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RESUMO

A inddstria farmacéutica enfrenta dificuldades com relacdo a susceptibilidade de
seus produtos a contéminag?io por endotoxinas (ETs). Estas moléculas sdo
lipopolissacarideos presentes na parede externa de bactérias Gram negativas e devido
apresentar alta toxicidade a sua remogdo € essencial para administragdo parenteral segura.
Este trabalho visou a remogio de ETs de soro antiofidico, produto farmacéutico que
consiste na unica forma de tratamento de vitimas de acidentes ofidicos. A técnica utilizada
foi a filtragdo em membrana reticulada de quitosana por esta demonstrar potencial para a
interagio com endotoxinas. A membrana de quitosana foi sintetizada em nosso laboratorio
e apresentou valores de vazio, tensio e 4rea de adsorcio (13 mL.min”, 0,81 MPa e

15,9 cm’, respectivamente) adequados para a execugio dos experimentos.

Inicialmente, investigou-se a existéncia de adsor¢io de anticorpos do soro na
membrana e notou-s¢ que em solugdes tamponantes acetato de sddio pH 5,0 e Tris-HCI
pH 7,0 (4,25% e 4,67%, respectivamente) obteve-se uma menor adsor¢do. Em seguida,
estudou-se a adsor¢do de ETs em membranas a partir das solugdes tamponantes definidas
anteriormente. Neste estudo verificou-se que em tampéo Tris-HCI pH 7,0 foram alcancados
maiores porcentagens de remogdo (97,7% e 99,0% para solugdes contaminadas nas
concentragdes de 150 EU.mL e 1000 EU.mL", respectivamente).

Na despirogenacgio de solugbes de soro antiofidico contendo baixa concentragdo
de anticorpos (1 mg.mL™) altos valores para a remogio de endotoxinas e recuperagio de
anticorpos foram observados, chegando a apresentar 1% de endotoxinas remanescentes e
94,6% de proteina recuperada no produto final inicialmente contaminado com
1000 EU.mL™.

Os resultados obtidos para a remogio de ETs de solugdes de soro contendo alta
concentragio de anticorpos (cerca de 15 mg.mL™), também foram significativos quanto a
eficiéncia de remog3o de ETs e recuperagdo de anticorpos para solugdes inicialmente
contaminadas com 1000 EU.mL" (98,7% e 82% de ET removida e de proteina recuperada,
respectivamente). Além disso, notou-se também que o aumento na concentragdo de
anticorpos resultou em uma maior dificuldade na recuperagio destes, sem contudo

representar uma dificuldade ao processo de remogio por adsorgéo.



ABSTRACT

Contamination of therapeutic solutions by endotoxins (ET’s) are of major concern
in the pharmaceutical industry. The ET’s are lipopolyscaccharides found in the outer cell
membranes of Gram-negative bacteria and are known to cause strong reactions in man after
intravenous application. For this reason, the removal of ET’s from therapeutic solutions is a

major challenge in downstream processing.

In this work, we studied the removal of ET’s from snake antivenom serum, the
therapeutic employed on the treatment of snake bite accidents. The technique studied for
the this removal was the membrane filtration using cross-linked chitosan membranes. We
investigated the chitosan membrane synthesis that presented appropriated features of
flowrate, resistance to stress and adsorption area (13 mL.min", 0,81 MPa and 15,9 cm?,
respectively). The adsorption of proteins (antibodies) and ET’s on the membrane was also
investigated. The influence of three different buffer systems (Tris-HCl, sodium acetate and
phosphate) on the adsorption of antibodies was studied. The best conditions found (fower
antibody adsorption) were: pH 5,0 using acetate buffer, and pH 7,0 using Tris-HC] buffer
(4,25% and 4,67% of antibody adsorption, respectively). The adsorption of ET’s on the
membrane when using the selected conditions was studied. Higher ET clearances were
obtained using the Tris-HCI pH 7,0 buffer (97,7% and 99,0% for solutions containing
initial ET concentrations of 150 and 1000 EU.mL™", respectively).

The membrane proved to be efficient on the removal of ET’s from dilute snake
antivenom serum (1,0 mgmL " of antibody concentration). ET removal efficiencies as high
as 99,0% and antibody recovery of 94,6% were obtained, for a solution containing an initial
ET concentration of 1000 EU/mL. The depyrogenation efficiency of high antibody
concentration serum (approximately 15 mg.mL') was also significant. The ET clearance
and antibody recovery of a solution containing an initial ET concentration of 1000 EU.mL™*
were 98,7% and 82,0%, respectively. Moreover, the results indicated that antibody presence
in the serum solutions was not a major obstacle for the ET removal process. However, the

antibody recoveries from these high concentrated serums were significantly reduced.
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Capitulol: Introducéio

CAPITULO 1

INTRODUCAO

1.1. Introducio e Relevincia

Todo ano ocorrem no Brasil cerca de 20.000 casos de acidentes ofidicos, sendo
que 80% destes casos sdo atribuidos & serpentes do género Bothrops. Em todas as
ocorréncias, © tratamento recomendavel € a soroterapia, que consiste na rapida
administragéo do soro antiofidico ao paciente em quantidades que dependem de seu estado
clinico. Basicamente, os antivenenos s3o constituidos de anticorpos policlonais especificos,

obtidos a partir do plasma do cavalo ap6s sua hiperimunizagio com o veneno da serpente.

O soro antiofidico, por ser uma solugi3o destinada a injegdo em humanos, deve
apresentar niveis de pureza, estabelecido pelas farmacopéias, para garantir uma
administragfio segura. Medidas preventivas durante a sua produg3o e purificagio devem ser

tomadas para evitar a sua contaminagdo por pirogénios tais como endotoxinas.

Endotoxinas sio lipopolissacarideos encontrados na parede externa de bactérias
Gram negativas. Seus efeitos s@o conhecidos por causarem elevagdo da temperatura
corporea em mamiferos quando presentes na corrente sangiiinea, por isso a sua remogio de
produtos farmacéuticos € de extrema importancia. Dentre as técnicas empregadas para a
remogdo de endotoxinas de tais produtos, aquelas que se baseiam na afinidade entre duas
moléculas sfo as mais eficazes. O principio da afinidade entre as moléculas de endotoxinas
e grupos positivamente carregados, imobilizados na estrutura de matrizes adsorventes, tem
sido fortemente explorado para a despirogena¢io de solugles contendo biomoléculas
muitas das quais constituintes de produtos com fins terapéuticos. A maioria dos trabalhos
de pesquisa nessa area utiliza géis cromatograficos contendo ligantes de afinidade
imobilizados. Contudo, esta técnica apresenta limitagdes operacionais para aplicagio em
larga escala, como a utilizagio de altas vazbes. Altemativamente, a cromatografia em
membrana de afinidade apresenta a vantagem da utilizagio de vazdes mais altas, favorecida
pelo transporte convectivo das moléculas através dos poros da membrana (Brandt et al.,
1988; Unarska et al., 1990).
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Diversos materiais t€m sido utilizados para a obtencio de membranas por
exemplo: celulose, alcool poli(etileno vinilico), alcool poli(vinilico), nylon recoberto com
celulose, entre outros. Para a sintese de membranas, caracteristicas como hidrofilicidade,
baixa adsor¢do ndo especifica e estabilidades quimica e fisica, sdo desejadas. Nos dltimos
anos, estudos tém-se intensificado na investigacio do desempenho de matrizes derivadas de
quitosana, visto que estas apresentam apropriadas caracteristicas de hidrofilicidade e
resisténcia mecanica, além da presen¢a dos grupos hidroxila e amino disponiveis para o
acoplamento de ligantes (Rinaudo e Domard, 1989; Zeng e Ruckenstein, 2000). A
quitosana e seus derivados tém encontrado aplicagio em diversas dreas como medicina e
biotecnologia. Membranas de quitosana foram desenvolvidas por Zeng e Ruckenstein
(1996) e empregadas como matrizes de afinidade para a purificagdo de diversas proteinas.
Portanto, por apresentar uma estrutura carregada positivamente e uma afinidade por
lipopolissacarideos (Davydova, 2000), a utilizagio de matrizes de quitosana € promissora

na remo¢do de moléculas negativamente carregadas como as endotoxinas.

1.2. Objetivo

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de membrana porosa de quitosana
e a avaliagio do potencial da mesma na despirogenacio de solugdes de soro antiofidico.
Para o estudo do processo de remogo de endotoxinas do soro hiperimune por filtragiio em
membranas de quitosana, fez-se necessario a investigaciio da existéncia de competighes
entre as endotoxinas e os anticorpos do soro pelo sitio de adsor¢@o. Desta forma, foram

definidas etapas para a viabilizagdo deste estudo que s3o as seguintes:

1) Sintese e caracterizagdo das membranas de quitosana: a sintese foi baseada no método
desenvolvido por Zeng e Ruckenstein (1996) associado a execucdo de dois
planejamentos experimentais visando otimizar os fatores envolvidos na sintese de uma
uma membrana que apresentasse vazio e resisténcia mecinica adequadas para a

realiza¢fio dos experimentos de filtragdo;
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2)

3)

4)

5)

Verificag@o da existéncia de adsorgdo dos anticorpos do soro hiperimune nas membranas
de quitosana: experimentos de adsor¢io de anticorpos foram realizados utilizando uma
célula de ultrafiltracio contendo uma membrana de quitosana suportada. Algumas

solughes tamponantes a diferentes valores de pH foram estudadas;

Verificagdo da existéncia de adsorgdo de moléculas de endotoxinas a partir de solugdes
tamponantes em membranas de guitosana e determinagiio da solugdo tamponante que
melhor favoreceu esta adsorgio: neste estudo as solugdes tamponantes acetato de sodio
pH 5,0 e Tris-HCl pH 7,0 foram utilizadas por promoverem uma menor adsorgdo dos
anticorpos do soro. Estas solugdes tamponantes foram contaminadas artificialmente com
endotoxinas em duas concentragdes diferentes, 150 EU/mL e 1000 EU/mL, e utilizadas

como solucgdo de alimentagio,

Despirogenagdo de solugdes de soro antibotropico contendo baixa concentracdo de
anticorpos: neste estudo, as solugdes foram contaminadas artificialmente com

endotoxinas nas concentragdes de 150 EU/mL e 1000 EU/mL e submetidas a filtrag#o;

Despirogena¢do de solugdes de soro antibotropico contendo alta concentragio de
anticorpos. Estas solugbes foram contaminadas artificialmente com endotoxinas nas
concentrages de 150 EU/mL e 1000 EU/mL e submetidas a filtragéo.
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CAPITULO 2

REVISAO DA LITERATURA

2.1, Soro Antiofidico: relevincia, constituicio e produgio

O soro antiofidico € o antidoto que neutraliza a agiio do veneno de serpentes
peconhentas e consiste no tinico meio de tratamento de vitimas de acidentes ofidicos.
Quando introduzido no organismo do homem ou de animais, o soro desencadeia um
mecanismo de imunizagio passiva. Este mecanismo é utilizado quando se deseja uma
resposta rapida do organismo como no caso de mordida de cobra pegonhenta, cujas toxinas
do veneno injetado podem matar em pouco tempo. As serpentes pegonhentas no Brasil
pertencem aos géneros Bothrops, Crotalus, Micrurus e Lachesis, sendo que a maioria dos
acidentes é causada pelas serpentes do género Bothrops (80 a 90%), seguido pelo Crotalus
(10 a 20%) e pelos demais (1%).

Os soros sdo constituidos de anticorpos ¢ sdo especificos para cada tipo de veneno
inoculado. Anticorpos sdo proteinas denominadas genericamente imunoglobulinas (Ig) e
tém a fungfio de defesa contra agentes considerados estranhos ao organismo, os antigenos.
Quimicamente, as imunoglobulinas sdo glicoproteinas constituidas de duas cadeias
polipeptidicas leves (massa molecular em torno de 23,0 kDa) e duas cadeias polipeptidicas
‘pesadas (massa molecular em torno de 50,0 a 70,0 kDa), resultando em massa molecular
em torno de 150 kDa (Roitt et al., 1987). As classes de imunoglobulinas conhecidas sio:
IgA, IgD, IgE, IgG e IgM. A molécula de imunoglobulina possui duas partes denominadas
Fab (fragment adsorption binding) e uma parte chamada Fc (fragment complement), ligadas
por uma regido flexivel (ligagdes dissulfeto). A parte Fab possui a fungio de ligar-se ao
antigeno e a Fc é o local de ligagdo de complementos e receptores ¢ varia conforme a classe
de Ig (Vlug et al., 1989).

A demanda brasileira de soro antiofidico é cerca de 300.000 doses anuais que ¢

suprida principalmente pelo Instituto Butantan (SP), seguido pela FUNED (MG) e pelo
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Hospital Vital Brasil (RJ) (O Estado de S&o Paulo, 2001). A metodologia de obtengio do
soro antiofidico foi desenvolvida pelo médico Vital Brasil no inicio do século passado e ¢
utilizada até hoje. As etapas para a2 obtengdo do soro antiofidico podem ser visualizadas na

Figura 2.1.

Figura 2.1 Ciclo de fabricagdio do SOro antiofidico (Fonte:
http://www.uol.com br/novaescola/ed/141_abrO1/html/comopq_ciencias.html. Acesso em:
20/11/01).

De acordo com a Figura 2.1 o soro € produzido da seguinte forma: primeiramente
retira-se 0 veneno da serpente (1). Em seguida, injetam-se pequenas doses deste veneno no
cavalo em intervalos de cinco dias (2). Passados 30 dias, o sistema imunoldgico do animal
cria anticorpos que neutralizam a a¢do do veneno, sendo entfio retirados de 6 a 8 litros de
sangue do cavalo em intervalos de 48 horas (3). Como a Unica parte utilizada do sangue é o
plasma (solugfio rica em sais minerais, proteinas, hormonios e anticorpos), faz-se uma
separagdo dos demais constituintes do sangue (hemécias ¢ plaquetas) através de
centrifugacdo. As moléculas de IgG presentes no plasma sdo tratadas com enzimas
proteoliticas como a pepsina, que hidrolisam as ligagdes peptidicas da regido flexivel,

produzindo um fragmento F(ab’); e varios peptideos provenientes da hidrolise do
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fragmento Fc (Figura 2.2). Finalmente, depois de uma série de etapas de purificacdo e
formulagdo, o soro antiofidico, agora constituido basicamente de fragmentos F(ab’), €

envasado e distribuido para os hospitais (4).

B 8 pepiideos
B B8 éell;eim
B maces
B B mokcua
8

Figura 2.2: Tratamento enzimatico da molécula de I1gG por pepsina (Fonte:
http://ntri.tamuk edu/immunology/ab-structure.html. Acesso em: 26/11/01).

Apesar da eficacia comprovada, a soroterapia apresenta como inconveniente o
desenvolvimento de efeitos colaterais pelo sistema imunologico das vitimas em tratamento,
devido 3 utilizagfo de anticorpos policlonais provenientes do soro do cavalo. Estudos para a
produgdo de anticorpos em cultura de células através da tecnologia de hibridomas tém sido
realizados. A vantagem de um produto a partir dessa tecnologia € a presen¢a de um unico
tipo de molécula (anticorpo monoclonal) que € especifica para o venenc da cobra (Natural
Toxins Research Center, Texas A&M University, 2001).

No Brasil, uma outra forma de obtengio de soro encontra-se em estudo pelo
departamento de farmacologia do Instituto Butantan juntamente com pesquisadores dos
Institutos de Biociéncias e Ciéncias Biomédicas da USP (SP). Este método baseia-se na
obtencdo do veneno através do cultivo das células secretoras in vifro e posteriormente a

obtengdo do soro em laboratorio (O Estado de Sédo Paulo, 2001).
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Durante a produgio do soro antiofidico, medidas preventivas devem ser tomadas
para evitar a presenca indesejada de pirogénios, como endotoxinas, visando garantir uma

administragdo segura 3s vitimas de acidentes ofidicos.

2.2. Endotoxinas: caracteristicas ¢ métodos de remocao

As moléculas conhecidas como endotoxinas foram descobertas ha mais de 100
anos atras, € tém demandado estudo constante da parte de pesquisadores em todo o mundo,
devido a algumas peculiaridades (Petsh e Anspach, 2000). As endotoxinas (ETs) sio
complexos de alta massa molecular associados 3 membrana externa de bactérias Gram

negativas, estas por sua vez se constituem na mais significante fonte de pirogénio para a

induastria farmacéutica.

Este pirogénio constitui em média trés quartos da parede celular das bactérias e
apesar de estarem firnemente ancoradas na parede celular, sdo continuamente liberadas nas
vizinhangas da célula (Raetz, 1990). A liberagdo das endotoxinas acontece ndo sé por

ocasido da morte celular, mas também durante o crescimento e divisdo bacterianos.

Sabe-se que as bactérias podem crescer em ambientes pobres em nutrientes, como
por exemplo, a 4gua mineral ou a agua de uma piscina de natagio. Por isso pode-se dizer
que as endotoxinas estdo presentes em praticamente todos os lugares. No entanto, altas
concentraghes 50 sdo encontradas em ambientes onde as bactérias se acumulam. Isto
significa que suspensdes bacterianas produzidas com a intenclio de se obter um
medicamento tém forte probabilidade de apresentar concentragGes indesejaveis de
endotoxinas. Quando presentes na corrente sangiiinea do homem, causam efeitos adversos
intensos mesmo a concentragdes muito reduzidas. Sua presenga pode ser devida a uma
infecgdo bacteriana ou a aplicagio intravenosa de um medicamento contaminado. No
organismo, a agdo das endotoxinas nfio se di diretamente sobre as células ou érgdos, mas
através da ativagio do sistema imunologico, especialmente dos mondcitos e dos
macrofagos, os quais liberam mediadores, como o fator de necrose tumoral, varias
interleucinas, prostaglandinas, fator de estimulo de coldnias, e radicais livres (Pabst ¢
Johnston, 1989). Os efeitos sfo: alteracio da estrutura e fung@io das células e orgdos,
mudanga das fungdes metabolicas, aumento da temperatura corporea, alteragdo da cascata



Capitulo 2: Revisdo da Literatura

de coagulagio sangiiinea ¢ modificacdo da hemodinidmica causando choques, podendo
levar até a morte (Martich et al, 1993).

O limite méximo da presenca de endotoxinas em aplicagdes intravenosas em
unidades de endotoxinas por quilograma de massa corporea € de 5 EU/kg pela European
Pharmacopoeia € de 0,2 EU/kg pela FDA. O termo EU descreve a atividade biologica de
uma endotoxina sendo que para efeito de simplificagdo, ¢ costume considerar 1 £U como

100 pg de endotoxina.

Quimicamente, as endotoxinas sio lipopolissacarideos (LPS) que consistem de trés
partes diferentes, no aspecto quimico e biolégico, um componente heteropolissacarideo
denominado de antigeno O, um componente oligossacarideo que fica na parte central da
cadeia polimérica € um componente lipidico, denominado de lipideo A (Petsch ¢ Anspach,
2000). A localizagdo e estrutura das ETs podem ser visualizadas na Figura 2.3.
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Molécula de Endotoxina
Figura 2.3: Esquema da localizagiio das moléculas de endotoxinas na estrutura da parede
das bactérias Gram negativas e estrutura quimica das Endotoxinas. (1) Antigeno O, (2)
Oligossacarideo central e (3) Lipideo A.

O lipideo A € a parte toxicamente ativa da endotoxina e salvo algumas poucas
exceghes (Mayer e Weckesser, 1984), apresenta estruturas muito similares em diferentes

géneros de bactéria. A regigo central da molécula, préxima ao lipideo A e o préprio lipideo
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A, sdo parcialmente fosforilados (pK; = 1,3; pK; = 8,2, dos grupos fosfato do lipideo A)
(Hou e Zaniewski, 1990). Por iss0, as endotoxinas apresentam carga liquida negativa em

solugdes com pH acima de 1,3.

As endotoxinas apresentam uma massa molecular cerca de 10-20 kDa,
dependendo principalmente da linhagem microbiana; sdo moléculas termo-resistentes e
praticamente insensiveis a variagdes no pH. Além disso, possuem a capacidade de formar

agregados moleculares quando em meio aquoso tornando-se ainda mais resistentes.

A agregagio dos mondmeros de ETs ¢ governada por interagdes ndo polares entre
as cadeias de carbono do lipideo A ou por pontes formadas por ions divalentes entre os
grupos fosfato, formando micelas (MM<1000 kDa) e vesiculas (MM>1000 kDa) (Anspach
e Petsch, 2000; Kang e Luo, 1998). O equilibric entre os monbmeros agregados é
influenciado por detergentes e agentes quelantes, ou ainda pela presenga de proteinas (Li e
Luo, 1997). A agregaciio de endotoxinas com proteinas também pode ocorrer e ira
depender das propriedades da proteina (por exemplo, carga liquida e hidrofobicidade) e das
condigdes da solugio (pH e forga idnica) (Anspach e Petsch, 2000).

A interagdo com proteinas basicas (pI>7) tais como lisozima, ribonuclease A e
imunogicbulina humana, apresentam como principal forga motriz as interagOes
eletrostaticas. Com relagiio & interagio com proteinas neutras e mesmo com proteinas
acidas (pI<7) outros mecanismos de interacBes devem existir. Como estas interagdes
ocorrem ainda encontra-se em estudo, pois apesar de interagdes hidrofobicas com proteinas
serem concebiveis, ainda ndo ha uma forte evidéncia de que estas governem o mecanismo
de interagio (Petsch e Anspach, 2000).

Como dito anteriormente, as influéncias da forga idnica e do pH da solugdo
também tém desempenhado um importante papel nas interagdes entre proteinas ¢ ETs. Em
estudo recente, Kang ¢ Luo (2000) mvestigaram os efeitos da for¢a ibnica e pH na
eficiéncia da remociio de ETs e recuperag@o de proteina em cromatografia de afinidade. Em
solu¢bes de alimentag@o hemoglobina—ETs preparadas com solugdo de NaCl e com CaCl,,
a eficiéncia na remogio de ETs diminuiu quando a forga idnica foi aumentada de 0 para

0,25 M para ambas as solugdes. Da mesma forma ¢ aumento no pH, promoveu uma
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redugio significativa na eficiéncia de remog3o de ETs. Por outro lado, com relagdo a

recuperagdo de proteinas ambos forga iGnica e pH nfo exerceram influéncia significativa.

De um modo geral, a capacidade de agregamento de ETs dificulta a sua remogio
principalmente de solugdes protéicas. As pesquisas desenvolvidas mostram que a
complexagio de ETs com proteinas resultam em uma baixa recuperagio das proteinas, ou
em uma subestimac@o da concentragio de endotoxinas no produto. A presenga dos ions,
principalmente bivalentes, minimiza a perda das proteinas contudo dificulta a remogio das
ETs. No caso do pH da solugdo, as interagbes dependerdo do pI da proteina. Portanto,
devido as implicagdes apresentadas a remogfio de endotoxinas de solugbes protéicas
apresenta-se como um desafio aos pesquisadores da area e as industrias biotecnologica e

farmacéutica.

A despirogenacio de produtos com finalidade terapéutica € de grande importancia
para garantir a administragdo segura em pacientes. Contudo, nfio tem sido uma tarefa facil
partindo-se da necessidade de remover as endotoxinas, preservando as proteinas contidas
nestes produtos. O termo despirogenacdo refere-se de um modo geral & remog¢do de
pirogénios, entretanto neste trabalho sera aplicado especificamente para a remog8o de ETs.

As técnicas utilizadas para despirogenacdo podem ser visualizadas na Figura 2.4.

Métodos de
Despirogenacdo

Métodos por Métodos de
Inativacio Remocdo

/ Oxidzl:g:io Polinllixina B traﬁllﬁ'agio Cromaitograﬂ
de troca idnica

Cromatografia

de afinidade

calor seco ou Hidrolise Adsorcio em
umido acido-base carvio ativo

Figura 2.4; Representagéio esquematica dos processos de despirogenagio (Acconci,1998).
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A inativagdo ocorre pela perda da toxicidade da molécula de LPS usando
tratamentos quimicos ou fisicos. Esses tratamentos sfio geralmente utilizados para
despirogenizar equipamentos ou solu¢des que podem ser submetidas a condigdes extremas
(Anspach e Hilberck 1995; Nakata, 1994), entretanto tais condi¢bes ndo sfo adequadas para

o caso de solugdes que contenham proteinas a fim de evitar a desnaturacdo das mesmas.

Varios métodos podem ser empregados para a remogio de endotoxinas de
solugdes protéicas, os quais sdo baseados nas caracteristicas fisicas e quimicas das
moléculas tais como massa molecular, tamanho, hidrofobicidade, carga eletrostatica ou
ainda nas propriedades das endotoxinas em ligar-se a alguns tipos de moléculas quando
estas sdo imobilizadas em suportes solidos. A escolha adequada da técnica a ser empregada
depende da molécula de interesse presente na solugdo contaminada, do nivel de

endotoxinas nesta, do custo do processo e de fatores particulares de cada solugio.

A ultrafiltracdo apresenta bons resultados para a despirogenacdo de agua e
produtos constituidos de moléculas de baixa massa molecular, tornando-se ineficiente para
o caso de formagdo de complexo proteina-endotoxina e para a despirogenacio de produtos
com moléculas de alta massa molecular como anticorpos e enzimas (Schindler e Dinarelio,
1989). A cromatografia de troca iGnica apresenta baixa seletividade, levando a perdas

consideraveis das moléculas do produto (Neidhart et al., 1992).

O principio da afinidade entre as moléculas de endotoxinas e grupos positivamente
carregados, imobilizados na estrutura de matrizes adsorventes, tem sido fortemente
explorado para a despirogenacgdo de biomoléculas, tais como solugdes de albumina de soro
bovino, albumina de soro humano, IgG humana, IgG de cavalo entre outras, muitas das
quais sfio constituintes de produtos com fins terapéuticos (Helander e Vaara, 1987,
Talmadge et Siebert, 1989; Anspach e Hilbeck, 1995, Petsch et al., 1997, Minobe et al.
1988; Matsumae et al., 1990; Petsch e Anspach, 2000). Estes adsorventes, dependendo das
condigbes operacionais empregadas, removem endotoxinas de solugdes protéicas sem
provocar a desnaturagdo ou perda significativa do produto. As técnicas empregadas com
base nesse principio sfo a cromatografia de afinidade e a filtragio em membranas de
afinidade, sendo que esta ultima apresenta a vantagem da utilizacdo de vazdes mais altas
favorecida pelo transporte convectivo das moléculas através dos poros da membrana
(Brandt et al., 1988; Unarska et al., 1990).

I1
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2.3. Utilizacio de membranas de afinidade para a despirogenacio de solugdes

protéicas

O método de filtragio em membranas de afinidade combina duas operagdes: a
filtra¢do com a adsorgdio. O principio da separacido consiste na adsorgdo da biomolécula de
interesse no ligante, sendo este uitimo imobilizado diretamente na superficie e no interior
dos poros da membrana. Assim, a solugdo contendo a biomolécula a separar ¢ forgada a
passar através da membrana. As moléculas grandes, que ndo atravessam os poros, sio
eliminadas na linha do retido, enquanto que as moléculas pequenas, inclusive a de interesse,
atravessam os poros onde o ligante esta imobilizado. A adsorc¢io da biomolécula representa
a primeira etapa da separagio, na qual todas as moléculas nfio adsorvidas sdo eliminadas na
linha do filtrado. A eluigdo representa a segunda etapa, onde a biomolécula é dessorvida do
suporte solido, podendo ser recuperada, se ela for o produto de interesse, ou descartada, se
ela for um contaminante.

Quando o fluido passa através dos poros da membrana, o transporte das moléculas
da superficie ao interior dos poros € regido pela convecgio e nio pela difusdio, 2o contrario
dos géis cromatogrificos. Este transporte convectivo facilita o acesso da biomolécula ao
sitio de fixagio do ligante (Unarska et al., 1990). Portanto, a vantagem no caso das
membranas € que a vazio méxima aplicada pode ser muito maior que para um gel de
afinidade.

Petsch ¢ colaboradores (1997, 1998, 2000) investigaram a despirogenacdo de
solugbes de proteinas modelo tais como BSA e lisozima utilizando membranas planas de
microfitragdo e membrana de fibra oca funcionalizadas com diversos ligantes tais como,
histamina, histidina, poli(etileneimina), entre outros. Estes trabalhos apresentaram bons
resultados para a remogdo de ETs, visto que as concentragdes de ETs remanescentes
encontravam-se dentro do limite estipulado pela FDA. Além disso, foi observado que o pH

era 0 mais importante fator para a otimizagéo do processo de remogio.

Legallais e colaboradores (1997) utilizaram membranas de fibra oca de ilcool
poli(etileno vinilico) com histidina imobilizada (His-PEVA) para a despirogenagio de
solugdes de IgG bumana e anticorpe monoclonal anti-CD4 (MabCD4). O sistema (His-

PEVA) nio apresentou afimdade pelo anticorpo monoclonal, favorecendo a adsor¢do das

12
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ET com a preservagdo dos constituintes da solugdo de (Mab(CD4). No caso das IgGs
investigou-se condigdes de operagio para favorecer a despirogenacio, por ser conhecido
que as moléculas de IgG humana sfio adsorvidas por histidina imobilizada (Bueno et al.,
1995A; Bueno et al., 1995B; Bueno at al., 1996).

Em trabalho recente, Acconci e colaboradores (2000) estudaram a despirogenagio
de soro antiofidico em histidina imobilizada em fibras ocas de PEVA explorando a
afinidade ja conhecida deste ligante pela molécula de endotoxina obtendo excelentes
resultados. Em condi¢des de operagio otimizadas, a remogfo quase completa de ETs (99%)

sem perda significativa de anticorpos do soro foi alcangada.

Em todos esses trabalhos, as membranas utilizadas foram obtidas comercialmente
cujas caracteristicas fisicas e quimicas encontram-se bem estudadas na literatura e/ou
definidas pelo fabricante. Na busca de moléculas e materiais adsorventes seletivos para

endotoxinas objetivando a sua remog¢do, a quitosana foi introduzida como material
alternativo para esta finalidade.

2.4. Quitosana: caracteristicas e aplicacies

A quitosana, poli(2-amino-2-deoxi-D-glicose}, ¢ um polimero natural que
corresponde a forma pouco acetilada da quitina, esta por sua vez é o segundo biopolimero
mais abundante na natureza. Atualmente a quitina é obtida, principalmente, de carapagas
externas de crusticeos tais como caranguejo e camardo (Chandrkachang e Wanichpongpan,
2000). Ao contrario da quitina, a quitosana € solivel em acidos organicos diluidos como o
acido formico, acético, oxdlico, citrico, entre outros, o que favorece a sua utiliza¢fo a partir
de uma forma solivel. A solubilidade da quitosana obtida esta relacionada aos varidveis
graus de desacetilagdo da quitina utilizada, por exemplo, quitosanas com grau de
desacetilagdo abaixo de 40% sd3o soluiveis na faixa de pH de 4 a 9, enquanto que quitosanas
com maior grau de desacetilagfio precipitam entre pH 6,5 e 7,5 (Varum et al., 1994). Um

processamento tipico de obtenggio da quitosana € mostrado na Figura 2.5.

13
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Figura 2.5: Esquema simplificado para obtengdo de quitosana a partir de carapagas de
crustaceos (Arruda, 1999).
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A obten¢do de quitosanas padrdes é um problema, a comegar da variabilidade da
matéria prima e dos processos utilizados. Os lotes obtidos pelo mesmo processo nas
mesmas condigdes de desacetilagio mostram diferengas no grau de polimerizagdo, na

viscosidade e na reatividade quimica, devido a desacetilacdo aleatoria (Arruda, 1999).

A quitosana tem trés tipos de grupos funcionais, um grupo amino e dois grupos
hidroxilas (primaria e secundaria) nas posi¢des C-2, C-3 e C-6, respectivamente, como

visto na Figura 2.6.

Figura 2.6: Estrutura da cadeia polimérica quitosana (Arruda, 1999).

O conhecimento do estado de protonag3o destes grupos torna-se importante se o
interesse neste polimero é como suporte para o acoplamento de ligantes para adsorgdo. A
fragdo dos grupos aminos nio protonados da quitosana pode ser estimada em fungo do pH.
A protonagdo dos grupos aminos pode ser representado pelas equagles 2.1 e 2.2
{Anthonsen e Smidsrod, 1995).

Gle-NH;™ + H,0 ¢ Gle-NH, + H;0"
(1-o0) o o
pKa = pH +log(l-a) 2.n

1
a=————"-"-"— 2.2
(o7 P 1) @2
onde o € a fragio dos grupos aminos (NH,) nfo protonados da quitosana.

Com base no pKa da quitosana, faixa de 6,3 a 7,0 (Rinaudo e Domard, 1989), para
uma faixa de pH de 5,0 a 8,0 obtém-se a fragdo dos grupos aminos (o) nio protonados

como mostrado na Tabela 2.1,
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Tabela 2.1. Fragdo dos gupos aminos ndo protonados {(¢) em fung¢do do pH.

o
pKa
pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0 pH 8,0
6,3 0,04 0,33 0,83 0,98
7.0 0,01 0,1 0,5 0,91

A aplicacBo da quitosana e seus derivados € bastante vasta. Na area médica, por
exemplo, tem-se: bandagens hemostaticas, fibras para sutura, lentes de contato, sistema

para liberacdo controlada de drogas, entre outros (Arruda,1999).

Propriedades da quitosana como ndo toxicidade, habilidade floculante e afinidade
por metais pesados, favorecem a sua aplicacio em processos de tratamento de rejeitos

(Lalov et al., 2000), ¢ como quelante natural de metais pesados e radioativos.

A aplicagdo da quitosana na area de purificagio de biomoléculas, como matrizes
para a imobilizagdo de ligantes tem sido explorada desde a década de 70, sendo que o
interesse por este biopolimero intensificou-se nos ultimos anos. Isto se deve a sua
hidrofilicidade e presenga de uma grande quantidade de grupos OH e NH3, os quais podem
ser ativados e reagir com ligantes de origem biologica ou ndo. Os grupos amino-reativos
presentes ao longo da cadeia polimérica conferem 4 quitosana caracteristicas policatidnicas
a valores de pH mais baixos (Rinaudo e Domard, 1989; Zeng e Ruckenstein, 1999) (pKa na
faixa de pH de 6,3 a 7,0). Quanto a hidrofilicidade, embora seja uma caracteristica desejada
para sintese ou recobrimento de adsorventes, a resisténcia mecanica deste material € baixa
quando tmido (Wei et al., 1992). Esta dificuldade tem sido superada através da reticulagio
por agentes bifuncionais, sob condigbes adequadas. Boas caracteristicas mecédnicas de
matrizes de quitosana tém sido alcancadas através da reticulagdo com glutaraldeido,
epicloridrina, etileno glicol diglicidil éter, entre outros (Beppu, 1999, Arruda, 1999; Zeng e
Ruckenstein, 1996; Zeng e Ruckenstein, 1998b).

A sintese de membranas porosas de quitosana tem sido desenvolvida por diversos
autores para finalidades especificas. Membranas obtidas por coagulagio em NaOH e

modificadas com glutaraldeido, ou pela adigdo de poli(acido acrilico), foram elaboradas
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para estudos de calcificagio de quitosana in vitro (Beppu, 1999). Estas membranas
apresentaram uma porosidade razoavelmente controlada. Chandrkrachang e
Wanichpongpan (2000) desenvolveram um método de obtengio de membranas de
quitosana para utilizaciio em processos de ultrafiltrago, utilizando glutamato monossédico
como agente formador de poros. As membranas apresentaram boas caracteristicas
mecanicas e de porosidade. Membranas macroporosas de quitina e quitosana com
porosidade controlada e boas propriedades mecénicas, foram desenvolvidas pelos
pesquisadores Zeng e Ruckenstein (1996), utilizando silica gel como agente formador de
poros. O desempenho destas membranas foi observado como suporte para imobilizagio de
ligantes de afinidade com a finalidade de separar diversas proteinas, tais como albumina,
tripsina e lisozima (Zeng e Ruckenstein, 1996b; Zeng e Ruckenstein, 1998a; Zeng e
Ruckenstein, 1998b).

Além das caracteristicas ja apresentadas, estudos recentes mostraram que a
interagio entre quitosana e endotoxinas esta além da natureza eletrostatica. Segundo
Davydova e colaboradores (2000), a quitosana revela uma afinidade para LPS
principalmente quando quitosanas de baixa massa molecular sdo utilizadas. O mecamsmo
de interagdo ¢é bastante complicado e depende tanto da organizagdo macromolecular da ET
guanto do grau de polimerizacio da quitosana. A diferenga na interagdo entre ETs e

quitosana de baixa e alta massa molecular ¢ explicada pelas diferengas conformacionais.

Portanto, a hidrofilicidade, resisténcia mecanica, a presenga de numerosos grupos
amino-reativos e a afinidade por LPS tornam essa membrana promissora na tarefa de
remover ETs em condi¢bes de pH apropriadas (Zeng e Ruckenstein, 1999). Constderando
as caracteristicas citadas e a auséncia de informagdes na literatura sobre a utilizagio de
membranas de quitosana como suporte adsortivo para a essa finalidade, a motivagao deste
trabalho encontra-se em investigar a aplicacio destas membranas em processos de

despirogenagdo, visando contribuir com as pesquisas desenvolvidas nessa area.
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CAPITULO 3
MATERIAIS E METODOS

Este capitulo ¢ dividido em duas segBes: 1) listagem dos principais materiais
utilizados e 2) Descrigio dos métodos aplicados neste trabalho. A secdo de meétodos
apresenta quatro subdivisbes que sdo: 1) Obtengdo do adsorvente, 2) Caracterizagio do
adsorvente ¢ 3) Experimentos de adsor¢io de proteinas do soro e 4) Experimentos de

adsorcdo de endotoxinas de solugdes artificialmente contaminadas.

3.1. Materiais

Quitosana de carapagas de caranguejo (85% desacetilada), silica gel para HPLC
{99% de pureza) com tamanho médio 15-40 pm, anti-soro total de cavalo, anti-IgG de
cavalo e agarose (reagente para eletroforese, EEQ:0,09-0,13) foram obtidos da Sigma
(EUA). Acido acético glacial foi adquirido da Ecibra (Brasil), Coomasie Brilliant Blue
R 250 foi adquirido da Bio-Rad (EUA). Filme plastico de preparagio do gel para
imunoeletroforese foi obfido da Pharmacia (EUA). Alcool etilico absoluto foi obtido da
VETEC (Brasil). Fosfato de sddio monobasico e dibasico, hidroxido de sodio, acido
cloridrico e cloreto de sodio foram adquiridos da Synth (Brasil). Soro antibotrdpico
apirogénico foi adquirido do Instituto Butantan (Brasil). Epicloridrina, trishidroximetil
amino metano (Tris) e acetato de sodio anidro adquiridos da Merck (Alemanha), foram

utilizados. Todas as solugdes foram preparadas utilizando agua ultrapura (Millipore, EUA).

Os experimentos de adsorgio foram realizados utilizando membranas de quitosana
obtidas em nosso laboratério. A membrana apresentava um didmetro de 4,5 cm e era
suportada em uma célula de ultrafiltragio AMICON, modelo 8050 (Millipore, EUA).
Placas de Petri da marca ANUMBRA (Brasil) com didmetro interno de 7,0 cm e altura de
1,0 cm foram utilizadas como molde para a obtengdo das membranas. Nos experimentos
com endotoxinas, as solugOes foram preparadas com agua apirogénica para injegdo da
marca ARISTON. O kit QCL-1000 para quantificacio de endotoxinas foi adquindo da
BioWhittaker (EUA). Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.
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3.2. Métodos

3.2.1.0btencfio da matriz adsorvente

O procedimento desenvolvido por Zeng e Ruckenstein (1996a) para a obtencdo de
membrana porosa de quitosana foi utilizado como base para a obtengdo das membranas
porosas de quitosana utilizadas neste trabalho. Neste procedimento utiliza-se silica gel com
tamanho médio de particulas de 15 a 40um como o agente formador de poros.

3.2.1.1. Sintese das membranas porosas de quitosana

As membranas foram preparadas a partir de uma solucdo de quitosana 1% em
massa. Flocos de quitosana foram adicionados a uma solugdio de acido acético 1% e
dispersos por agitagdo. A solugiio foi deixada em repouso a temperatura ambiente por um
periodo de 24 a 48 horas para a completa solubilizacio dos flocos. A solugfo foi filtrada em
filtro de placa sinterizada G1 para a remocgio dos insoliveis. A esta solugiio adicionou-se
uma massa de silica gel correspondente a uma proporgdo final desejada de massa de silica
em relagio a massa de quitosana existente na solugio. Em seguida, a solugdo foi aquecida
entre 40 ¢ 50°C e desgaseificada a vacuo. A solugiio foi agitada vigorosamente para
promover a dispersio da silica e imediatamente espalhada em placas de vidro com 7,0 cm
de diametro. As placas foram colocadas em dessecador sob condicio de vacuo até o
desaparecimento completo das bolhas de ar existentes (aproximadamente 15 minutos). As
membranas foram secas em estufa a 80°C por 5 horas e neutralizadas por imersio em uma
solucio de NaOH com concentragéo de 0,5 a 2,0 M a uma temperatura entre 60 ¢ 100°C
por um periodo de 1 a 3 horas. Essa condigdo de neutralizagio € para promover tanto a

neutralizagio da membrana quanto a dissolugiio da silica gerando assim os poros.

As membranas porosas foram lavadas com 4gua destilada até a completa remogdo
do NaOH e em seguida foram armazenadas em 4gua ultrapura sob refrigeragio. A Figura

3.1 apresenta o esquema genérico de preparagio das membranas.
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Solug¢do de quitosana
1% em massa

Silica cromatogrdfica 1

Pesagem da suspensdo
de quitosana

I

Desaeracio a vdacuo

(£ 15 minutos)

\ 4
Secagem em estufa

(80°C por 5 horas)

I

Neutralizacdo com
| NaOH

I

Lavagem com dgua |
destilada

.

Armazenamento

(agua ultrapura a 4°C)

Figura 3.1: Fluxograma genérico de preparagdo das membranas porosas de quitosana.
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3.2.1.2. Planejamento experimental

Com a finalidade de se conhecer as condigbes adequadas de preparagio das
membranas fez-se um estudo estatistico em 2 etapas. A primeira etapa foi a execugio de um
planejamento fatorial fracionario para a determinagio das varidveis que exerciam efeitos
significativos na sintese das membranas mais 3 ensaios no ponto central para permitir o
calculo do erro experimental (erro puro). Para isso, foram selecionados 5 fatores que
exerciam influéncia na sintese das membranas e fixados 2 niveis para estudo. Um
planejamento fatorial completo com 5 varidveis e 2 niveis gera 132 (2°) experimentos para
investigar todas as combinagdes possiveis de fatores. A fim de se estudar a influéncia das 5
variaveis escolhidas realizando um nimero minimo de experimentos utilizou-se um fatorial
fracionario 2°2, reduzindo a superficie de estudo a 8 experimentos (2*?=2°) de acordo com
Barros Neto et al. (1995). Realizou-se nesta etapa um total de 11 experimentos, sendo 8
experimentos referentes ao planejamento fatorial fracionério e 3 ensaios no ponto central.
Os fatores estudados foram: tempo de neutralizac8o (tnew), temperatura de neutralizagdo
(Tnen), massa inicial de solugdo de quitosana (M), concentragio da solugio de NaOH
(Cnaon) € quantidade de silica adicionada a solugdo em relagBo a massa de quitosana (S:Q)
presente na mesma. Foram mantidos constantes os fatores: tempo de secagem e temperatura
de secagem. A resposta analisada foi a vazio (mL/min). A morfologia das membranas foi
acompanhada por microscopia eletronica de varredura para a visualizagio da estrutura

porosa.

Nos ensaios preliminares utilizou-se placas molde com 4,5 cm de didmetro e neste
caso a membrana obtida era utilizada inteiramente. Contudo, visando aproveitar somente a
regido central da membrana que apresentava uma maior homogeneidade, decidiu-se fazer
uma membrana com uma area maior utilizando placas molde de 7,0 cm de didmetro. A
determinacdo da nova massa foi feita por regra de trés simples levando em consideragdo a
quantidade de solugio necessdria para formar uma membrana com a mesma espessura que
as anteriores. Na Tabela 3.1 sfo mostradas as massas preliminares e as massas finais para

cada ensaio do planejamento experimental.

As condi¢des determinadas para os fatores constantes e varidveis estio

apresentadas na Tabela 3.2.
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Tabela 3.1. Massa de solugfio de quitosana referente aos ensaios do planejamento fatorial

fracionario 272,

Ensaio Espessura Massa preliminar* Massa final*

(um) (g) (8
1 132,5 3,0 7,3
2 162,5 3,0 73
3 130,0 3,0 7,3
4 167,5 3,0 7,3
5 125,0 7,0 17,0
6 140,0 7.0 17,0
7 182,5 7,0 17,0
8 157,5 7.0 17,0
9 155,0 50 12,0
10 152,5 5,0 12,0
11 155,0 5.0 12,0

*Massa preliminar: membranas produzidas em placas de 4,5 ¢m de didmetro
*Massa final: membranas produzidas em placas de 7,0 cm de difimetro

Tabela 3.2. Fatores utilizados para a realizagdo do planejamento fracionario 2°2.

Fatores Condigio Valores
Tempo de secagem Constante 5 horas
Temperatura de secagem Constante 80°C
Tempo de neutralizacdo Variavel 1 a 3 horas
Temperatura de neutralizagio Variavel 60 a 100°C
Massa inicial da solucdo de quitosana Variavel 3alg
Concentragio de NaOH Variavel 0,5a2,0M
Proporgio silica-quitosana Variavel 2:1a16:1

A designacio dos niveis inferior e superior para os valores das varidveis é
representada pelos sinais (-) e (+), respectivamente. Para os valores do ponto central utiliza-

se a conotagio de zero (0) como visto na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3. Plancjamento fatorial fracionario 2°7 para estudar os efeitos de 5 fatores sobre a

variavel-resposta Vazio.

Ensaio tNeat Trveu M; Craom S:Q
] 1.00) 600) 730) 0.50) 610
2 3,0(+) 60(-) 7.3() 2,0(+) 2:1()
3 1,0() 100(+) 7.3(-) 2,0(+) 2:1()
4 3,0(+) 100(+) 7.3(-) 0,5(-) 16:1(+)
5 1,0() 60(-) 17,0(+) 2,0(+) 16:1(+)
6 3,0(4) 60(-) 17,0(4) 0.5() 2:1()
7 1,0() 100(+) 17,0(+) 0,5() 21()
8 3,0(4) 100(+) 17.0(+) 2,0(+) 16:1(+)
9 2,0(0) 80(0) 12,0(0) 1,25(0) 9:1(0)
10 2,0(0) 80(0) 12,0(0) 1,25(0) 9:1(0)
11 2,0(0) 80(0) 12,00) 1,25(0) 9:1(0)

Na segunda etapa executou-se um planejamento fatorial completo 2° (niveis -1 e
+1) com pontos axiais —a e +ot (configuragdo estrela) mais uma triplicata no ponto central
(nivel 0). Para a determinagio dos pontos axiais utilizou-se a equagdo 3.1. O planejamento
completo ajusta o experimento a um modelo linear, a triplicata no ponto central permite o
célculo do erro experimental (erro puro) e o planejamento estrela ajusta o experimento a um
modelo quadrético, para um determinado intervalo de confianca. Realizou-se nesta etapa
um total de 11 experimentos, sendo 4 experimentos referentes ao planejamento completo, 3
ensaios no ponto central e 4 referentes ao planejamento estrela. Os fatores estudados foram
a massa inicial da solugio de quitosana (M;) e a proporgio silica-quitosana (S:Q),
mantendo-se¢ os demais fatores constantes. Nesta etapa estudou-se a influéncia destes
fatores sobre duas varidveis-resposta, a vazio e a tensfio. Na Tabela 3.4 sdo apresentadas as
condi¢des para os fatores bem como os valores determinados para estes. Os valores dos

niveis dos fatores estudados neste planejamento sdo apresentados na Tabela 3.5.

azz% (3.1)

onde n é o mimero de variavets estudadas.
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Tabela 3.4. Fatores estudados no planejamento completo 2° com pontos axiais.

Fatores Condicao Valores
Tempo de secagem Constante 5 horas
Temperatura de secagem Constante 80°C
Tempo de neutralizagéo Constante 2 horas
Temperatura de neutralizacgo Constante 80°C
Massa inicial da solugdo de quitosana Variavel 3asSg
Concentracdo de NaOH Constante 1,25M
Proporgdo silica-quitosana Variavel 12:1 a 20:1

Tabela 3.5. Planejamento completo 2* com pontos axiais para estudar os efeitos da massa

inicial da solugdo de quitosana e proporgio silica-quitosana sobre a Vazdo e a Tenséo.

Ensaio M; S:Q
1 8,0(-) 13,2:1(-)
2 11,4(+) 13,2:1(-)
3 8,0(-) 18,8:1(+)
4 11L,4() 18,8:1(+)
5 9,7(0) 16:1(0)
6 9,7(0) 16:1(0)
7 9,7(0) 16:1(0)
8 7.3(-2"% 16:1(0)
9 9,7(0) 20:1(+2"%)
10 12,0(+2™%) 16:1(0)
11 9,7(0) 12:1(-2"%)

A anélise dos fatores, nas duas etapas do planejamento, foi realizada através do
programa Statistica versdo 5.0 da Microsoft. A validagio dos modelos propostos a partir da
analise dos efeitos foi feita através de uma analise de varidncia (ANOVA). Esta analise,
consiste na determinacdo do valor Femng, pela razio entre a média quadratica devido a
regressfio e a meédia quadratica residual (MQr/MQ,), e da comparagdo entre os valores de

Fealculado € Frabelado Para os mesmos valores de graus de liberdade da regressdo, graus de
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liberdade dos residuos e nivel de confianga. Para que o modelo seja considerado
significativo estatisticamente e preditivo, 0 Feialado deve ser pelo menos 4 vezes maior que

0 Frabelado-

3.2.1.3. Reticulaciio das membranas de guitosana

Na purificagio de biomoléculas por cromatografia, ¢ comum utilizar-se a
diminui¢do do pH do tampdo para a eluigdo de moléculas adsorvidas, portanto é desejada
uma estabilidade quimica da matriz e do ligante a serem utilizados. As membranas de
quitosana sdo muito estiveis em pH neutro ou alcalino, contudo sfo soliveis em meios
jcidos, por isso para a sua utilizagio em cromatografia, torna-se necessario a sua
reticulagdo por agentes bifuncionais. A reticulagdo melhora consideravelmente a resisténcia
quimica de materiais poliméricos e a resisténcia fisica de filmes Gmidos de quitosana
{(Mayer e Kaplan, 1991). O inconveniente é a diminuicio dos grupos funcionais e,
conseqiientemente, a diminuicio da densidade de ligantes. A quitosana apresenta dois
grupos funcionais reativos que sio OH e NH,, sendo este ltimo o mais hnﬁortante para a
finalidade deste trabalho. Existem diversos agentes bifuncionais de reticulagio como
glutaraldeido (Beppu, 1999) e epicloridrina (Zeng e Ruckenstein, 1996), onde cada
reticulante, dependendo das condigdes do meio reacional, reagira mais facilmente com um

ou com outro grupo da matriz.

O agente reticulador utilizado neste trabalho foi a epicloridrina como sugerido por
Wei et al. (1992) pelo fato de em condigGes basicas brandas, reagir mais intensamente com
os grupos OH, preservando assim os grupos amino-reativos. As membranas foram imersas
em uma solugio 0,01 M de epicloridrina contendo 0,067 M de NaOH (pH 10). A solugio
contendo a membrana ficou sob uma leve agitagio por 2 h a 50°C. Em seguida as
membranas foram lavadas com agua destilada (até a condi¢do de pH proximo ao da agua

destilada) e armazenadas em agua ultrapura a 4°C.

3.2.2. Caracterizacio da matriz adsorvente

3.2.2.1. Espessura

A espessura das membranas de quitosana foi medida utilizando-se um micrémetro

manual DIGIMESS (0 a 25mm). Fez-se quatro medic¢Oes, de 90° em 90°, ao longo da
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extensdo da membrana. A espessura final foi determinada pela média aritmética dos valores

obtidos.

3.2.2.2. Vazio de dgua através da membrana de quitosana

A vazio de agua através das membranas foi medida com a finalidade de verificar o
desempenho da membrana de quitosana na operagdo de filtrag%o. Esta medida foi utilizada
como pardmetro de resposta dos planejamentos experimentais realizados. A membrana foi
suportada em uma célula de ultrafiltragio AMICON (modelo 8050). Um volume de 15 mL
de agua ultrapura foi alimentado ao sistema de filtragio e o efluente foi coletado em um
bécker. O tempo gasto para a passagem desse volume através da membrana foi
determinado. Os experimentos foram realizados em bancada 4 pressfio atmosférica. As
medidas foram feitas em triplicata e para cada lado da membrana, lado imediatamente em

contato com a solugdo neutralizante e lado em contato com a placa molde.

3.2.2.3. Porosidade no estado iimido

A porosidade foi determinada de modo indireto conforme Zeng e Ruckenstein
(1996). A membrana, retirada da agua (armazenagem), foi levemente seca em papel
absorvente por aproximadamente 1 minuto e pesada. Este valor corresponde & massa no
estado umido. Em seguida, foi colocada em um filtro de placa sinterizada e submetida a
sucgdio por aproximadamente 3 minutos. Este tempo refere-se ao ponto até onde n3o se
observou alguma alteracfio visual na estrutura da membrana. Cita-se como exemplo de uma
alteracdo visual o aparecimento de pontos brancos na area proxima as bordas e o
enrugamento das mesmas. Apds este tempo, a membrana foi novamente pesada e este
corresponden a4 massa no estado seco. O experimento foi realizado em triplicata. A

porosidade foi calculada aplicando-se a equagdo 3.2.

Porosidade(%) = My =My x—1~x100 (3.2)
4,0 V

onde:

M, = massa da membrana no estado seco
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M, = massa da membrana no estado (imido
dy 0 = densidade da agua a 20°C

¥V = volume da membrana no estado (imido

3.2.2.4. Resisténcia mecinica

As propriedades mecénicas podem ser utilizadas para fornecer dados a pesquisa €
desenvolvimento de projeto de engenharia bem como o controle de qualidade e
especificagdo de materiais (ASTM, 1995). As membranas de quitosana foram submetidas a
testes de tensdo e deformagio de acordo com o método ASTM D882-95a que cobre a
determinaciio de propriedades mecinicas de plasticos na forma de fina placa, incluindo
filmes com espessura menor que 1,0 mm. As andhises foram desenvolvidas na Maquina
Universal de ensaios, modelo DL-2000, série 066-EMIC do Instituto de Quimica (IQ-
UNICAMP). Utilizou-se uma célula de carga de 10 N. O ensaio foi desenvolvido a uma
taxa de 10mm/min com uma distincia entre as garras de 20 mm. O resultado para cada
ensaio foi obtido pelo rompimento de cinco corpos de prova. Cada corpo de prova

apresentava 8 mm de largura e encontravam-se no estado imido.

3.2.2.5. Microscopia Eletrénica de Varredura

A morfologia das membranas natural e reticulada foi analisada através da
microscopia eletrénica de varredura (MEV). As amostras foram liofilizadas, fraturadas a
frio com nitrogénio liquido e metalizadas através de deposi¢do de uma fina camada de
metal. A visualizagio foi feita no microscopio JEOL JFXA-840 A Electron Probe
Microanalyzer do Departamento de Engenharia de Materiais (DEMA) da Faculdade de
Engenharia Mecénica (FEM-UNICAMP). Devido a natureza ndio condutiva das amostras
foi utilizado uma condi¢do branda de 10 kV.

3.2.2.6. Area superficial especifica

A area superficial das membranas foi medida por adsor¢@o de nitrogénio no estado
gasoso e ¢ expressa em unmidade de area por massa de material. A representagdo do

comportamento de adsorgdo € feita por isotermas. O equipamento utilizado apresenta o

27



Capitulo 3: Materiais e Métodos

resultado a partir de ajuste a dois modelos: Langmuir e BET. O modelo de Langmuir é o
mais simples e assume que apenas uma monocamada de moléculas € adsorvido, existéncia
de sitios de adsorgdo bem definidos e que a colisdio entre gas e solido € inelastica (equagdo
3.3) (Gotoh, 1997). O modelo de BET € uma extensio do de Langmuir, corrigindo o
comportamento para a adsor¢do de mats de uma camada de moléculas de gas. Duas outras
consideragOes sdo feitas: as forgas responsaveis pela adsorcio de mais camadas de
moléculas sdo as mesmas que atuam na condensagio do gis e a taxa de condensagio e
evaporagio s@o iguais (equagio 3.4). As andlises foram feitas no equipamento Gemini
produzido pela Micromeritics Instrument Corporation (DTF-FEQ-UNICAMP). As

amostras foram previamente hiofilizadas e as medidas foram feitas em triplicata.

(3.3)

Va

é’“*uﬁ

o V:,c ¥ ;’,,,c} (}%J G4
onde:

P: pressdo

Po: pressdo relativa (a pressdo de saturag@o do gas € utilizada)

Va: volume adsorvido a pressio P

Vm: volume adsorvido quando toda a superficie esta recoberta

b: constante empirica

¢: constante proporcional ao produto dos calores de adsorcéo e de liquefagio do gas
3.2.3. Experimentos de adsorc¢io de proteinas em membrana de quitosana

3.2.3.1. Descri¢#o do Sistema de Cromatografia

Os experimentos de adsorgdo do soro antiofidico em membrana de quitosana
foram realizados no sistema de cromatografia mostrado na Figura 3.2. O sistema constituia-
se de uma célula de ultrafiltragio (AMICON) conectada a uma bomba pernistaltica Gilson
(Franga) que succionava a fase movel na vazio correspondente a cada etapa (injegéo,

Javagem, eluigdo e regeneragdo). A linha de saida da bomba peristaltica seguia para um

28



Capitulo 3: Matericds e Métados

monitor de medida de absorbincia (Econo UV Monitor-Bio-Rad) o qual enviava os sinais a
um registrador (Modelo 1327-Bio-Rad) que tragava um cromatograma como resposta aos
sinais elétricos recebidos. A linha de saida do monitor de absorbéncia era conectada a um
coletor de fragtes (Modelo 2110-Bio-Rad). As fraghes eram coletas em volumes diferentes

levando-se em consideragfo a extens3o de cada etapa.

Célula de ultrafiltragso --L-

contendo a membrana de
quitosana suportada » §
- 4 1
Pa— | 00
' L
| > I:I
0 | I
Medidor de Coletor de fragbes
Bomba Supene b absorbéncia
peristaltica ultrafiltragdio
h 4

]

Registrador

Figura 3.2: Representagio esquematica do sistema de cromatografia utilizado nos

experimentos de adsorgdo de proteinas do soro antiofidico.

3.2.3.2. Adsorciio de soro hiperimune em membranas de quitosana

As cromatografias foram realizadas com diferentes solu¢Bes tamponantes a fim de
se verificar se os anticorpos do soro antibotrépico adsorveriam na membrana de quitosana e
determinar a condigio na qual haveria uma menor adsor¢do. Os tampdes testados foram:
tampdo fosfato (pH 6,0-8,0), tampdo acetato (pH 5,0-6,0) e tampao Tris-HCI (pH 7,0-8,5),
todas a uma concentragdo de 25 mM. As vazdes da fase movel eram de 1 mL/min para a
injecfio, 5 mL/min para a lavagem e 2 mb/min para as etapas de eluicio e regeneracdo.
Inicialmente, equilibrava-se © sistema com uma solugdo tamponante e em seguida,
alimentava-se a célula com uma solucgio de soro antibotrépico diluido 20 vezes no mesmo

tampdo. A massa de proteina na solugio de injecHo foi mantida constante ¢ igual a 12,2 mg,.
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Ao fim da injegdo, fazia-se a lavagem utilizando o tampdo de equilibrio a fim de eliminar
as proteinas ndo adsorvidas. As fragtes da lavagem fornectam o primeiro pico. As proteinas
adsorvidas eram eluidas aumentando-se a forga iGnica do tampfo com a introdugio de
NaCl. Utilizaram-se solugdes com concentragdes de 0.5 M e 1 M deste sal. Ao fim da
eluicio, fazia-se a regeneragdo da membrana com solugio de NaOH IM. A condigio da
regeneragdo remove de forma drastica as proteinas adsorvidas por interagdes de origem ndo
eletrostaticas obtendo-se desta forma o quarto pico. O fim de cada etapa foi monitorado
através da absorbancia das fragdes medida a 280 nm até que estivesse em torno de 0,005 de
densidade otica ou menor, considerada como linha de base. O volume das fragdes coletado
era de 1 mL., 5 mL, 2 mL e 3 mL para as etapas de injegdo, lavagem, elui¢io e regeneracao,
respectivamente. A absorbéncia de cada fragiio foi medida em um espectrofotémetro
(Beckman DU 650) a 280 nm. Apés a cromatografia, as fragdes de cada pico eram reunidas
e determinadas as concentra¢bes de proteina das mesmas através do método de Bradford
(1976).

3.2.3.2. Imuneeletroforese do soro antibotrépico

A reacdo especifica entre um antigeno e seu anticorpo correspondente, conhecida
como reagdo de precipitagio, constitui a base para a técnica de imunoeletroforese. Esta
técnica € aplicada para determinacdo de um Unico antigeno e identificacio de componentes
em uma mistura complexa, exame de uma seqiiéncia de fragbes provenientes de um
processo de separacdio, ou ainda, a verificagio da integridade dos anticorpos de uma
solugdo apds um processo de purificagio.

Para a confecgiio do gel, dissolveu-se a agarose em solugio tampdo Tris-HCl 0,5M
(pH 8,6) de forma a se obter uma solugdo de agarose 1%. O filme de preparagio do gel
(“gel bond™) possui um lado hidrofébico e outro hidrofilico. No lado hidrofilico foi
espalhado 5 mL da solu¢io de Tris-HCl-agarose de forma a se obter um gel uniforme de =
1mm de espessura. Apés a geleificagdo da solugdo foram feitos canaletas e pogos a partir de

um molde como mostrado na Figura 3.3.

Finalizada a confeccio, o gel foi colocado na cuba eletroforética modelo Sub-cell
agarose gel, Bio-Rad (EUA), ficando os pogos localizados proximos da regido catddica. A
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solugdo a ser analisada foi acrescida de bromofenol, para permitir o acompanhamento de
sua migragio através do gel. Um volume de 5 pl. foi colocado nos pogos e iniciada a
corrida. A voltagem foi fixada em 100V durante o experimento. Terminada a migrago do
soro, o gel foi retirado da cuba e colocou-se nas canaletas o anti-soro total de cavalo e o
anti-IgG de cavalo para que os mesmos se difundissem no gel e houvesse a formagio de um
arco de precipitacdo caso encontrasse o anticorpo ou proteina correspondente. Em seguida,
o gel foi colocado em uma camara imida fechada para evitar o seu ressecamento. O tempo

de duragdo desta etapa foi de 24 horas.

Apos esse periodo, o gel foi retirado da cdmara umida e colocado em uma solugdo
0,15 M de NaCl durante 24 horas, para a remogdo do excesso dos anti-soros. Ao término da
lavagem com NaCl, o gel foi deixado em agua ultrapura por 2 horas e posteriormente seco
para que fosse realizada a coloragiio por Coomassie Blue. A solugdo de coloragdo foi
preparada da seguinte forma: misturou-se 180 mL de etanol (95%), 40 mL de 4cido acético
glacial ¢ 180 mL de agua destilada. Em 200 mL desta solugdo dissolveu-se 1g de
Coomassie Blue R 250. O filme fo1 imerso nesta solugiio de coloragdo por 5 minutos e em
seguida foi lavado cuidadosamente com &dgua destilada. Finalmente, o gel foi novamente

seco com um jato de ar quente e seco e armazenado.

/ Canaleta

. e o £

Pogo

/

Figura 3.3: Esquema do molde de um gel para imunoeletroforese.

3.2.3.3. Determinacio da concentracio de proteinas

A concentragdo de proteinas do soro antibotropico e da soma das fraghes
correspondentes as etapas de lavagem, elui¢io com 0,5 M de NaCl, elui¢io com 1,0 M de
NaCl e regeneragdo das cromatografias foi determinada pelo método descrito por Bradford

(1976), utilizando albumina de soro bovino como proteina de referéncia.
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3.2.4. Experimentos de adsorc¢io de endotoxinas em membranas de quitosana

Nesta etapa realizou-se a remogdo de ET de solugBes tamponantes e de solugdes
de soro antiofidico. Os experimentos de adsorgiio de ETs a partir de solugiio tamponante
foram realizados utilizando as solugBes definidas anteriormente, acetato de sodio pH 5,0 e
Tris-HCl pH 7,0, no intuito de definir a condi¢io onde se obteria uma maior remogio.
Definida a solugio onde se obteve maior eficiéncia de remogdo, experimentos com
solugdes do soro antiofidico contaminadas artificialmente foram realizados. Todos os
experimentos de despirogenagio de solugbes, tampio ou de soro, foram precedidos pelas
etapas de despirogenacdo da vidraria (Acconci, 1998), das linhas do sistema e da membrana
(Petsch et al, 1997) visando assegurar uma condi¢8o apirogénica desde o preparo das

solughes garantindo assim a confiabilidade no momento da quantificaggo.

3.2.4.1. Despirogenaciao dos materiais

Os experimentos de adsorgio de endotoxinas eram precedidos pela etapa de
despirogenacio de todos os materiais envolvidos na execugdo do experimento, visando
minimizar ao maximo a influéncia de fatores externos no momento da quantificagio. A
vidraria era deixada imersa em solugdo de NaOH 1,5M pelo periodo de uma noite em
seguida lavada extensivamente com agua ultrapura e deixada em sonicador por 20 min para
facilitar a remogio do NaOH. Apos secagem em estufa a aproximadamente 50°C, a vidraria
era embalada em sacos de aluminio previamente preparados sendo entio levados a estufa a
uma temperatura de aproximadamente 180°C durante 12 horas. Esta Gltima condigdo foi
utilizada para garantir a eficiéncia na despirogenacio. Os materiais eram mantidos
embalados até a sua utilizagdo. Este processo tem uma validade de aproximadamente uma

semana (Acconci, 2001) e apos esse periodo o processo foi repetido mesmo com materiais
ndo utilizados.

3.2.4.2. Despirogenacio do sistema de filtracio

O sistema de filtragHo utilizado nesta etapa foi despirogenizado como sugenido por
Petsch et al. (1997). A despirogenacdo da célula de filtrag3o era feita com uma soluggio de
KOH 2 M. A despirogenagio da membrana e das linhas do sistema era feita pela passagem
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consecutiva de duas solu¢bes, NaOH 0,1 M contendo 20% de etanol e solugio de NaCl
1,5M. O volume injetado ¢ a vazdo das solugdes eram de 15 mL e 2 mL/min,
respectivamente. Ao final, injetava-se dgua apirogénica até a .completa -remogio das

solugdes anteriores.

3.2.4.3. Remocio de endotfoxinas de solugbes tamponantes

Os experimentos de adsor¢do de endotoxinas eram realizados em um sistema de
filtracio como mostrado na Figura 3.4. Antes da injec;ﬁo o0 sistema era equilibrado com 15
mL de solugio tampdo e em seguida 15 mlL da solugdo de equilibrio contaminada com
endotoxinas era injetada manualmente na célula de filtracio. Esta solu¢do era succionada
por uma bomba a uma vazio de 2 mL/min. O filtrado era coletado em um erlenmeyer sob
uma constante € vigorosa agitagio. No caso da solugdio de acetato de sddio pH 5,0, a
filtragio foi feita sob pressio (0,5 kgfem®) devido a uma diminuicdo dos poros da

membrana, provocada pelo contato desta com a solugdo de pH acido.

Célula de ultrafiltracio contendo
a membrana suportada

Agitador magnético
Figura 3.4: Representagdo esquematica do sistema de filtragéo utilizado no experimento de

remogio de endotoxinas de solugdes tamponantes.
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3.2.4.4. Remociio de endotoxinas de solucies de soro antiofidico contaminadas

artificialmente

Nesta etapa, investigou-se a influéncia presenga de proteinas e a concentragéo de
solucdo de soro ao processo adsortivo. Solugdes de soro foram preparadas com
concentracdo em tomo de 1 mg/mL e 15mg/ml com tampdo Tris-HCl pH 7,0, condigio
esta onde se percebeu uma maior remogio de ETs. O soro antiofidico utilizado para o
preparo das solugbes foi o tipo antibotrépico (concentragdo de anticorpos em torno de 24
mg/mL) obtido do Instituto Butantd. Os experimentos cromatograficos foram
desenvolvidos em um sistema como apresentado na Figura 3.5. A solugdo inicial era
injetada manualmente, sendo succionada por uma bomba peristaltica a uma vazdo de 2
mL/min. A solu¢do passava por um monitor de absorbéncia e era coletada em erlenmeyers.
As fragdes coletadas foram: filtradol, lavagem e filtrado 2, onde a fragio denominada de
filtrado 1 € aquela imediatamente obtida da passagem da solugio de inje¢fo e o filtrado 2
corresponde a fragiio obtida da passagem do filtradol através da membrana. As vazdes

utilizadas foram de 2ml./min para os filtrados e 5 mL/min para a etapa de lavagem.

| Célula de uitrafiltracio contendo
a membrana suportada

p=/

Registrador

r
=

o

Bomba peristaltica ' Monitor de absorbéncia

VIV

Agitador magnético

Figura 3.5 Representacio esquemadtica do sistema de filtragfio utilizado nos experimentos

de despirogenacdo de solugdes de soro antiofidico.
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3.2.4.5. Quantificacio de endotoxinas

A concentragio de endotoxinas presentes nas amostras dos experimentos realizados
foi determinada através do método cromogénico LAL. O LAL ¢ um método quantitativo
para a detecgdio de endotoxinas de bactérias Gram negativas. O kit contém um frasco de
endotoxinas de baixa concentragdo, dois frascos de substrato cromogénico, cinco frascos de
lisado de amebocito de Limulus ¢ dois frascos de agua apirogénica. Os compostos contidos
nos frascos apresentavam-se liofilizados. Em linhas gerais, a amostra é misturada com o
LAL (Limulus Amebocyte Lysate) fornecido no kit e, em seguida, incubada a 37°C por 10
minutos. Apds esse tempo, 100pL da solugBo de substrato cromogénico € adicionado a
mistura amostra-LAL e, a solugfo incubada por 6 minutos. A reagio ¢ interrompida pela
adicio do reagente de parada ac meio reacional. A absorbincia da amostra pode ser
determinada espectrofotometricamente a 405-410 nm e ¢é diretamente proporcional a
quantidade de endotoxinas presentes na amostra. A concentragdo de ET ¢é calculada com

base na curva padrio tragada para o kit em uso.

A determinagio da curva padrdo segue as seguintes etapas: reconstituico dos
reagentes fornecidos no kit, preparagdo das solugbes referentes aos pontos da curva a partir
de uma solucio de endotoxina padrio e a execugiio do teste propriamente dito (ocorréncia
da rea¢do enzimética). A relagdo entre a absorbancia da concentragio de endotoxina é
linear e esta entre 0,1 e 1,0 EU/mL. Estas etapas foram realizadas conforme instrugdes
contidas no manual que acompanha o kit de detecgio.

Quantificacdo de endotoxinas presentes em solugdes protéicas

Na execugdo do teste LAL, alguns compostos podem induzir ou fornecer resultados
falso positivo ou negativo devido a uma inibicio ndo especifica durante a reagdo. Como
exemplo destes compostos tem-se: produtos provenientes do sangue, polinucleotideos e
solugtes contendo metais pesados ou surfactantes. Por isso, com o intuito de evitar uma
interferéncia na detecgiio de endotoxinas nas amostras contendo anticorpos, fez-se a
desnaturacio da proteina contida nestas amostras. As aliquotas referentes as fragfes a
serem analisadas eram colocadas em um banho a 70°C por 10 min (Friberger et al., 1982)

antes da execugdo do teste.
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CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sintese da matriz adsorvente

A sintese da matriz adsorvente utilizada neste trabalho baseou-se em um método
proposto por Zeng ¢ Ruckenstein (1996a) para a obtengdo de membranas de quitosana com
porosidade controlada. Este método ¢ constituido de 3 etapas que sdo: preparo da solugio
de quitosana em meio acido, evaporagdo do solvente (formacgio das membranas) € a
neutralizaggo das membranas. Devido 4 auséncia de informagdes do processo de obtengdo
da membrana como um todo, decidiu-se executar um planejamento experimental para o

levantamento destas informacdes.

4.1.1. Planejamento Experimental

Visando a definigio das condi¢Bes de preparagio da membrana porosa de
quitosana utilizou-se o planejamento experimental como ferramenta para a verificagio dos
fatores significativos e a possibilidade de minimiza¢io do mimero de experimentos. A
primeira etapa foi a execugdo de um planejamento fracionario 2°2. Os fatores estudados
neste planejamento foram: o tempo de neutraliza¢io (tnew), temperatura de neutralizacio
(Txew), concentragdo da solugdo neutralizante (Cw.om), massa inicial da solugiio de
quitosana (M;) e proporgdo silica-quitosana (S:Q). A escolha das variaveis foi feita da
seguinte forma: a massa inicial de solugio de quitosana ndo foi informada na literatura de
base, logo esta surgiu como o fator totalmente desconhecido do método. Para a
determinacdo da faixa de estudo, ensaios preliminares foram feitos com massa variando de
2 a 10 g, utilizando placas de vidro de 4,5 cm de didmetro como molde. Através destes
ensaios foi possivel observar que 2 g nfo eram suficientes para cobrir o fundo da placa e
que no caso das massas acima de 7 g obtinha-se membranas com uma superficie
visivelmente heterogénea. A proporgdo silica-quitosana foi estudada em fungfio de dois
motivos: 1) a silica ser o responsavel pela formagdo dos poros e 2) a vazio de agua através

da membrana ter sido definida como a varigvel-resposta, uma vez que uma maior
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quantidade de silica provavelmente geraria um aumento na vazdo. As condigdes de
neutralizacdo que s3o a concentragio da solucio alcalina, o tempo e a temperatura de
neutralizagdo, embora tenham sido informadas pelo autor, foram analisadas em fungdo da
variagdo da massa de solugiio e da proporgio silica-quitosana, j4 que além de neutralizar a
condi¢io acida da membrana, tem a fungio de remover as particulas de silica. Os valores
utilizados pelo autor foram colocados no ponto central deste planejamento por serem
condigbes ja estabelecidas no seu trabalho. A matriz do planejamento, contendo os valores

dos fatores varidveis e as vazdes referentes a cada ensaio, est apresentada na Tabela 4.1,

Tabela 4.1. Planejamento fatorial fracionario 2°2 para estudar os efeitos de 5 variaveis

sobre a vaziio.

Ensaio tNent Treut M; Craon S:Q Vazio
(horas) O (g) (M) (mL/min)

T 100 60 () 30 05 1610 140
2 3.0 (H) 60 (-) 73 () 200 210) 0

3 1,0 () 100 (+) 73 () 200) 2:10) 40
4 30(4) 100 (+) 73 () 05()  161#) 150
5 1,0 () 60 (-) 17,0 (+) 2009 161(H) 110
6 3.0 () 60 () 17,0 4 05() 210 0

7 1,0 () 100 (+) 17,0 () 0.5 () 2:1() 0

8 30(H 100  17.0(+) 20 161 9,5
9 2,0 (0) 80 (0) 120000 1250  91(0) 12,0
10 2,0 (0) 80 (0) 120(00) 1250  91(0) 15,0
11 2,0 (0) 80 (0) 1200) 12500  9:1(0) 17,0

Verifica-se na Tabela 4.1 que as membranas correspondentes aos ensaios 2, 6 ¢ 7,
e ensaio 3 apresentaram vazio zero ou muito baixa a pressdio atmosférica, respectivamente.
Em todos esses experimentos a proporgio silica-quitosana foi de 2:1, demostrando que
nesta condi¢do ou os poros ndo foram formados (denstficagdo da membrana) ou eram muito
pequenos onde seria necessario o uso de uma pressdo maior que a atmosférica para que a

vazio fosse verificada.
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A analise estatistica dos fatores tneut, Trext, Craon, Mi € S:Q através do programa
Statistica apresentou como efeito significativo a 95% de confianca somente o fator
propor¢do de silica-quitosana (resultado nfo apresentado). Analisando-se os valores de
probabilidade dos efeitos, observou-se que a varidvel massa de solugfio apresentou um
valor de probabilidade (p=0,064) préximo do nivel de significincia de 0,05, nfio sendo
adequado o seu descarte. Reduziu-se o intervalo de confianca para um valor de 90%. Os
efeitos principais e interagbes entre os fatores, juntamente com os valores dos coeficientes
de regressdo obtidos pela analise dos efeitos, sdo apresentados na Tabela 4.2. Os resultados
de t(2) e p sdo referentes aos testes de significincia dos fatores realizados pelo programa
Statistica.

Tabela 4.2. Analise dos efeitos dos cinco fatores estudados sobre a varidvel-resposta vazdo.

Fatores Efeitos Coeficientes de t2) p
regressio

Meédia 11,40182% 11,4018 23,9280 0,0017
(1) Tempo -1,4525 -0,7625 -1,2997 0,3233
(2) Temperatura 0,7125 0,3562 0,6376 0,5890
(3) Massa -4,1775* -2,0887 -3,7382 0,0647
(4) Concentragio -2,0125 -1,0062 -1,8009 0,2135
(5) Proporgio S-Q 16,0475% 8,0237 14,3601 0,0048
(1) x(3) 0,7875 0,3937 0,7047 0,5540
(x4 -1,3775 -0,6887 -1,2326 0,3429

* fatores significativos a 90% de confianga.

Na Tabela 4.2 observa-se que somente os fatores massa inmicial de solugio e
proporgdo silica-quitosana exercem efeito significativo sobre a vazéio para um intervaio de
confianga de 90% (Figura 1 do Anexo 1). O sinal negativo para o fator massa e o sinal
positivo para o fator proporgdo silica-quitosana indicam que a vazdo ¢ afetada de forma
inversa e direta, respectivamente, para variagSes nesses fatores. Nota-se ainda que os
valores de probabilidade (p) de efeitos dos demais fatores estdo distantes do nivel de

significincia de 0,1, podendo-se portanto descarta-los. O coeficiente de correlagdo para este
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ajuste foi de 0,78, demonstrando a falta de ajuste do modelo linear aos dados da Tabela 4.1.
Os fatores tempo de neutralizago, temperatura de neutralizagio ¢ concentragio de NaOH
foram mantidos constantes, por nic terem apresentado efeito significativo sobre a vazio.
Os valores desses fatores correspondem aos valores do ponto central que sgo: 5 horas, 80°C
e 1,25 M para o tempo de neutralizacfo, a temperatura de neutraliza¢o e a concentragdo de
NaOH, respectivamente.

Devido a significativa falta de ajuste obtida no planejamento fracionario, partiu-se
para um segundo planejamento a fim de se determinar modelo e a superficie de resposta
para a vazdo em relagdo aos fatores considerados significativos pelo planejamento
fracionario (M; e $:Q). Nesta segunda etapa executou-se um planejamento completo 2* com
pontos axiais (- € +ou) € uma triplicata no ponto central. Visando determinar, a membrana
que apresentasse caracteristicas adequadas de vazdo e resisténcia mecénica, a analise dos
efeitos dos fatores foi feita em relagdio a duas varidveis-resposta, vazio e tensdo. A Tabela
4.3 apresenta a matriz do planejamento com os valores massa de solugio de quitosana,

proporc3o silica-quitosana, vazio e tensio para cada ensaio.

Tabela 4.3. Planejamento completo 2° com pontos axiais e triplicata no ponto central para
estudar os efeitos das variaveis massa de solugio de quitosana e proporgio silica-quitosana

sobre a vazio e a tensfo.

Ensaio M; S:Q Vazio (mL/min) Tensido (MPa)
1 8,0(-) 13,2:1(-) 17,5 0,70
2 11,4(+) 13,2:1(-) 14,5 0,79
3 8,0(-) 18,8:1(+) 20,4 0,62
4 11,4(+) 18,8:1(H) 14,7 0,61
5 9,7(0) 16:1(0) 16,6 0,52
6 9,7(0) 16:1(0) 16,7 0,55
7 9,7(0) 16:1(0) 17,0 0,54
8 7,3(-2'% 16:1(0) 21,4 0,55
9 9,7(0) 20:1(+2'%) 16,9 0,59
10 12,0(+2%) 16:1(0) 13,8 0,64
11 9,7(0) 12:1(-21% 12,9 0,81
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Os principais efeitos, as intera¢des entre as variaveis e os valores dos coeficientes
de regressdo obtidos pela anilise dos efeitos em relagio 4 vazdo estdo apresentados na
Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Anilise dos efeitos dos fatores massa inicial da solugio de quitosana e

proporgio silica-quitosana sobre a varidvel-resposta vazio.

Fatores Efeitos Coeficientes de t(2) p
regressio

Média 16,74322%* 16,74322 126,6473  0,000062
(1) Massa (L) -4 85776* -2,4288 -29.9996  0,001109
Massa (Q) 1,1697* 0,58485 6,0683 0,026098
(2) Proporgdo S-Q (L) 2,19123% 1,09561 13,5321 0,005417
Proporgdo S-Q (Q) -1,57613* -0,78806 -8,1767 0,014629
(D x(2) -1,345% -0,67250 -5,8783 0,027782

* fatores estatisticamente significativos a 95% de confianca.
(L): termo linear do modelo.
{Q): termo quadratico do modelo.

Todos os fatores analisados apresentaram efeitos significativos sobre a vazio a um
nivel de confianca de 95%, obtendo-se, de acordo com os valores dos coeficientes de

regressdo da Tabela 4.4, o modelo empirico codificado dado pela equagdo 4.1.

Vazdo =16,74+0,58M* —0,788P* ~ 2 43M +11P - 0,6 TMP CH))

onde:
M: massa de solugdo de quitosana

P: propor¢io silica~quitosana

Uma anélise de varidncia (ANOVA) foi determinada com o intuito de verificar a
validade do modelo da equagdo 4.1. O resultado da ANOVA para o ajuste do modelo

quadratico aos fatores considerados significativos encontra-se na Tabela 4.5.
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Tabela 4.5. Andlise da varidncia para ¢ ajuste do modelo quadratico aos dados da Tabela
4.4,

Fonte de Soma Graus de Média F
variacio quadratica liberdade quadratica
Regressao 64,03 5 12,806 32,60
Residuos 1,964 5 0,3928
Falta de ajuste 1,86 3
Erro puro 0,104 2
Total 65,994 15

Fiibetado ©95:55) = 5,03

Os valores obtidos para 6 R® e Fueiado 2 95% de confianca foram respectivamente
0,971 e 5,05. O valor de R? indica que 97% da variabilidade na resposta pode ser explicada
pelo modelo. O Feaculato € 6,5 vezes maior que o Fubdado, indicando que o modelo é
significativo a 95% de confianga. As faixas otimizadas através do modelo apresentado na

equagdo 4.1 podem ser visualizadas na Figura 4.1.

Na Figura 4.1 nota-se que o maior valor encontrado para a vazio, dentro da faixa
estudada, foi de aproximadamente 20,0 mi./min (faixa escura em vermelho). Este valor que
corresponde a membrana do ensaio 8 cujos valores para a massa de solugdo de quitosana e
a proporgdo silica-quitosana siio 7,3 g e 16:1 (em wvalores ndo codificados),
respectivamente. Uma outra membrana também encontrada nessa faixa € aquela referente
ao ensaio 3 (8 g e 18:8,1). Observa-se ainda uma tendéncia de maiores vazdes para menores

valores de massa de solugdo € para maiores valores de proporgio silica-quitosana.
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Figura 4.1: (a) Superficie quadratica e (b) Curva de nivel da superficie quadratica, descritas
pela equaciio 4.1.
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Com a finalidade de ratificar a analise de varifncia para o modelo proposto na
equacdo 4.1, fez-se uma analise do desvio dos valores de vazdo observados
experimentalmente com relaf,ﬁ?io aqueles preditos pelo modelo da equagio 4.1. Os
desvios foram calculados utilizando a equagéo 4.2.

Voo =V
P00 (4.2)

obs

D=

onde:
Voss = valor observado experimentalmente

Vprea = valor predito pelo modelo

O desvio calculado para cada ensaio do planejamento proposto na Tabela 4.3 em

relacio & vazdo encontra-se apresentado na Tabela 4.6.

Tabela 4.6. Desvio entre os valores observados experimentalmente e os preditos pelo

modelo em relagio & vaziio para cada ensaio do planejamento experimental.

Ensaio M; S:Q Valor observado  Valor predito Desvio

(mL/min) (mL/min) (%)
1 -1 -1 17,5 17,21 1,6
2 +1 -1 14,5 13,70 5,5
3 -1 +1 20,4 20,75 1,7
4 +1 +1 14,7 14,54 1,0
5 0 0 16,6 16,74 0,8
6 0 0 16,7 16,74 0,2
7 0 0 17,0 16,74 1,5
8 217 0 21.4 21,37 0,1
9 0 +217 17,0 16,71 1,1
10 +2172 0 14,0 14,50 5,1
11 0 212 13,0 13,61 55
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Nota-se que a diferenca entre os valores preditos ¢ os observados encontra-se em
torno de 5%. Sabendo-se que o erro experimental (desvio padrdo) para cada ensaio em
relagio ao valor meédio ¢ de no maximo 5% (ver Tabela 1 do Anexo 2), os desvios

apresentados podem ser considerados aceitéveis.

Com relagiio a varidvel-resposta tensfo, a analise dos efeitos para avaliar a
significAncia dos fatores estudados, também desenvolvida pelo programa Statistica,

forneceu os resultados apresentados na Tabela 4.7.

Tabela 4.7. Analise dos efeitos dos fatores massa de solugio de quitosana e proporgio

silica-quitosana sobre a varigvel-resposta tensdo.

Fatores Efeitos Coeficientes de t(2) p
regressao

Meédia 0,5385* 0,5385 57,65 0,0003
(1) Massa (L) 0,0504* 0,0252 4,4022 0,0479
Massa (Q) 0,0742* 0,0371 5,4527 0,0320
(2) Proporgio S-Q (L) -0,1413%* -0,0706 -12,3481 0,0065
Proporgéo S-Q (Q) 0,1788* 0,0894 13,1280 0,0057
(Lx(2) -0,0515 -0,0257 -3,1832 0,0861

* fatores estatisticamente significativos a 95% de confianga

Nota-se que todos os fatores analisados apresentaram efeitos significativos sobre a
tensdo maxima, com excegdo do efeito de interagcio dos termos kinear e quadratico para o
fator massa de solugdo. Desta forma, o modelo proposto pela analise dos efeitos,

descartando-se apenas o efeito secundario (1) x (2), é dado pela equagio 4.3.

Tensdo = 0,54 +0,037M? +0,09P% +0,025M — 0,07P (4.3)

onde:
M massa de solu¢do de quitosana

P: proporgio silica-quitosana
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A validade do modelo foi verificada pela analise de varidncia, cujos resultados
para o ajuste do modelo quadratico aos fatores considerados significativos estio

apresentados na Tabela 4.8.

Tabela 4.8. Analise de varidncia para o ajuste do modelo quadratico aos dados da
Tabela 4.7.

Fonte de Soma Graus de Meédia F
variacio quadritica liberdade  quadratica
Regressao 0,098 4 0,0245 27,22
Residuos 0,0054 6 0,0009
Falta de ajuste 0,0049 4
Erro puro 0,0005 2
Total 0,1034 16

Fiabelado (095:4:6) = 6,16

Observa-se na Tabela 4.8 que o modelo quadratico ndo exibe falta de ajuste
significativa no nivel de confianga de 95%. Os valores obtidos para o R*e Fiabeiado foram
respectivamente 0,944 e 6,16. O valor de R* indica que 94% da variabilidade na resposta
pode ser explicada pelo modelo. O Faicutago € 4,4 vezes maior que 0 Fiapelado, demonstrando
que o modelo ¢ significativo. A superficie de resposta e as curvas de contorno obtidas a

partir do modelo da equagdo 4.3 estdo ilustradas na Figura 4.2.

Na Figura 4.2 observa-se que o maior valor para a tensfio encontrado dentro da
faixa estudada foi de aproximadamente 0,82 MPa (faixa de cor verde claro). Dentre os
ensaios do planejamento, dois apresentam resultados préximos a este valor que sdo: o
ensaio 2 (11,4 g e 13,2:1 para a massa de solugio de quitosana e proporgio silica-quitosana,
respectivamente.) € o ensaio 11 (9,7 g e 12:1 para a massa de solugio de quitosana e

proporgio silica-quitosana, respectivamente).

45



Capitulo 4: Resultados e Discussdo
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Figura 4.2: (a) Superficie de resposta e (b) Curva de nivel da superficie quadratica, descritas
pela equagiio 4.3.
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Analisando a Figura 4.2a nota-se que a partir do ponto central (ponto de minimo)
existem duas tendéncias a valores maximos de tensdo. Uma delas € o deslocamento em
direcdio ao decréscimo da proporgdo silica-quitosana. Esta tendéncia j4 era esperada, visto
que uma menor massa de silica implica em uma menor quantidade de poros o que leva a
uma resisténcia maior a tensdo. A outra tendéncia € o deslocamento em direg3o a0 aumento
da proporcdo silica-quitosana. Isto pode talvez ser explicado pela possibilidade de uma
orientagdo das fibras da quitosana pela presenca da silica. Sendo assim, embora o agente
porogénico seja removido no final do processamento, as fibras orientadas mantém-se mais
resistentes (Arruda, 2001).

Como realizado no estudo referente a vazio, fez-se uma anélise do desvio entre os
valores observados experimentalmente e aqueles preditos pelo modelo da equagio 4.3 com
relagio a variavel-resposta tensdo. Os desvios foram calculados utilizando a equagdo 4.2 ¢

o resultado esta apresentado na Tabela 4.9.

Tabela 4.9. Desvio entre os valores observados experimentalmente ¢ os preditos pelo

modelo em relacio a tensdo para cada ensaio do planejamento experimental.

Ensaio M; S:Q Valor observado Valor predito Desvio

(MPa) (MPa) (%)
1 -1 -1 0,70 0,71 1,5
2 +1 -1 0,79 0,76 3,7
3 -1 +1 0,62 0,57 8,2
4 +1 +1 0,61 0,62 1,5
5 0 0 0,52 0,54 3,5
6 0 0 0,55 0,54 2,1
7 0 0 0,54 0,54 0,3
8 212 0 0,55 0,57 49
9 0 +212 0,59 0,62 4.6
10 +212 0 0,64 0,65 1,2
11 0 2172 0,81 0,82 0,8
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Os desvios entre os valores preditos e os experimentais encontram-se em torno de
8%, valor ainda aceitavel visto que o erro associado a esta analise encontra-se em tormo de
9% (ver Tabela 2 do Anexo 2). Para um resultado mais consistente, faz-se necessano a

ruptura de um niimero maior de corpos de prova, por exemplo 15 corpos de prova.

Para facilitar o entendimento, optou-se por fazer a analise dos resultados obtidos

para a vazio e a tensdo, resultados estes apresentados na Tabela 4.3, paralelamente.

Nota-se que os resultados das vazdes alcangadas pelas membranas estudadas
apresentam diferencas pequenas entre os seus valores, levando-se a supor que qualquer uma
das membranas estudadas poderia ser escolhida satisfatoriamente, caso fosse considerada

apenas essa variavel-resposta.

Os resultados obtidos para a tensdo também ndo apresentam valores tdo diferentes
sendo dificil dizer qual seria o melhor ensaio. Contudo, come as curvas de ruptura, tracadas
a partir dos ensaios mecdnicos das membranas, apresentaram um perfil caracteristico de
materiais duros e frageis (Nielsen, 1974), acredita-se que para este caso essas pequenas
diferencas podem ser determinantes para a escolha da membrana. Comparando-se os
resultados obtidos por este estudo com o resultado obtido por Zeng e Ruckenstein (1996),
cujo valor da tensdio suportada foi 0,9 MPa, verifica-se que membrana correspondente ao
ensaio 11 foi a que apresentou um melhor resultado (0,81 MPa). Considerando que o
aumento da tensio suportada pelas membranas desloca-se para o sentido da diminui¢do da
proporgdo silica-quitosana e aumento da massa de solugdo, estatisticamente a membrana
escolhida seria aquela referente ao ensaio 11, que tem massa de solugdo de quitosana igual
a 9,7 g e proporgio silica-quitosana igual a 12:1. Além disso, observou-se que esta
membrana apos a sintese apresentou as seguintes caracteristicas observadas visualmente:
aparéncia mais homogénea, forma arredondada bem definida e ndo enrugamento das bordas
quando retirada da agua, o que facilitou o seu manuseio durante as etapas de preparagio
para as analises.

Visto que os resultados para a vazio foram de um modo geral satisfatorios, a
escotha da membrana baseou-se na andlise estatistica feita para a tensdo e no fator
econdmico. Optou-se por utilizar a membrana referente ao ensaio 11 por apresentar bons
resultados de vazio e tensdo, e por utilizar menos massa de silica gel, que tem um custo

relativamente alto e poderia onerar o processo de obten¢io da membrana.
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Com base na analise estatistica dos planejamentos experimentais executados,
definiu-se finalmente as melhores condigbes de sintese da membrana dentro da faixa
estudada, sfo elas: temperatura de secagem de 80°C, tempo de secagem de 5 horas,

concentragdo da solugdo neutralizante (NaOH) de 1,25 M, massa da solugdo de quitosana

de 9,7 g e propor¢ao silica-quitosana de 12:1.

4.1.2. Sintese da membrana de quitosana

Realizados os planejamentos experimentais, a etapa de sintese foi considerada
concluida. A Figura 4.3 apresenta o fluxograma de prepara¢fio da membrana de quitosana,

contendo as condi¢Bes definidas pelos planejamentos experimentais.

4.2. Caracterizacio da matriz adsorvente

A caracterizagfio fisica ¢ morfolégica da membrana escolhida pelo planejamento
experimental (massa de solug8o 9,7 g e proporcdo de silica-quitosana 12:1) foi feita com o

intuito de levantar dados sobre a sua microestrutura.

4.2.1. Caracterizacio Fisica

As determinacoes fisicas foram: espessura, didmetro, volume, porosidade,
tamanho médio de poros, area superficial efetiva ¢ area superficial de adsor¢io cujos

resultados estio apresentados na Tabela 4.10.

Tabela 4.10. Caracteristicas fisicas da membrana porosa reticulada de quitosana.

Espessura no estado amido 300 pm
Didmetro no estado imido 4,5 cm
Porosidade no estado imido 67%
Volume no estado Gmido 0,48 cm”
Tamanho médio dos poros no estado seco 18 um
Area superficial especifica no estado seco 41,5 m*/g
Area efetiva para adsorcdo no estado imido 15,9 em?
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Figura 4.3: Fluxograma de sintese da membrana reticulada de quitosana.

50



Capitulo 4: Resultados e Discussdo

Os resultados apresentados na Tabela 4,10 sdo coerentes a literatura (Zeng e
Ruckenstein, 1996a, 1998b), exceto o resultado da area superficial especifica, que
apresentou diferenga significativa. Os pesquisadores Zeng e Ruckenstein (1998b)
obtiveram 1,6 m*/g (Tabela 1 do Anexo 3), ou seja, um resultado aproximadamente 26
vezes menor que o valor encontrado neste trabalho. O equipamento utilizado neste trabalho
para esta determinagiio mede a adsor¢io de moléculas de nitrogénio pelo material ¢ ajusta
os resultados obtidos para o volume adsorvido de gas por dois modelos, BET e Langmuir.
Os valores obtidos para trés amostras foram semelhantes entre si e os resultados médios
foram 25,9 m/g (BET) e 41,5 m/g (Langmuir). Contudo, as estranhas variagdes nos
valores do pardmetro ¢ (item 3.2.2.6 do Capitulo 3) levaram a nfo confiabilidade do
resultado para o ajuste por BET, apesar dos excelentes valores para o coeficiente de
correlagio (0,98). Por isso, o resultado obtido pelo modelo de Langmuir (41,5 m?/g) foi
considerado como a melhor resposta, assumindo-se que a adsorgiic de nitrogénio na
membrana de quitosana ocorre como previsto por este modelo. Contudo, uma investigaco

mais aprofundada desta analise deve ser feita para a certificacdo deste resultado.

4.2.2. Caracterizacio morfolégica

A morfologia da matriz adsorvente foi determinada por microscopia eletrnica de
varredura. Esta analise forneceu resultados quanto a presenca dos poros e sua distribuicio.

As micrografias das membranas nfo reticulada e reticulada sfio mostradas na Figura 4.4.

Figura 4.4: Micrografia da membrana de quitosana nfio reticulada (a) e reticulada com

epicloridrina (b). A barra corresponde a 100um.
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Observando a Figura 4.4, percebe-se que, que os poros encontram-se distribuidos
uniformemente indicando a eficiéncia na dispersdo da silica na solugio acida de quitosana.
Nota-se também, que a reticulagio com epicloridrina melhorou a microestrutura da
membrana reticulada em relagdo a arquitetura da membrana sem reticulagio (ver Figuras
4.4 ab), haja vista que a membrana ndo reticulada (Figura 4.4 a) sofreu colapso dos poros
na liofilizagdo, enquanto que a membrana reticulada manteve-se intacta ou sofreu poucas
variaghes em relagio a estrutura original. O mesmo fato foi observado por Zeng e
Ruckenstein (1996a) e por outros pesquisadores como Arruda (1999), Beppu (1999), entre

outros, mesmo com agentes reticulantes diferentes.

4.3. Experimentos de adsorcio de soro antiofidico em membranas de quitosana

4.3.1. Verificacio da atividade do soro antiofidico através de imunoeletroforese
Realizou-se uma imunoeletroforese para verificar a existéncia de atividade dos

anticorpos do soro antibotrépico, adquirido do Instituto Butantan para os experimentos de

adsor¢Ho. O resultado da cormida eletroforética encontra-se apresentado na Figura 4.5.

I. Anti-IgG de cavalo

2. Anti-soro total de cavalo

3. Anti-IgG de cavalo

Figura 4.5: Imunoeletroforese do soro antibotropico.
Nota-se na Figura 4.5 a formagio do arco de precipitagdo gerado pelo encontro da

IgG do soro com o seu antigeno (canaletas 1 e 3), demonstrando que os fragmentos (Fab’),

do soro estdo ativos. Verifica-se a presencga de um outro arco de precipitagio nas canaletas
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1 ¢ 3 onde foi injetado o anti-IgG de cavalo. Esta ocorréncia pode ser explicada pela
possibilidade do soro antiofidico utilizado conter IgG intacta e ndo somente os fragmentos
F(ab’), como esperado. Como a massa molecular da IgG € maior, conseqiientemente
apresenta maior dificuldade de difusdo no gel, por isso o arco formou-se um pouco acima
do arco referente a presenga do fragmentos F(ab’); em todas as canaletas. Na canaleta 2
verifica-se a presenga de outros arcos de precipitagio que correspondem a presenca de
outras proteinas do soro do cavalo. A presen¢a da IgG intacta e destas outras proteinas

respresentam contaminagdes ao soro ja que este devenia conter apenas fragmentos F(ab’),
das imunoglobulinas.

4.3.2. Influéncia da soluc¢io tamponante e do pH na adsorcio de anticorpos do soro em
membrana de quitosana

A investigagio da influéncia de diferentes tampdes ¢ pH na adsor¢dio de anticorpos
do soro na membrana foi realizada com a finalidade de definir as condigdes em que se
obteria maior adsor¢io de endotoxinas e menor perda dos fragmentos F(ab’), do soro. As
solugdes tamponantes testadas foram: Fosfato de sodio (pH 7,0-8,0), Acetato de sodio (pH
5,0-6,0) e Tris-HCI (pH 7,0-8,5). A concentrac¢do das solugBes tamponantes eram iguais a
25 mM.

Os experimentos foram realizados utilizando uma célula de ultrafiltragio contendo
uma membrana de quitosana suportada. Uma mesma membrana era utilizada durante oito
filtragdes com ciclos completos de adsorgdo, dessor¢do e regeneragfo, visto que esta se
apresentou estavel e mantinha sua capacidade de adsor¢do durante neste periodo. A solugdo
de inje¢iio continha uma massa inicial constante igual a 12,2 mg de proteina para todas as
condigdes testadas. O fluxo de saida da célula foi monitorado por um monitor de
absorbincia UV. As absorbancias das fragBes coletadas para cada etapa (lavagem, eluigio e
regeneracdo) foram medidas a 280 nm e a quantidade de proteina adsorvida foi determinada
por balango de massa. Todos os balangos de massa calculados forneceram uma perda
menor que 10%. A Figura 4.6 mostra a quantidade de fragmento F(ab”), adsorvida por area

de membrana de quitosana em relag@io a cada solugdo tamponante e pH estudados.
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Figura 4.6: Adsorgdo de anticorpos do soro antibotropico em membrana de quitosana nas
diferentes solugdes tamponantes ¢ pH. Q: massa de IgG adsovida por éarea total de
membrana de quitosana. (M) Acetato de sodio (pH 5,0 a 6,0), (@) Fosfato de sddio (pH 6,0
a 8,0), e (A) Tris-HCI (pH 7,0 a 8,5).

Observa-se na Figura 4.6 que o fragmento F(ab’), do soro pode ser adsorvido em
todas as condigdes de meio estudadas (tampdo e pH citados acima). Contudo, a maior
adsorgio ocorre em tampdo fosfato pH 6,0 (aproximadamente 7 mg/cmz). Neste estudo
nota-se que, o aumento do pH do tamp3o a partir do pH 6,0 favorece a uma menor adsorgio
de anticorpos. Sabendo-se que o pK, da membrana encontra-se na faixa de pH 6,5-7,0
(Zeng e Ruckenstein, 1999) com o aumento do pH espera-se uma desprotonagdo dos
grupamentos amino e, conseqgiientemente uma diminui¢do na capacidade de adsorgfio. Para
a analise da adsor¢Bo em cada tampdo a estrutura dos tampdes utilizados nestes

experimentos (Figura 4.7) servira como suporte na discussio.
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HC; CO0™ Acetato
1
HO_(%WO - Fosfato
H
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Figura 4.7: Estrutura dos sais dos tampdes utilizados nos experimentos de adsorgio de

anticorpos do soro antiofidico na membrana de quitosana.

Os perfis apresentados em tampio fosfato de sddio e Tris-HCl ¢ justificado pela
desprotonacdo da membrana (pH 7,0 a 8,5, como visto na Tabela 2.1 do capitulo 2, secgdo
2.4) permitindo que a proteina passe livremente. O perfil apresentado em tamp@o acetato de
sddio é justificado pela mudanca de carga da proteina que normalmente tende a ficar com
uma maior densidade de cargas positivas a valores mais baixos de pH (sentido da

diminui¢do do pH).

O tampdo fosfato em toda a sua faixa estudada adsorveu mais anticorpos do soro
em comparagdo aos tampdes acetato de sodio (presenga de 1 carga negativa) e Tris-HCI (1
carga positiva). Uma hipotese para explicar esse resuitado ¢ a formagdo de pontes entre o
anticorpo e a membrana através dos ions PO (presenga de 2 cargas para ligagio). Uma
outra hipétese € a interagéio dos ions fosfato com alguma regido positivamente carregada da
molécula do anticorpo, tornando aquele sitio de repuls@io descartado permitindo que uma
outra regido contendo cargas negativas interagisse com o adsorvente. Estas sdo duas
possibilidades dentre muitas que poderiam explicar o resultado da adsorgio de proteinas em
tampdo fosfato por esse adsorvente, contudo seriam necessarios estudos a nivel molecular

para uma afirmac¢do segura.

As condi¢des de menor adsorgfo foram: tampdo Tns-HCl pH 8.5, tampdo Tris-
HCI pH 7,0 e tampdo acetato de sédio pH 5,0, sendo que a massa adsorvida nas duas

altimas condigSes foi praticamente a mesma (1,34 rng/cm2 e 123 mglem?,
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respectivamente). O resultado favoravel obtido com o tampdo acetato pH 5,0 também foi
encontrado por Legallais et al. (1997) em um estudo desenvolvido visando a
despirogenagio de solugbes de IgG, utilizando histidina imobilizada em membranas de
fibra oca. Em Tris-HC! pH 8,5 a massa de fragmento F(ab’); adsorvida pela membrana de

quitosana em tamp&o ¢ minima (0,35 mg/cm®) em relagdo as demais condigdes, chegando a
ser 10 vezes menor que a quantidade adsorvida em tampdo fosfato de sddio pH 6,0

(condigio de maior adsorg#o). Aparentemente, esta apresenta-se como a condi¢iio 6tima
para a despirogenagdo do soro antiofidico devido a minimizagio da perda de proteinas.
Entretanto, considerando o pKa da membrana de quitosana, deduz-se que a pH 8,5 esta
encontra-se desprotonada, nio apresentando condigbes favoraveis inclusive para a adsorgdo
de endotoxinas. Com base nestes resultados, definiu-se que os tampdes acetato de sddio pH
5,0 e Tris-HCl 7,0 apresentaram-se como as melhores condi¢des para a despirogenagio do
soro antiofidico, devido a menor perda de anticorpos. A competigio entre as endotoxinas e
as moléculas do anticorpo pelo sitio ativo da membrana é esperada nas duas condiges
escothidas.

4.4, Experimentos de adsorc¢io de endotoxinas em membranas de quitosana

Concluida a investigag@io de adsorgdo de proteinas do soro na matriz adsorvente ¢
definidas as condi¢cdes onde se observou uma menor perda destas proteinas, iniciou-se os
experimentos de despirogenacgdo das solugBes tamponantes acetato de sédio pH 5,0 e Tris-
HCI pH 7,0 e, posteriormente, de solugdes de soro antiofidico,. Neste dltimo caso, estudou-
se a influéncia do aumento da concentracdic de anticorpos na solugSio contaminada ao
processo adsortivo. Em todos os casos, as solugdes eram contaminadas artificialmente com
ETs em duas concentracdes, baixa e alta, a fim de se verificar a influéncia da concentragio

de ET's a remogao.

4.4.1. Remociio de endetoxinas de solucdes tamponantes artificialmente contaminadas

Os tampdes acetato de sodio pH 5,0 e Tris-HCl pH 7,0 foram contaminados com
ETs nas concentragdes de 150 EU/mL (condigdo 1) e 1000 EU/mL (condigdo 2). Os

resultados para estes experimentos encontram-se na Tabela 4.11. Estes resultados estdo
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expressos em termos de concentracio (EU/mL) e porcentagem de endotoxinas removidas

(Es,) em relacgio a solugdo de injegdo.

Tabela 4.11. Influéncia do tampdo na remog3o de endotoxinas de solugdes tamponantes
teoricamente contaminadas com 150 EU/mL e 1000 EU/mL.

Acetato de sodio pH 5,0 Tris-HCl pH 7,0
Condigdo 1 Condicdo 2 Condigdo 1 Condigio 2
Volume inicial (mL) 14,9 14.9 14,9 14,9
Concentragio inicial (EU/mL) 162,0 1031,2 149,0 10043
Concentragdo final (EU/mL) 34,0 35,1 3,5 10,4
Es (%) 79,0 96,6 97,7 99,0

E,,: porcentagem de endotoxinas removidas em relagdo a solugio de injecfio.

Os resultados apresentados na Tabela 4.11 demonstram que a adsor¢do de
endotoxinas a partir das solugdes tamponantes estudadas foi possivel e significativa
principalmente para as solugdes com maior concentragfio de endotoxinas (quantidade de
ETs remanescentes de 3,4% e 1,0% para as solugdes acetato de sodio pH 5,0 e Tris-HCI pH

7,0, respectivamente).

Nota-se que o aumento do nivel de contaminag@o influenciou na quantidade de
ETs removida, visto que para solugSes contaminadas com 1000 EU/ml. a quantidade de
ETs removida € aproximadamente 8 vezes maior quando comparada ao resultado obtido
para solugdes com 150 EU/mL, fato este verificado para os dois tampdes estudados. Isto
pode ser explicado pelo fato de que quando a molécula de interesse encontra-se em uma
solugiio diluida, o contato desta com a matriz é dificultado, diminuindo as chances de
ocorrer a interacdo. Esta € uma constatagiio comum quando se trata de processos adsortivos.
Além disso, a detecgdo quantitativa de endotoxinas em baixas concentragdes exige uma alta
sensibilidade (Petsch e Anspach, 2000).

Quanto a influéncia da solugio tamponante no processo de remogdo, a solugdo
Tris-HCl pH 7,0 foi a condi¢io que favoreceu uma maior adsor¢io, embora fosse esperado
um melhor resultado em tampdo acetato de sodio pH 5,0. Uma explicagio para este

resultado pode ser obtida observando-se a estrutura dos tampdes utilizados (Figura 4.7). Os
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tampdes apresentam grupos com carga de sinais opostos e, levando-se em consideragio que
a membrana de quitosana encontra-se positivamente carregada em todos os experimentos,
pode-se dizer que em tampdo acetato de s6dio a competigio pelo sitio ativo entre os grupos
negativos do tampdo e as endotoxinas tenha ocorrido. Em contrapartida, em tampdo Tris-
HC! os sitios ativos presentes encontravam-se completamente livres possibilitando a

adsorc¢io.

Os resultados para os experimentos de despirogenagiio discutidos anteriormente
(Tabela 4.11) encontram-se novamente apresentados, sendo que na forma de gréfico

(Figura 4.8), a fim de promover uma melhor visualizagio dos mesmos.

Concentracic de Endotoxinas
(EU/mL)

Experimentos 4

2
[+
g
5

Filtrado

Figura 4.8: Influéncia da solugio tamponante e do pH na remogio de endotoxinas. Barras 1
e 3: Tampdo acetato de sddio pH 5,0. Barras 2 e 4: Tamp3o Tris-HCI pH 7,0. As solugBes
de injegdo apresentam concentragdes de 150 EU/mL e 1000 EU/mL. As barras anteriores

correspondem as solugdes de injecdo e as posteriores, as obtidas no filtrado.

Com base nesses resultados, o tampdo Tris-HCI pH 7,0 foi a solugdio escothida
para ser utilizada nos experimentos de despirogenagio de solugBes de soro antiofidico, por
ser a condigic que favoreceu a maior eficiéncia na remogio de endotoxinas sem perda

significativa dos anticorpos do soro.
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4.4.2. Remocio de endotoxinas de solucies de soro antiofidico contendo baixa

concentraciio de proteinas

A despirogenagio de solugdes de soro contendo baixa concentragdo de anticorpos
foi realizada visando verificar o desempenho do adsorvente quando em contato com a
mistura. A solucdo de inje¢do apresentou uma concentragfo em torno de 1,0 mg/mL (soro
antibotropico aproximadamente 24 vezes diluido em tamp&o Tris-HCI pH 7,0) contaminada
com endotoxinas nas concentracdes de 150 EU/mL (condigio 1) e 1000 EU/mL
(condi¢io 2). As fragdes analisadas foram: inje¢do, Filtradol e lavagem. A etapa de
lavagem foi realizada porque ensaios preliminares mostraram que a massa de anticorpos no
filtrado correspondia a apenas 60% da inicial, sendo necessario aumentar a recuperagdo. Os
resultados obtidos nestes experimentos encontram-se nas Tabelas 4.12 e 4.13. Estes
resultados estdo expressos em termos da concentragdo de ETs (C) e unidades de ETs (U)
referentes a cada fragio, porcentagem de endotoxinas removidas (Ee;) referente ao filtrado
1 e porcentagem de proteina recuperada (Ps;) referente as fragdes filtrado 1 e lavagem. Os

balangos de massa apresentararn um erro de no maximo 5%.

Tabela 4.12. Remocio de endotoxinas de soluggo de soro antiofidico com concentraco de
1mg/mL contaminada artificialmente com endotoxinas na concentragiio tedrica de 150
EU/mL.

Fragbes Volume Endotoxinas Proteina
(mL) C(EU/mL) U@EU) E«(%) C(mg/mL) massa(mg) P (%)
Injecdo 14,6 1153 1683.4 - 1,1 15,3 -
Filtradol 14,0 6,6 92.4 94 0,70 10,0 65
Lavagem 18,5 3.8 70 - 0,15 3,0 18

E.,: porcentagem de endotoxinas removidas
P.,: porcentagem de anticorpos recuperados
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Tabela 4.13. Remogio de endotoxinas de solucdo de soro antiofidico (lmg/ml)
contaminada artificialmente com endotoxinas na concentragio tedrica de 1000 EU/mL.

Fragdes Volume Endotoxinas Proteina

(mL) C(EUmL) U(EU) Es(%) C(mg/mL) massa(mg) Py (%)
Injecdo 14,6 11845 172940 - 1,0 15,0 ,
Filtradol 14,0 34,2 479,0 97,0 0,83 11,6 79,0
Lavagem 20 4.3 86,0 - 0,13 2,6 17,3

Os resultados apresentados nas Tabelas 4.12 e 4.13 demonstram que a remogio de
endotoxinas foi possivel e significativa para as duas condi¢des investigadas (90% e 97%
para as concentragdes de 150 EU/mL e de 1000 EU/mL, respectivamente), sendo que a
porcentagem de remogdo total de ETs foi calculada considerando as unidades de ETs
remanescentes no Filtrado 1 e na Lavagem. A recuperagio de anticorpos total,
considerando a massa presente no filtrado! e na lavagem, também representa um bom
resultado (83,0% e 96,3% para as solugbes contaminadas com 150 EU/mL e 1000 EU/mL.,

respectivamente).

Visando aumentar a eficiéncia na remocdo a solucdo referente ao Filtrado 1 foi
injetada novamente no sistema € a solugdo coletada denominada de Filtrado 2. As
concentragdes de ETs remanescentes e proteina recuperada nos dois filtrados foram
determinadas (Tabela 4.14). Para uma visualizagio mais clara, os resultados para o filtrado
1 (primeira passagem da solugdo através da membrana) estio novamente apresentados. Os
resultados apresentados na Tabela 4.14 mostram que a eficiéncia no processo de remogio
foi melhorada pelo aumento do contato da solugio contaminada com a matriz adsorvente
(97 % e 99,7 % de remogio para as contaminagbes de 150 EU/mL e 1000 EU/mL,
respectivamente). Tendo-se em vista que os valores de remo¢#o alcangados foram proximos
aos obtidos com solugBes que ndo continham proteina (Tabela 4.11), é possivel dizer que a
presenga dos anticorpos em baixa concentragio nfo influenciou no processo de
despirogenagdo. Observa-se ainda que nfo houve perda significativa de anticorpos apos a
segunda passagem da solucio através da membrana, provavelmente pelo alto fator de
diluicdo desta solugfio (62% e 77% de recuperagio de anticorpos apos a segunda passagem
para as contaminagdes iniciais de 150 EU/mL e 1000 EU/mL, respectivamente).
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Tabela 4.14. Concentracio de endotoxinas nas solugdes de soro antiofidico em fungio do

nimero de passagens das mesmas através da membrana.

Condigdo 1 Condigdo 2
Filtrado 1  Filtrado2 Filtrado 1 Filtrado 2
Volume (mL) 14,0 12,7 14,0 12,7
C (EU/mL) 6,6 3.4 34,2 4,2
ETs remanescente (%) 55 3,0 3,0 0,3
Concentragdo de anticorpos (mg/mL) 0,70 0,75 0,83 0,90
* Anticorpos recuperados (%) 65,0 62,0 79,0 77,0

#yalores em relagdo a concentragdo da solugdio de injegfo inicial

Obtido o Filtrado 2 para cada condicfo, estes foram somados a fra¢do da lavagem
formando duas outras solugdes denominadas de Produtol e Produto 2. A soma dessas
fra¢tes foi feita visando compor um produto hipotético que inicialmente apresentava uma
concentragdo de 1mg/ml de anticorpos e contaminagfo inicial de 150 e 1000 EU/mL
submetido a um processo de despirogenacdo. Isto foi feito para uma verificaco final da
eficiéncia do processo de despirogenacdo para solugdes de injecdio contendo baixa
concentracio de anticorpos. A concentragio final de endotoxinas presentes e a de
anticorpos do soro foram determinadas e os resultados para as solugdes Produto 1 e Produto

2 encontram-se apresentados na Tabela 4.15.

Tabela 4.15. Concentragdes finais de endotoxinas e anticorpos das solugdes de soro
definidas como Produtol e Produto 2.

Amostra  Volume Endotoxinas Anticorpos
(mL) C U  Remanescente C Massa Recuperado
(EU/mL) (EU) (%e) (mg/mL) (mg) (%)
Produto 1 31 3,6 113 7,0 0,42 13,0 85
Produto 2 33 4,0 133,3 1,0 0,43 142 94.6

Produto 1: mistura das fragbes Filtrado 2 e Lavagem para a contaminagdo inicial de 150 EU/mL
Produto 2: mistura das frag8es Filtrado 2 ¢ Lavagerm para a contaminagio inicial de 1000 EU/mL
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Os resultados da Tabela 4.15 demonstram altos valores para a remogdo de ETs
(93% e 99% para os produtos 1 e 2, respectivamente) bem como para a recuperagio de

anticorpos (85%o e 94,6% para os produtos 1 e 2, respectivamente). .

Embora a recuperagio de proteinas tenha sido consideravel, observa-se que para a
soluciio menos contaminada a perda de anticorpos foi alta (15%). Uma hipétese para este
resultado € a interagdo ET-proteina. Segundo Petsch e Anspach (2000) as ETs demonstram
uma notavel capacidade para interagir com outras substincias incluindo proteinas, sendo
que a adsorgio com proteinas bésicas ¢€ regida por forgas de natureza eletrostaticas. Embora
o pl do anticorpo (fragmentos F(ab), ) ndo seja conhecido, 0 seu comportamento adsortivo
sugere que em pH 7,0 haja uma presenca expressiva de cargas positivas favorecendo a
interagiio eletrostatica com moléculas de ETs. Ocorrida a complexagdo entre ET e F(ab'), e
a adsor¢do da ET pela membrana, os anticorpos complexados sdo perdidos. A dificuldade
de recuperacgio de proteinas quando solugdes com baixa contaminagio de ETs sdo injetadas
foi também observada por outros pesquisadores (Anspach e Petsch, 2000; Kang ¢ Luo
2000). Outra hipotese € que a presenca de endotoxinas em menor concentracio implica em
mais sitios disponiveis para a adsor¢@io dos anticorpos, por isso a perda de proteinas é

menor quando altas concentragdes de endotoxinas estdo presentes.

4.4.3. Remocfio de endotoxinas de solugdes de soro antiofidico contendo alta

concentragiio de proteinas

A remog¢do de endotoxinas a partir de solugbes contendo proteinas do soro em alta
concentragio fol realizada visando verificar o desempenho do adsorvente em uma condigio
mais proxima de concentragio final deste produto (24 mg/mL). A solugiio de inje¢io
apresentou uma concentracdo em torno de 15 mg/mL (soro antibotrdpico diluido em
tampdo Tris-HCl pH 7,0). As concentragdes de ETs nestes experimentos foram também de
150 EU/mL e 1000 EU/mL (condigdes 1 e 2, respectivamente). A fragdes obtidas nestes
experimentos foram: filtrado 1, lavagem 1, lavagem 2 e filtrado 2. A etapa de lavagem foi
dividida em duas etapas devido a maior concentragiio de proteinas, bem como para evitar
uma alta diluicio da solugdo de inje¢io. Os balangos de massa fecharam com um erro
maximo de 10%. As Tabelas 4.16 e 4.17 apresentam os resultados obtidos nos

experimentos para as condigdes 1 e 2.

62



_Capitulo 4: Resultados e Discusséo

Tabela 4.16. Remocio de endotoxinas de solugBo de soro antiofidico contaminada

artificialmente com endotoxinas na concentragio tedrica de 150 EU/mL.

Fragdes  Volume Endotoxinas Anticorpos

(ml) C(EUmL) UEU) Ey(%) C(mg/ml) massa(mg) Po (%)
Tnjegio 14,5 43,7 633,7 - 13,7 198.,6 -
Filtradol 14,0 8,7 122,0 80,7 53 742 374
Lavageml 17,6 4,2 73,9 - 45 79,2 40,0
Lavagem2 15,0 . - - 0,03 0,45 0,23

E,,: porcentagem de endotoxinas removidas em relacdo a solugdo de injeciio
P.,: porcentagem de anticorpos recuperados

Tabela 4.17. Remogio de endotoxinas de solugio de soro antiofidico contaminada

artificialmente com endotoxinas na concentragéo tedrica de 1000 EU/mL.

Fragbes Volume Endotoxinas Anticorpos

(mL) C@EU/MmL) UEU) FEx(%) C(mg/mL) massa(mg) Po (%)
Injecio 14,5 1263,0  18313,5 - 18,6 269,7 -
Filtradol 14,0 33,3 4662 97.4 12,6 176,4 65,4
Lavagem! 17,6 8,5 150,0 - 4,25 75 27.8
Lavagem2 16,0 - - - 0,04 0,64 0,24

E.,: porcentagem de endotoxinas removidas em relagio a solugdo de injegdo
P, porcentagem de anticorpos recuperados

Nas Tabelas 4.16 e 4.17 not-se que a lavagem 2 apresentou uma concentragio
insignificante de proteinas (em torno de 0,03 mg/mL) para as duas condi¢des estudadas, por

isso ndo foi analisada quanto a concentracio de endotoxinas.

Como pode ser visto na Tabela 4.16, a concentracio inicial detectada foi de
43,7 EU/mL para uma contaminagdo prevista de 150 EU/mL. Esta diferenga pode ser
explicada pela interferéncia causada devido a presenca de alta concentracdo de proteina na
solugiio. Neste experimento, a diluicio necessaria (200X) para a determinagdo da
concentragdo de ETs ndo foi suficiente para diminuir a concentragéo de proteina a um nivel

que evitasse a interferéncia no método de determinagio de ETs (subestimacio da
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concentragdo). Além disso, apos a etapa de desnaturagio da aliquota notou-se a formagio
de um precipitado protéico, que pode ter arrastado parte das endotoxinas presentes na

solucdo.

Como feito no item 4.4.2, a solugio referente ao filtrado 1 foi injetada novamente
no sistema e a solugdo coletada foi denominada de filtrado 2. As concentragbes de ETs
remanescentes € proteina recuperada nos dois filtrados foram determinadas e os resultados
encontram-se na Tabela 4.18. Para uma visualiza¢fio mais clara, os resultados para o
Filtrado 1 (primeira passagem da solugdo através da membrana) estdo novamente

apresentados.

Tabela 4.18. Concentragdes de endotoxinas remanescentes nas solugdes de soro antiofidico

em fungdo do nimero de passagens das mesmas através da membrana.

Condigdo 1 Condiggo 2
Fitrado1 Filtrado2 Filtrado1 Filtrado 2
Volume (mL) 14,0 13,0 14,0 13,0
C (EU/mL) 8,7 5,6 33,3 6,8
ETs remanescente (%) 19,3 11,5 2,6 0,5
Concentragdo de anticorpos {mg/mL) 53 32 12,6 11,2
Anticorpos recuperados (%) 374 21,0 65,4 54,0

Os resultados apresentados na Tabela 4.18 mostram que a remogdo de ETs
continua alta, sendo que melhores para 1000 EU/mL. Entretanto o aumento da
concentragdo de proteina leva a altas perdas dos anticorpos, onde se v€ que o fator de
recuperagio € duas vezes menor que os apresentados no item 44.2. A eficiéncia na
remogdo de ETs foi melhorada com a passagem do filtrado 1 através da membrana
ratificando o que foi observado na secgiio anterior. Isto sugere que, para esta membrana, um
maior tempo de contato da solugdo com a matriz possibilitaria uma remogdo a niveis mais
baixos. A vazdo utilizada neste trabalho foi baseada no trabalho desenvolvido por Petsch e
Anspach (1998), onde 2 mL/min seria suficiente para alcangar os niveis de despirogenagio
desejaveis para produtos aplicados intravenosamente (0,2 EU/kg segundo a FDA),

resultando em um tempo de contato de 15 seg. O tempo de contato foi calculado pela razio
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entre o volume da membrana (0,5 cm’) ¢ a vazdo do filtrado (2 mL/min). No caso da
membrana de quitosana esta condi¢io nio permitiu que a eficiéncia maxima de adsorgdo
fosse alcangada.

Observa-se ainda que a eficiéncia na despirogenagio da solugio menos
contaminada (150 EU/mL) foi relativamente baixa. Na primeira passagem obteve-se uma
remogio total de 69% (considerando as unidades de ETs remanescentes no Filtrado 1 e na
Lavagem!) e na segunda passagem um resultado de 79% (considerando as unidades de ETs
remanescentes no Filtrado 2 e na Lavageml). Contudo, como este resultado estd
relacionado com a quantidade detectada na injegdo (43,7 EU/mL) e tendo em vista que a
concentragio foi subestimada devido a interferéncia da proteina, é possivel supor que a
quantidade adsorvida foi maior que o valor apresentado nesta tabela. Por conseguinte,
considerando uma injecio igual a 150 EU/mL (2175 EU) e relacionando com as unidades
endotoxicas remanescentes nos filtrados e na lavagem (valores da Tabela 4.16) os valores
de remogdo alcangados seriam iguais a 91% e 94% para a primeira e segunda passagens
respectivamente. Quanto a recuperagiio dos anticorpos do soro pode-se dizer que a alta
perda observada (23%) pode ser explicada pela formagio dos complexos proteina-ETs

como explicado no sub-secg¢do anterior.

Os resultados obtidos para a solugdo contendo maior concentragio de ETs
(1000 EU/mL) foram expressivos chegando a alcancar 98% de remogdo de ETs e 93% de
recuperacao apos a segunda passagem através da membrana, considerando as unidades de

ETs remanescentes e proteinas presentes no Filtrado 2 e na Lavagem 1.

Obtido o Filtrado2 para as condigdes 1 e 2, estes foram somados a fragdo da
Lavagem! para cada condigdo de contaminacdo, formando duas outras solugbes
denominadas de Produto 3 e Produto 4. A explicagdo para a soma destas duas fragdes é a
mesma citada na secgdo 4.4.2. Estas solugbes foram analisadas quanto a concentragfio de
ETs ¢ anticorpos do soro antiofidico, visando verificar a eficiéncia total do processo de
despirogenagdo de solugdes de soro contendo alta concentragio de anticorpos. Os
resultados das analises para as solugdes Produto 3 e Produto 4 encontram-se apresentados
na Tabela 4.19.
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Tabela 4.19. Concentragdes finais de endotoxinas e anticorpos nas solu¢des de soro
definidas como Produto 3 e Produto 4.

Amostra Volume Endotoxinas Anticorpos
(mL) @ C Remanescente Massa C Recuperado
(EU) (EU/mL) (%) (mg) (mg/mL) (%)
Produto 3 30,6 1948 6,4 30,7 121,0 3,95 61
Produto 4 30,6 2384 7.8 1,3 2206 7,2 82

Produto 3: mistura das fragfes Filtrado 2 ¢ Lavagem 1 para a contaminagdo de 150 EU/ml..
Produto 4: mistura das fragies Filtrado 2 ¢ Lavagem 1 parg a contaminacio de 1000 EU/mL.

Na Tabela 4.19 nota-se que a despirogena¢do e a recuperagio de anticorpos fol
eficiente principalmente para a solu¢do contendo alta concentragdo de ETs, onde os

resultados para remogio e recuperac¢io alcangados foram de 98,7% e 82%, respectivamente.

Em nenhum dos experimentos realizados com solugdes de soro, quer seja em alta
ou baixa concentraciio de anticorpos, foi alcangada uma despirogenagéo de 100%. Para uma
aplicagiio intravenosa dos produtos finais obtidos (Produto 1, Produto 2, Produto 3 ¢

Produto 4) seria necessano submeté-los a outras etapas de despirogenagio.

Os resultados apresentados neste trabalho quando comparados aqueles
desenvolvidos por Petsch e colaboradores (1997, 1998 e 2000), que apresentava sistema de
filtragdo semelhante ao deste trabalho, nota-se que a grande diferenca nos fatores de
purificagdo, cerca de 300 vezes, deve-se a alta concentragdo de injegdo, em torno de 6000
EU/mL, concentracio esta que favorece a eficiéncia na remogiio como discutido

anteriormente.

Analisando o trabalho desenvolvido por Legallais e colaboradores (1997), onde
concentracdes de ETs mais prOximas as estudadas nesse trabalho, observa-se que a
remog¢ido em solugdes com contaminagOes baixa e alta (80,7% e 72,1%, respectivamente)
estio em concorddncia com os resultados obtidos neste trabalho. Por outro lado, observou-
se uma maior capacidade do adsorvente His-PEVA para remover ETs em baixa

concentracio quando comparado a membrana de quitosana.
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Na despirogenagdo de soro antiofidico por adsorgio em His-PEVA realizado por
Acconci (1998) observa-se que para um nivel de contaminagio mais alto (1000 EU/mL) a
membrana de quitosana apresentou um melhor desempenho (92% e 98% de remogdo para
as membranas His-PEVA e quitosana, respectivamente). Entretanto, para niveis mais
baixos de contaminagio a membrana His-PEVA apresentou uma diferenga de 20% acima
na eficiéncia de remocfio em relagio a membrana de quitosana. Duas diferencas
importantes entre os sistemas utilizados por Acconci (1998) e Legallais (1997) em relagdo
ao sistema deste trabalho sdo: a area de adsorgio do leito de fibras ocas cortadas em relagio
a membrana de quitosana ( cerca de 3 vezes maior) e o tempo de contato da solugio com o

adsorvente (solugdo recirculada em circuito fechado durante 1 hora).

E valido ressaltar que a membrana de quitosana foi utilizado em um sistema no
otimizado (uma umica membrana suportada em uma célula de ultrafiltragdo) sem o
acoplamento de ligantes especificos ou pseudobioespecificos para a adsor¢do de ETs,
explorando-se simplesmente os grupos amino-reativos presentes na sua estrutura. Uma
parcela de contribuicdo nos resultados obtidos deve ser atribuida a afinidade entre a
quitosana e as ETs, como relatado por Davydova et al. (2000). Em vista disso, os resultados

obtidos neste trabalho foram satisfatorios para o objetivo ao qual se propds.

Andlise da influéncia do aumento da concentragio de proteinas no processo de remogio

de endotoxinas

Para a despirogenacdo de solugdes contendo proteinas € necessario que se
estabelega um compromisso entre a eficiéncia na remogdo do pirogénio e a recuperagdo das
proteinas constituintes da solugdo. A influéncia da concentragio de anticorpos do soro ao
processo de despirogenacdo, foi estudada com exclusividade neste topico. Para isso, os
resultados obtidos nos experimentos de remogdo realizados com solugdes contaminadas a
1000 EU/mL foram analisados na Figura 4.9. A remogdo alcangada encontra-se expressa
em unidades endotoxicas adsorvidas por area de membrana (Q’) a diferentes concentragdes
de anticorpos nas solugdes de injegdo. Para fins de comparagio, os resultados de massa
adsorvida referem-se aqueles obtidos na primeira passagem da solugfio através da
membrana (924 EU/cm®, 1057,5 EU/em® e 1115,5 EU/em® para as solugBes sem proteina,
contendo 1 mg/mL de soro ¢ 18,6 mg/mL de soro, respectivamente).
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Figura 4.9: Influéncia da concentragio de anticorpos ao processo de remogio de
endotoxinas. (1): quantidade de ETs removida a partir de tampdo Tris-HCl pH 7.,0. (2):
quantidade de ETs removida a partir de solugio de soro com concentragio de Img/mL. (3):

quantidade de ETs removida a partir de solugio de soro com concentracio de 18,6 mg/mL.

Na Figura 4.9 verifica-se que a adsorgdo de ETs na membrana de quitosana néo foi
afetada pela concentragdo de anticorpos na solu¢io de injegfo, ainda que em altas
concentragdes. Com base nas condigbes de pH do sistema membrana e solugdo (soro
antiofidico, tampdo Tris HCl e endotoxinas) em contato com a membrana, pode-se dizer
que os grupos funcionais da membrana que estiverem protonados estario com carga
positiva (pKa 6,3-7,0), as endotoxinas estardo negativamente carregadas (pl em torno de
2,0 (Pearson, 1985)) e a condigiio dos fragmentos F(ab’); do soro ndo ¢ conhecida, podendo
conter carga liquida positiva e/ou negativa com maior probabilidade de ser positiva. Logo,
se a competicio pelo sitio ativo da matriz adsorvente ocorreu, as endotoxinas
preferencialmente eram adsorvidas. Por outro lado, se ocorreu a competi¢do entre os grupos
reativos da membrana ¢ os fragmentos F(ab’), do soro peia ET, preferencialmente a
intera¢do ocorreu com a membrana. Portanto, seria possivel deduzir que a partir de uma
determinada concentragio do anticorpo ¢ endotoxinas em uma mistura, a remog¢do de
endotoxinas ndo seria afetada ou apresentaria pequenas variagdes com o aumento da
concentragio de anticorpos na solugdo a ser filtrada. Infelizmente, os mecanismos de
interacdo e/ou competi¢io na adsorgdo de endotoxinas e anticorpos do soro na membrana
de quitosana nao sdo conhecidos em literatura. O levantamento dos dados de isotermas de
adsorgdo para essas moléculas em solugdes puras e em uma mistura faz-se necessario para

uma discussio mais aprofundada.
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CAPITULO 5
CONCLUSAO E SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

5.1. Conclusao

A matriz adsorvente sintetizada neste trabalho foi desenvolvida com o objetivo de
ser aplicada em processos de despirogenagio de soro antiofidico. A etapa de obtengdo da

membrana de quitosana foi dividida em sintese e caracterizaggo.

A sintese da membrana foi desenvolvida com base em método proposto na
literatura e na execugfio de dois planejamentos experimentais. No primeiro planejamento
foi investigada a influéncia das vanéaveis tempo de neutralizagio, temperatura de
neutralizag@o, concentragio de NaOH, massa inicial da solugdo de quitosana e proporgio
silica-quitosana, sobre a vazdo. A analise estatistica dos efeitos das varidveis demonstrou
que somente a massa inicial da solugdo de quitosana e a proporgdo silica-quitosana

exerceram efeito significativo sobre a vazio.

O segundo planejamento, onde se estudou a influéncia dos fatores Massa inicial da
solugdo e a proporgdo silica-quitosana sobre as variaveis Vazdo e Tensdo, a fim de se obter
uma membrana com caracteristicas de vazdo e resisténcia fisica adequadas aos
experimentos. A analise estatistica dos efeitos demonstrou que os dois fatores estudados
exerciam efeito significativo. A analise de varidncia para os modelos obtidos em relagéio a
Vazio e a Tensdio foram considerados validos e preditivos, visto que a razdo entre o
Fealcalcutado € O Frabelago fOI de 6,16. A escolha da membrana a ser utilizada nos experimentos
de adsor¢do foi baseada na anilise estatistica feita para a Tensfo e no fator econdmico. A
membrana escothida foi a que apresentou 13 ml/min de vazio e 0,81 MPa de tensdo. Desta
forma, como as informagdes encontradas na literatura foram insuficientes para a reprodugéo
da membrana, o planejamento experimental foi uma importante ferramenta na definicdo das
condigdes de sintese de uma membrana que apresentasse caracteristicas adequadas para a
finalidade deste trabalho. Finalizada a sintese, a caracterizagdo fisica permitiu verificar que
a membrana de quitosana escolhida apresentou caracteristicas semelhantes aquelas

apresentadas na hiteratura.
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Apds a sintese e caracterizacdo, a membrana foi utilizada em experimentos de
adsor¢do primeiramente de anticorpos do soro e em seguida de endotoxinas presentes em
solugdes tamponantes ¢ em solugdes de soro antiofidico. A investiga¢io da influéncia da
solugio tamponante e do pH na adsor¢iio de anticorpos do soro nas membranas permitiu
verificar que os tampdes acetato de sodio pH 5,0 e Tris-HCl pH 7,0 favoreceram uma
menor perda dos anticorpos, bem como uma possivel condigdo de menor competi¢do pelo

sitio de adsorgo.

A despirogenagiio de solugbes tamponantes, previamente definidas, foi realizada
com solugdes contaminadas artificialmente em dois niveis de contaminagio: 150 EU/mL e
1000 EU/mL. Os resultados demonstraram que a solugdo Tris-HCl pH 7,0 foi a que
favoreceu uma maior adsor¢io de endotoxinas, onde se obteve 97,7% ¢ 99,0% de remogdo

para solugdes contaminadas com 150 EU/mL e 1000 EU/mL, respectivamente.

Definida a solugfio tamponante, esta foi utilizada nos experimentos despirogenagio
de solugdes de soro antiofidico. Estes experimentos foram realizados com solugbes de
baixa e alta concentragio de proteinas. Verificou-se que, para solugbes de soro
contaminadas com ETs contendo baixa concentragio de proteinas {1 mg/mL) obteve-se
altos valores para a porcentagem de remogio (93% e 99% para os produtos micialmente
contaminados com 150 EU/mL e 1000 EU/mL, respectivamente). Da mesma forma a
recuperagdo de anticorpos foi bastante significativa, tendo-se obtido nos produtos finais
85% e 94,6% de anticorpos em solugles imicialmente contaminadas com 150 EU/mlL e
1000 EU/mL, respectivamente.

No caso de solugbes contendo alta concentragio de anticorpos de soro antiofidico,
os fatores de remocio de ETs (98,7%) e recuperagio dos anticorpos (82%) foram bastante
expressivos para solu¢do contaminada com 1000 EU/mL. Em contra partida, para a solugio
contaminada a 150 EU/mL notou-se uma perda significativa de anticorpos (recuperagdo de
61% no produto final). Este resultado deveu-se, provavelmente, & complexagdo ETs-
proteinas e/ou a uma maior quantidade de sitios livres devido a baixa concentracio de ETs.
Nesta condicdo de contaminacio além da alta perda de anticorpos alcancou-se também a
menor eficiéncia na remogdo de ETs (69,3%). A baixa remo¢io deveu-se possivelmente 3
interferéncia no método de quantificacio, causada pela presenga de proteinas em alta

concentracio. Nos experimentos com solugdes de soro antiofidico, contendo baixa e alta
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concenira¢do de anticorpos, notou-se também que os fatores de remogio foram melhorados
quando a solugdo foi filtrada mais de uma vez, ou seja, a eficiéneia maxima de adsorgdo da
membrana ndo foi alcangada com as concentragBes de endotoxinas utilizadas neste
trabalho.

Finalmente, pode-se concluir que a membrana de quitosana desenvolvida neste
trabalho foi eficiente quando aplicada em processos de remogo de endotoxinas de solugdes
de soro antiofidico, podendo ter sua aplicaciio expandida para a despirogenagio de outras

solugBes protéicas.

5.2. Sugestdes para proximos trabalhos

Para o aprofundamento e complementacio deste trabalho, sugere-se estudar em

futuros trabalhos os seguintes itens:
[ Obter dados de equilibrio pela construgio de isotermas de adsorgio utilizando
solugio tampéo e solugio de soro puras e contaminadas com endotoxinas;

n Estudar outras condigbes tamponantes para maximizar a adsor¢do de endotoxinas e

minimizar e perda de anticorpos;

[ Otimizar o sistema de filtragio pela montagem de um cartucho contendo um

mimero de membranas, aumentando desta forma a area de adsorgo;

| Otimizar as condigdes como vazio e tempo de contato da solugdo contaminada com
o adsorvente ;
n Estudar o efeito da forca iGnica, pela introducio de um sal na solugdo, sobre a

eficiéncia na remogio de endotoxinas;

[ Desenvolver experimentos utilizando a membrana de quitosana derivatizada com

uum ligante de afinidade ou pseudoafinidade.
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ANEXO 1

A Figura 1 apresenta os efeitos dos fatores temperatura de neutralizagdo, tempo de
neutralizacdo, concentracio de NaOH, massa inicial da solugido de quitosana e proporg¢io

silica-quitosana sobre a vazio no planejamento fracionario 2°~,

20 -
15 -

10 -

Temperatura
TempoxConc.

Figura 1. Efeitos dos fatores estudados no planejamento fracionario 2> sobre a Vazio.
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ANEXO 2

As tabelas abaixo apresentam os valores dos desvios padrBes referentes as medidas
experimentais da Vazfo (Tabela 1) e Tensdo (Tabela 2). Os desvios foram calculados

utilizando as equagdes A1, A2 e A3.

Tabela 1. Desvio padriio entre as medidas das vazdes para cada experimento.

Experimento Vazdo média Variincia Desvio padric  Desvio padrio

(mL/min}) (%)

1 17,6 0,59 0,77 4.4

2 14,5 0,16 0,4 2,8

3 20,5 0,21 0,46 22

4 14,8 0,06 0,24 1,6

5 214 0,75 0,86 4,0

6 16,9 0,23 0,48 28

7 13,8 0,04 0,21 1,5

8 12,9 0,31 0,56 43

PC1 16,6 0,42 0,64 3,9
PC2 16,7 0,70 0,84 5,0
PC3 16,7 0,09 0,3 1,8

PC: ponto central
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Tabela 2. Desvio padrio entre as medidas das tensdes para cada experimento.

Experimento Tensfio média Varidncia Desvio padrio  Desvio padrio

(mL/min) (%)

1 0,70 0,001 0,032 4,5
2 0,79 0,004 0,06 7,6
3 0,62 4x10™ 0,02 3,4
4 0,61 9x10™ 0,03 5,0
5 0,55 9x107 0,095 17.1
6 0,59 3,5x107 0,059 9.1
7 0,64 5%10™ 0,022 3,4
8 0,81 2x10° 0,045 55
PC1 0,52 1,8x107 0,042 8.0
PC2 0,55 1,5x10° 0,038 7,0
PC3 0,54 2x107 0,045 8,3

Calculo de desvio individual:

d=v,~-v,
(A.D)
onde:
v;: valor individual, sendo que i varia de 1 a 3 (referente a cada medida da triplicata)
v, valor médio entre os valores individuais
Calculo da variincia:
2
SZ = Zd;
3
(A.2)
Calculo do desvio padrio:
(A3)
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ANEXO 3

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas fisicas da membrana reticulada de

quitosana do trabalho desenvolvido por Zeng e Ruckenstein (1996a2) e aplicada na

separagdo de proteinas.

Tabela 1. Caracteristicas fisicas da membrana porosa reticulada de quitosana utilizada por

Zeng ¢ Ruckenstein (1998b).

Espessura no estado umido 500 pm
Diémetro no estado amido 4,5 cm
Porosidade no estado umido 62%
Volume no estado timido 0,7 cm®
Tamanho médio dos poros no estado seco 18 um
Area superficial especifica no estado seco 1,6 m*/g
13,8 cm®

Area efetiva para adsorgio no estado imido
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