicina 0,1 M
a pH 2,0 (®); vazio 0,5 mL/min; volume das fracdes, 3,0 mL, volume de leito 3,4 mL. As setas
indicam inicio das etapas de lavagem (A), dessorcao a pH 3,0 (B) e pH 2,0 (C). Os niimeros 1 a 3

indicam os picos de proteina obtidos.
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Figura 4.13: Perfil cromatografico de soro humano sadio em gel agarose-proteina L. com tampé@o
Hepes. Injecao de 2,1 mL de soro humano sadio diluido 1:1 em tampao de adsorgio. Tampao de
adsorcdo, Hepes 25 mM a pH 7.4 (A); tampdes de dessorgdo, glicina 0,1 M a pH 3,0 (M) e glicina 0,1
M a pH 2,0 (®); vazido 0,5 mL/min; volume das fracdes, 3,0 mL, volume de leito 3,4 mL. As setas
indicam inicio das etapas de lavagem (A}, dessorciio a pH 3,0 (B) ¢ pH 2,0 (C). Os nitmeros 1 a 3

indicam os picos de proteina obiidos.

Os perfis dos cromatogramas das Figuras 4.12 e 4.13 sdo caracterizados por
trés picos de tamanhos bem diferenciados, mostrando que denftre as proteinas
dessorvidas, a maior quantidade se enconira no pico de eluicdo a pH 3,0. Isto foi
confirmado pelo balanco de massa global de ambos os sistemas, apresentado na
Tabela 4.7. A quantidade de proteinas retida na matriz agarose-proteina L no

experimento com tampao Hepes foi similar ao valor obtido em presenca de PBS.
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Tabela 4.7: Balango de massa em relacdo as proteinas totais do soro humano sadio

de cromatografias em coluna contendo agarose-proteina L, utilizando tampdes de

adsorcdo PBS e Hepes.
Tampao Eluicao Eluicdo
d Alimentagdo Lavagem Recuperacéao
€ apH3,0 | apH20
adsorcao
mg % mg % mg | % |mg | % | mg %
PBS 145 | 100 | 137 95 8,1 6 1,3 1 |146,4| 102
Hepes 145 | 100 | 115 79 9,7 7 1,2 1 11259 87

As fracGes de injecdo, lavagem e eluicdo foram analisadas através de

eletroforese SDS-PAGE sob condi¢Ses desnaturantes e ndo redutoras, cujo

resultado estd apresentado na Figura 4.14.

As faixas 3 e 6, da Figura 4.14, referentes as etapas de lavagem das

cromatografias realizadas com PBS e Hepes respectivamente, aparentam ser

compostas majoritariamente de impurezas com pouca IgG. Analisando-se as faixas

4 e 7, que correspondem aos picos de eluigio a pH 3,0 para as cromatografias

realizadas com P’PBS e Hepes respectivamente, nota-se que ambos os sistemas

adsorveram grandes quantidades de IgG, tragos de albumina e provavelmente IgM

(proteina que ficou refida no inicio do gel). A presenca de mais de uma banda na

faixa 2, representa impurezas da IgG humana utilizada neste trabalho (Gammar,

EUA).
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Figura 4.14: Fletroforese SDS-PAGE em gel de poliacrilamida gradiente 4 a 15% de cromatografia
de soro humano sadio em agarose-proteina L. Revelagio com nitrato de prata. Amostras obtidas
sob condigbes desnaturantes e ndo-redutoras. Faixa 1: soro humano sadio; faixa 2: Ig(G humana
pura. Amostras de cromatografia com tampao de adsorgdo PBS: faixa 3: fragdo de lavagem; faixa 4:
fracdo de eluicdo a pH 3,0; faixa 5: fracdo de eluicdio a pH 2,0. Amostras de cromatografia com
tampido de adsorcdo Hepes: faixa 6: fracdo de lavagem; faixa 7: fragdo de eluicio a pH 3,0; faixa 8:
fracdo de eluicio a pH 2,0. Faixa 9: marcadores de massa molecular (fosforilase b, 97 kDa; albumina,
66 kDa; ovaibumina, 45 kDa; anidrase carbdmica, 30 kDa; inibidor tripsina, 20,1 kDa e o-
lactalbumina, 14,4 kDa).

As fragdes de injecdo, lavagem e eluicdo das cromatografias realizadas com
soro humano sadio, em presenca de PBS e Hepes, também foram analisadas por
nefelometria para se dosar IgG, IgA e IgM. Os balancos de massa sdo apresentados

nas Tabelas 4.8 e 4.9 para as cromatografias com PBS e Hepes, respectivamente,

Analisando-se os resultados das Tabelas 4.8 e 4.9, observa-se que para
ambos 0s tampdes, a maior parte de IgG e IgA adsorvida na matriz foi eluida a
pH 3,0, enquanto que IgM apresentou quantidades significativas nas fracdes de

eluicdo a pH 2,0.

Comparando-se os resultados em relacdo aos dois sistemas tamponantes,

verifica-se que as quantidades de IgG e IgM adsorvidas em presenga de tampéo
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Hepes, superam em aproximadamente 11% os valores obtidos nos experimentos
que utilizam PBS. Entretanto, as quantidades de IgA adsorvidas em ambos os

sistemas foram iguais (21%).

Tabela 4.8: Balanco de massa para IgG, IgA e IgM, resultante das analises
nefelométricas do soro humano sadio e das fragdes de lavagem e eluicdo da

cromatografia utilizando PBS, com volume de leito igual a 3,4 mL.
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Tabela 4.9: Balanco de massa para IgG, IgA e IgM, resultante das andlises
nefelométricas do soro humano sadio e das fracdes de lavagem e eluicdo da

cromatografia utilizando Hepes, com volume de leito igual a 3,4 mL.

{*) = niveis abaixo do limite de detecciio do método (1,11 mg/dL).

Para se avaliar a influéncia da presenga de outras proteinas na adsorgao de
IgG, comparou-se os resultados de adsorgdo de IgG de experimentos realizados a
partir de soro humano sadio com os resultados de experimentos a partir de IgG
humana pura. Estes ensaios cromatograficos foram realizados sob as mesmas
condi¢bes e com a mesma quantidade de IgG na alimentacdo (30,5 mg). Calculou-
se a quantidade de IgG adsorvida por volume de gel empacotado na coluna, a
partir das fracdes de eluicdo. Através dos resultados obtidos (Tabela 4.10), pode-se
verificar que a presenca de ouiras proteinas influenciou na adsorgéo de IgG para
ambos os sistemas tamponantes. Esta influéncia foi maior na presenca de Hepes,
onde a quantidade de IgG adsorvida no experimento com soro, foi 45% menor do
que a quantidade adsorvida no ensaio com IgG pura. Isto ocorreu provavelmente
devido & competicdo enire as outras imunoglobulinas e a molécula de IgG pelos

sitios de ligac@o da proteina L.
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Tabela 4.10: Quantidade de IgG adsorvida nos ensaios cromatograficos realizados

com IgG humana pura e com soro humano sadio, em presenca de Hepes e PBS, a

pH 74.
Ensaio Quantidade de IgG adsorvida (mg/mlL gel)*
cromatografico PBS Hepes
IgG pura 2,80 5,45
Soro humano sadio 2,06 3,00

* resultados normalizados por volume de gel (coluna continha 3,40 mL de gel em todos os

experimentos).

44 EXPERIMENTOS COM “POOLS” DE SOROS CONTENDO AUTO-
ANTICORPOS

4.4.1. Remogdo de auto-anticorpos

Experimentos in vitro empregando “pools” de amostras séricas contendo
auto-anticorpos foram conduzidos visando determinar a seletividade do gel
agarose-proteina L em remover diferentes auto-anticorpos (anti-S5-A/Ro, anti-S5-
B/La, anti-Sm e anti-dsDNA). Para tanto, simulou-se uma sessdo de tratamento
extracorpdreo (Figura 3.2 do Capitulo 3), onde o reservatorio represenfou o
paciente. Os resultados de porcentagem de remocio de anticorpos e albumina
(%R) sdo apresentados nas Tabelas 411 e 4.12, para os “pools” 1 e 2
respectivamente. Para uma melhor visualizacdo destes resultados, fez-se uma

representacdo grafica (Figuras 4.15 e 4.16).
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Tabela 4.11: Resultados experimentais de remoc¢do de anticorpos e albumina em

agarose-proteina L a partir do “pool” 1.

Tampdo Proteina Inicial O | Final @ QR & %R &
anti-S5-A/Ro 330,66 85,15 72,21 74,25
anti-S5-B/La 64,44 21,22 12,71 67,07
ant-Sm 20,40 6,5 4,08 68,15
anti-dsDNA 629,91 168,72 135,64 73,22

PBS
IeG 57,00 18,48 11,33 67,58
IgA 10,86 3,17 2,26 70,81
IgeM 4,86 1,41 1,01 71,08
albumina 95,85 50,74 13,27 47,07
ant-55-A/Ro 330,66 133,55 57,97 59,61
anti-55-B/La 64,44 31,61 9,66 50,94
anti-Sm 20,40 2,40 5,29 88,42
anti-dsDNA 629,91 79,37 161,92 87,40
Hepes
IgG 57,00 16,97 11,77 70,23
IgA 10,86 3,12 2,28 71,28
IgM 4,86 1,25 1,06 74,19
albumina 95,85 47,10 14,34 50,86

1 Quantidade de proteina na sclugao sérica inicial (U ou mg);
& Quantidade de proteina na solugéo sérica final (U ou mg);
#) Quantidade de proteina retida por volume de gel empacotado na coluna (U/mL ou mg/mlL);

& Porcentagem de remocao de anticorpos ou albumina.
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Tabela 4.12: Resultados experimentais de remocdo de anticorpos e albumina em

agarose-proteina L a partir do “pool”2.

Tampao Proteina Inicial @ | Final @ QR &) %R )
anti-55-A /Ro 194,28 62,09 38,88 68,04
anti-S5-B/La 88,68 29,92 17,28 66,27
ant-Sm 450,40 106,70 101,09 76,32
anti-dsDNA 281,40 83,96 58,07 70,16

PBS
IgG 46,50 14,22 949 69,41
IgA 8,13 2,34 1,70 71,28
IgM 4,41 1,22 0,94 72,32
albumina 105,48 52,64 1554 50,09
anti-S5-A/Ro 194,28 56,90 40,41 70,71
anti-S5-B/La 88,68 3242 16,55 63,44
anti-Sm 450,40 104,20 101,83 76,87
anti-dsDNA 281,40 76,72 60,2 72,74
Hepes
IgG 46,50 12,32 10,05 73,51
IgA 8,13 2,40 1,69 70,45
IgM 4,41 1,10 0,97 75,11
albumina 105,48 54,21 15,08 48,61

@} Quantidade de proteina na solugao sérica inicial (U ou mg);
& Quantidade de proteina na solugdo sérica final (U ou mg);
® Quantidade de proteina retida por volume de gel empacotado na coluna (U/ml. ou mg/mL});

# Porcentagem de remogdo de anticorpos ou albumina.
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Figura 4.15: Representacido gréfica dos resultados de porcentagem de remocio (%R) de auto-
anticorpos e albumina presentes no “pool” 1.

Figura 4.16: Representacdo grafica dos resultados de porcentagem de remocdo (%R) de awuto-
anticorpos e albumina presentes no “pool” 2.
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Analisando-se o0s resultados do “pool” 1, nota-se que o sistema
tamponante influenciou na %R. A presenca de PBS favoreceu a remocio de anti-
S5-A/Ro e anti-S5-B/La, enquanto que a presenca de Hepes favoreceu a remocgio
de anti-Sm e anti-dsDNA. Nao houve variagio significativa para imunoglobulinas
nem para albumina. Em contraste aos resultados do “pool” 1, o sistema
tamponante néo influenciou na %R para o “pool” 2. Comparando-se os valores de
%R dos diferentes auto-anticorpos entre si, verifica-se que o suporte de afinidade
reteve maiores quantidades de anticorpos anti-Sm e anti-dsDNA, em presenca de
Hepes (“pool” 1). Entretanto, para as imunoglobulinas, ndo se constata a
possibilidade de existéncia de seletividade, podendo-se obter um valor médio de
%R igual a (71,4 + 2,1)%. Em relagdo a albumina, as porcentagens de remocdo ndo
apresentaram variacOes significativas em ambos os “pools”, podendo-se obter um

valor médio de %R igual a (49,2+1,7)%.

Na circulagio extracorpdrea, quanto maior a remocdo de auto-anticorpos,
maior a eficiéncia deste tratamento. Assim, pode-se concluir que os resultados
deste trabalho foram promissores, indicando que o suporte de afinidade diminuiu
de 51% a 88% a quantidade inicial de cada auto-anticorpo presente no “pool”.
Entretanto, a quantidade de albumina removida também foi consideravel (pelo

menos 47 %), indicando que o paciente necessitaria de reposigdo desta proteina.

Os resultados de perda de albumina apresentados, sugerem que grande
parte desta proteina pode ter sido retida no gel de afinidade por interagSes nao-
especificas fracas ou por outros fendmenos diferentes de adsor¢do (retencio no
espaco intersticial ou nos poros do adsorvente), uma vez que os resultados obtidos
dos experimentos realizados com soro sadio mostraram a adsorcdo de tracos de
albumina em agarose-proteina L (Figura 4.14). Estas interacSes podem, também,

estar ocorrendo com as imunoglobulinas e auto-anticorpos.

Em face destes resultados efetuou-se, apds a recirculacdo das amostras
séricas na coluna, etapas de lavagem e eluicdo com objetivo de obter-se a

quantidade de proteina adsorvida especificamente no suporte de afinidade. Estes
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dados sdo importantes principalmente quando o adsorvente € utilizado para

purificacdo de anticorpos.

4.4.2. Adsorcdo de auto-anticorpos

Neste procedimento, apds a recirculacdo das amostras séricas na coluna, a
quantidade de proteina fracamente adsorvida na matriz de afinidade foi removida
com tampdo PBS ou Hepes a pH 7,4, em seguida, a fracdo protéica fortemente
adsorvida foi eluida com tampao glicina a pH 3,0, como descrito em “Materiais e
Métodos”. Os resultados de porcentagem de adsorcdo de anticorpos e albumina
(%A) sdo apresentados nas Tabelas 4.13 e 4.14, para os “pools” 1 e 2
respectivamente. Para melhor visualizagdo, estes resultados foram representados

graficamente (Figuras 4.17 e 4.18).
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Tabela 4.13: Resultados experimentais de adsorcdo de anticorpos e albumina em

agarose-proteina L a partir do “pool”1.

Tampao| Proteina |Inicial® |Final@ L& | E® QA | %A ®

anti-SS-A/Ro | 330,66 | 85,15 |139,79| 53,27 | 15,67 | 16,1

anti-S5-B/La 64,44 21,22 | 28,69 | 6,00 1,76 9,3

anti-Sm 20,40 6,5 757 | 663 | 1,95 | 32,6
anti-dsDNA | 629,91 | 168,72 | 159,64 | 139,48 | 41,02 | 22,1
PBS
IgG 57,00 18,48 | 20,26 | 11,99 | 3,53 | 21,0
IgA 10,86 3,17 29 | 18 | 055 | 17,3
IgM 4,86 1,41 1,01 ;| 1,00 | 029 | 20,6
albumina 95,85 50,74 | 44,06 | 0,09 | 0,03 0,1
anti-S5-A/Ro | 330,66 | 133,55 [ 125,71 | 83,65 | 24,60 | 253
anti-55-B/La | 64,44 31,61 | 26,41 | 12,10 | 3,56 | 18,8
anti-5m 20,40 2,40 4,27 | 905 | 2,66 | 44
anti-dsDNA | 62991 | 79,37 |120,01 233,93 | 68,80 | 37,1
Hepes
IgG 57,00 16,97 | 1512 | 1850 | 544 | 32,5
IgA 10,86 312 280 | 244 | 0,72 | 225
IgM 4,86 1,25 062 | 1,87 | 0,55 | 384
albumina 95,85 47,10 | 39,20 | 0,20 | 0,06 | 02

1) Quantidade de proteina na solugéo sérica inicial (U ou mg);
@ Quantidade de proteina na solucao sérica final (U ou mg);
® Quantidade de proteina nas fragtes de lavagem (UJ ou mg);
@ Quantidade de proteina nas fractes de eluicdo (U on mg);

) Quantidade de proteina adsorvida por volume de gel empacotado na coluna {U/mL ou
mg,/mL);

) Porcentagem de adsor¢do de anticorpos ou albumina.
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Tabela 4.14: Resultados experimentais de adsorc@o de anticorpos e albumina em

agarose-protefna L a partir do “pool”2.

Tampdo| Proteina |Inicial® |Final@; L® | E® QAG %A®

anti-55-A/Ro | 194,28 | 62,09 | 59,27 | 38,68 | 11,38 | 199

ant-SS-B/La | 88,68 29,92 11590 | 21,89 | 644 | 24,7

anti-Sm 450,40 | 106,70 | 146,32 | 166,26 | 48,90 | 36,9
anti-dsDNA | 281,40 | 83,96 |104,80 128,89 37,91 | 458
PBS
1gG 46,50 | 14,22 | 14,36 | 1232 | 3,62 | 26,5
IgA 8,13 234 | 212 | 1,84 | 054 | 22,7
IgM 4,41 122 | 082 | 094 | 028 | 214
albumina 105,48 | 52,64 | 42,77 | 012 | 004 | 01
anti-SS-A/Ro| 194,28 | 56,90 | 72,13 | 52,07 | 1531 | 26,8
anti-SS-B/La | 88,68 | 3242 | 29,65 | 20,35 | 599 | 22,9
anti-Sm 450,40 | 104,20 | 134,16 | 157,42 | 46,30 | 35,0
anti-dsDNA | 281,40 | 76,72 | 99,12 |125,85| 37,01 | 44,7
Hepes
IgG 46,50 | 12,32 | 1524 | 14,03 | 4,13 | 30,2
IgA 8,13 240 | 2,71 | 1,65 | 049 | 203
IgM 4,41 1,10 | 075 | 1,28 | 0,38 | 291
albumina 10548 | 54,21 | 47,04 | 0,16 | 0,05 | 0,2

) Quantidade de proteina na solucéo sérica inicial (U ou mg);
@ Quantidade de proteina na solugio sérica final (U ou mg);
3 Quantidade de proteina nas fracdes de lavagem (U ou mg);
@ Quantidade de proteina nas fractes de eluicdo (U ou mg);

® Quantidade de proteina adsorvida por volume de gel empacotado na coluna (U/mL ou
mg/mL);

#) Porcentagem de adsorcio de anticorpos ou afbumina.
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Figura 4.17: Representacio grafica dos resultados de porcentagem de adsorciio (% A) de auto-
anticorpos e albumina presentes no “pool” 1.
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Figura 4.18: Representacdo grifica dos resultados de porcentagem de adsorcdo (%A) de auto-

anticorpos e albumina presentes no “pool” 2.
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Analisando-se os resultados do “pool” 1, constata-se que o sistema
tamponante influenciou na %A. A presenca do tampac Hepes favoreceu a
adsorcdo de todos os auto-anticorpos e de todas as imunoglobulinas deste “pool”.
Mais uma vez os resultados do “pool” 2 ndo mostraram variacdes significativas em

relacdo ao sistema tamponante, exceto para anti-SS-A /Ro (6,9%) e IgM (7,7%).

Comparando-se os valores de %A dos diferentes auto-anticorpos entre si,
pode-se concluir que o suporte de afinidade adsorveu maiores quantidades de
anticorpos anti-dsDNA e anti-Sm, em ambos os “pools”, como verificado apenas
pelas quantidades removidas (%R). Os valores de %A iguais a 0,1 e 0,2% para

albumina, indicam a fraca interagio desta proteina com o suporte de afinidade.

Comparando-se os valores de %A e %R, nota-se que para todos os auto-
anticorpos, imunoglobulinas e albumina, os valores de %R sdo superiores aos de
% A. Estes resultados confirmam que grande parte das proteinas estudadas nédo foi
realmente adsorvida no gel de afinidade. Provavelmente estas proteinas
permaneceram no interior dos poros das particulas do adsorvente e no espaco
intersticial durante a recirculacido da amostra sérica, ou foram adsorvidas por

interacOes muito fracas ndo-especificas.

Diante dos resultados de % A, conclui-se que o suporte agarose-proteina L
apresenta condicdes mais favoraveis (maior seletividade) para a purificacdo de
anti-dsDNA e anti-Sm, ambos em presenca de Hepes. Além disso, possui a

vantagem de ndo adsorver albumina, que seria uma impureza.

4.4.3. Experimentos em frascos agitados

Os experimentos em frascos agitados tiveram por finalidade a comparacdo
do desempenho do suporte de afinidade agarose-protefna 1. com dados da
literatura de outros adsorventes utilizados em uso clinico para remocao de auto-
anticorpos. Os ensaios foram conduzidos na auséncia de tampéo, condicdo mais

proxima da utilizada clinicamente. Os suportes estudados por IKONOMOYV ef al.
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(1992) foram Sepharose-proteina A, PVA-triptofano, PVA-fenilalanina e sulfato de
dextrana, todos disponiveis comercialmente. A comparacio feita em relacdo as
porcentagens de remogao de anti-dsDNA, IgG, IgA e IgM é apresentada na Tabela
4.15.

Tabela 4.15: Comparacao das porcentagens de remocdo de anticorpos (%R) dos
suportes de afinidade agarose-proteina L, Sepharose-proteina A, PVA-triptofano,

PVA-fenilalanina e sulfato de dextrana, obtidas nos experimentos em frascos

agitados.
Anticorpo | agarose-Proteina L. | Sepharose- PVA- PVA- sulfato de
“pool” 1| “pool” 2| proteina A* | triptofano* | fenilalanina* | dextrana*
anti- 24 35 83 65 75 32
dsDNA
IgG 35 37 86 50 45 22
IgA 38 36 25 21 29 15
IgM 34 38 50 52 56 30

* Resultados obtidos por [IKONOMOV ef al. (1992).

Comparando-se os valores de %R de anfi-ds-DNA, verifica-se que a
retencdo deste anticorpo em agarose-proteina L (“pool” 2) foi similar & obtida em
sulfato de dextrana e inferior as obtidas nos outros suportes. A retencdo de IgG e
IgM em agarose-proteina L foi mais efetiva do que em sulfato de dextrana e menos
efetiva do que nos outros suportes. Por outro lado, os valores de %R de IgA em
agarose-proteina L superaram em 13%, 17%, 9% e 23% os valores de %R de IgA em
Sepharose-proteina A, PVA-triptofano, PVA-fenilalanina e sulfato de dextrana,

respectivamente. Entretanto, esta comparacio é feita com ressalvas, uma vez que
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se desconhece a caracterizacdo das amostras séricas utilizadas por IKONOMOYV et

al. (1992).

Com a finalidade de se verificar a provavel influéncia da presenca do

tampdo na retencdo de proteinas em agarose-proteina L, comparou-se os valores

de %R obtidos nos experimentos em frascos agitados com os obtdos nos ensaios
P g

com recirculacdo (Tabela 4.16). Esta comparagao foi possivel, uma vez que a razio

volume de adsorvente por volume de solugdo sérica foi igual a 1:2 em ambos os

experimentos.

Tabela 4.16: Comparacao das porcentagens de remocio de anticorpos e albumina

(%R) em agarose-proteina L, obtidas nos experimentos em frascos agitados

(auséncia de tampdo) e nos ensaios com recirculacio (presenga de tampao PBS).

Ensaios em frascos agitados

Ensaios com recirculacao

Proteina (sem tampao) {com tampdo)
“Pool” 1 “Pool” 2 “Pool” 1 “Pool” 2

anti-S5-A /Ro 51 65 74 68
anti-S5-B/La 42 49 67 66
anti-Sm 24 38 68 76
anti-dsDNA 24 35 73 70
IeG 35 37 68 69
IgA 38 36 71 71
IgM 34 38 71 72
albumina 28 32 47 50

Os resultados mostraram a influéncia do tampdo na %R para os auto-

anticorpos estudados e para albumina, causando aumentos mais significativos nos
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valores de porcentagem de remogdo para anti-Sm e anti-dsDNA. Apesar dos
diferentes valores de temperatura destes ensaios (37°C e 25°C), a adsorcio de IgG
varia muito pouco com a temperatura, na faixa de 4°C a 37°C (KIHLBERG et 4l.,
1996).
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CAPITULOS5

CONCLUSOES E SUGESTOES PARA OS PROXIMOS TRABALHOS

5.1 CONCLUSOES

A principal conclusdo resultante deste trabatho foi que a aplicacdo do gel
agarose-proteina L na remogdo de imunoglobulinas (G, A e M) e de auto-
anticorpos, a partir de amostras séricas, é potencialmente viavel. No entanto, a
quantidade de albumina removida indica que o paciente necessitaria de reposigdo

desta proteina.
Qutras conclustes relevantes obtidas foram:

a) Dentre os tampdes estudados, obteve-se maior adsorcdo de IgG em
agarose-proteina L, em presenca de tampao Hepes a pH 7,0, condicdo na qual ele
se encontra na forma zwiteridnica. Além disso, constatou-se diminuicio de

adsorcdo de IgG com aumento de pH para todos os tampdes, exceto Tris-HCl.

b) O ajuste dos parametros do modelo de Langmuir, forneceu valores de
Qum dentro da faixa fornecida pelo fabricante do adsorvente e valores de Kq na faixa
micromolar (107), indicando alta afinidade, que é tipica para ligantes de afinidade

bioespecificos.

c) O ajuste dos parametros do modelo de Langmuir-Freundlich forneceu
valores de capacidade maxima de adsorgio e constante de dissociacdo do
complexo IgG-proteina 1., similares aos obtidos pelo modelo de Langmuir, exceto
Kaar na presenca de tampao Hepes. Os valores do expoente de Langmuir-
Freundlich (n) iguais a 0,77 e 1,6 para os experimentos realizados com PBS e

Hepes, indicaram a existéncia de cooperatividade negativa e positiva,
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respectivamente. Estes resultados foram coerentes com os obtidos pelos gréficos de

Scatchard.

d) Resultados qualitativos dos ensaios com soro humano sadio obtidos
através de eletroforese SDS-PAGE, indicaram que grandes quantidades de IgG e
pequenas quantidades de albumina e outras proteinas do soro foram retidas na
mairiz, para ambos os tampdes utilizados. Estes resultados foram parcialmente
confirmados na quantificacdo de IgG, IgA e IgM por nefelometria. Neste método,
verificou-se que quantidades considerdveis dessas imunoglobulinas foram

adsorvidas na matriz (pelo menos 21% do total injetado).

e) Os resultados de remogdo de auto-anticorpos mostraram que o suporte
de afinidade diminui de 51% a 88% a quantidade inicial de cada auto-anticorpo

presente no “pool”.

f) Para todos os auto-anticorpos, imunoglobulinas e albumina, os valores
de %A foram inferiores aos de %R. Estes resultados confirmam que grande parte
das proteinas estudadas ndo foi realmente adsorvida no gel de afinidade. Os
resultados de %A também mostraram que o suporte apresenta maior capacidade

de adsorcdo de anti-dsDNA e anti-Sm.

g) Na comparacdo do desempenho do suporte em estudo com dados da
literatura de outros adsorventes utilizados em uso clinico para remocio de auto-
anticorpos (IKONOMOV et al., 1992), observou-se que os valores de %R de anti-
dsDNA para agarose-proteina L foram inferiores aos valores dos outros suportes
comparados {exceto sulfato de dextrana). Porém, esta comparacio é feita com

ressalvas, uma vez que se desconhece a caracterizacdo das amostras séricas

utilizadas por IKONOMOV et al. (1992).

h) A comparacdo dos valores de %R obtidos nos experimentos em frascos
agitados com os obtidos nos ensaios com recirculagdo, mostrou que em presenga

de tampao, a retengdo das proteinas aumentou.
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5.2 SUGESTOES PARA OS PROXIMOS TRABALHOS

Diante dos resultados promissores de remocdo de auto-anticorpos em
agarose-proteina L obtidos neste trabalho, acredita-se que este tema de pesquisa

poderia vir a ser mais explorado no futuro.
Algumas sdo as sugestdes aqueles que derem continuidade a este trabalho:
¢ Testar a remogdo de outros auto-anticorpos;

e Verificar a ocorréncia de desprendimento de protefna L da matriz durante a

passagem de plasma pela coluna;
¢ Realizar testes de hemocompatibilidade;

e Investigar, através de andlise de custo, a viabilidade desse suporte na
aplicacdo no tratamento extracorpéreo de pacientes com doencgas auto-
imunes, comparando-se com os suportes ja disponiveis para tratamento in

VIvo.
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