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RESUMO

A contaminacdo por endotoxinas (ET) em produtos para injecdo
parenteral é um problema para a indistria farmacéutica devido & dificuldade de
remocao destas moléculas e sua alta toxicidade. Diversas técnicas tém sido
estudadas visando a despirogenacao {remogio de ET) de solucdes protéicas,

dentre as quais a cromatografia em membranas apresenta-se como promissora.

Neste trabalho, membranas porosas de quitosana reticuladas com
epicloridrina foram obtidas com boa caracteristica de vazdo, visando a
despirogenagdo de solugbes tampio, de soro fisiolégico e de solugdes de IgG.
Experimentos de filtragio com solucao de IgG humana diluida em tampao foram
realizados para verificar a existéncia de adsor¢io da IgG na membrana, sendo
que as solugdes tamponantes que favoreceram uma menor adsorcao foram fosfato
de sbédic pH 8,0 e Tris-HCl pH 7.0 (0,49 mg/cm® e 0,73 mg/cmd,
respectivamente). Os resultados dos experimentos de adsor¢do com solucdes
tamp&o contaminadas artificialmente com ET revelaram que a solucdo
tamponante Tris-HCl pH 7,0 favorecia uma maior adsorcdo de ET na membrana
de quitosana, obtendo valores de concentracdo no filtrado de 0,58 EU/mL e 8,36
EU/mL para alimentactes, respectivamente, de 18,63 EU/mL e 541,40 EU/ml.
Testou-se a influéncia da presenca de sal no meio através da remocéo de ET de
soro fisiologico contaminadoe artificialmente, resultando em uma adsorcéo, das ET
alimentadas 4 membrana, de 50,68% em baixa concentragio de ET (42,49
EU/ml) e de 92,23% em alta concentragio (889,61 EU/ml}. A presenca de 1gG (1
mg/ml) em solucao tampao Tris-HCl pH 7,0 reduziu a adsor¢ao das endotoxinas
permitindo obter filtrados com concentracio de 4,05 e 71,15 EU/mL de uma
alimentacio de 116,43 e 796,93 EU/ml, respectivamente, e recuperacio
protéica, na ordem, de 100 e 96,37%. Em face destes dados, percebe-se que a
membrana de quitosana tem potencial para o uso como matriz de adsorcao
visando a remocao de ET de solugbes, embora na presenca de proteina, no
processo proposto, ndo se tenha alcangado valores que permitam uma injecao

parenteral.

Palavras-chave: adsorcao seletiva, despirogenacdo, endotoxina, Imunoglobulina

G, membrana, quitosana



ABSTRACT

Endotoxin (ET) contamination in intravascular injection products is a
problem for the pharmaceutical industry due to the difficulty of its removal and
elevated toxicity. Many techniques have been studied aiming the depyrogenation
{(ET removal) of protein solutions, among them the membrane chromatography

seems fo be a promising one.

In this work, cross-linked macroporous chitosan membranes were
obtained having a good flow dynamics, focusing the depyrogenation of buffering
solutions, physiologic serum and human IgG solutions. Filtration experiments
with human IgG diluted in buffering solution were conducted to verify the 1gG
adsorption on the membrane. The buffering solutions that resulted a lower IgG
adsorption were sodium phosphate pH 8.0 and Tris-HCl pH 7.0 (0.49 mg/cm3
and 0.73 mg/cm? , respectively). The adsorption experiments results using buffer
solutions artificially contaminated with ET showed that the Tris-HCl pH 7.0
buffering solution favoured a higher ET adsorption on the chitosan membrane
being the filtrated concentrations 0.58 EU/mL and 8.36 EU/mL to the feed flow
of 18.63 EU/ml and 541.4 EU/mL, respectively. The influence of salt presence in
the solution was tested for the ET removal of artificially contaminated physiologic
serum resulting in a 50.68% adsorption at a low ET concentration (42.49 EU/mL}
and 92.23% at a high ET concentration (889.61 EU/mL). The IgG presence (1
mg/ml) in Tris-HCl pH 7.0 buffer reduced the ET adsorption so that a filtrated
concentration of 4.05 and 71.15 EU/ml were obtained from a 116.43 and 796.93
EU/mL feed, respectively, and a protein recovery of 100% and 96.37%. These
results showed that chitosan membrane has a potential to be used as an
adsorption matrix for ET removal in solutions, eventhought safety concentration
values that allows a parenteral injection have not been achieved in samples

containing proteins.

Key-works: selective adsorption, depyrogenation, endotoxins, human

Imunoglobulin G, membrane, chitosan
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NOMENCLATURA

concentracgéo de soluto em equilibrio na solugéo (mg/ml)

constante de dissociacdo do complexo sorbato-adsorvente {mL/mg ou M)

massa seca de membrana (g)

massa tumida de membrana (g)

quantidade de soluto adsorvido por massa ou volume de adsorvente em
equilibrio com a quantidade de soluto ndo adsorvido em solugao (mg/g,

mg/ml ou mg/cm3)

Quantidade maxima possivel de ser adsorvida {mg/g, mg/mlL ou mg/cm?)
proporcéo silica / quitosana

volume de membrana no estado tmido (cm3}

variacao de pressao (atm)

densidade da agua na temperatura {¢C) do ensaio (g/cm3)
cobalto

albumina do soro bovino

concentracéo de ET no permeado (EU/mL)

concentracao de ET na alimentacdo (EU/ml)
dietilarninoetano

acido etilenodiaminotetracético

endotoxinas

unidades endotdxicas {1EU = 100 pg de ET)

fragmento para ligacéo com o antigeno

fragmento com funcao efetora

Food and Drugs Administration

galactose

glicose



Hep
HFV
HSA

IEF

Ig

kv

LPS

MPQ
Nga
NGc
PEI
PEVA
pH
pl
PMLG

PVA

Tris

cadeia polipeptidica pesada das Ig
L-glicero-D-manose heptose
Papilloma virus humano

albumina do soro humano
eletroforese de focalizacéo isoelétrica
imunoglobulinas

acido 2-keto-3-deoxiotdnico
quilovolts

cadeia polipeptidica leve das Ig
lisado do amebdcito de Limulus
lipopolissacarideo

Microscopia de Varredura Eletronica
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N-acetil-glucosamina
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potencial hidrogenidnico
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polify-metil L-glutamato)

alcool polifvinilico)

rotagbes por minuto
Tris{hidroxametiljaminometano

ultrafiltracéo
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CAPITULO 1

INTRODUGAO

As imunoglicbulinas (Ig), ou anticorpos, sio produzidas na membrana de
ligacdo ou secretadas pelos linfocitos B, sendo sintetizadas por um animal em
resposta a presenca de uma molécula diferente (antigeno}, impropria do

individuo, pela qual apresentam alta afinidade (STRYER, 1996).

Uma das classes de Ig € a imunoglobulina G (IgG), cujas prescrigoes
terapéuticas intravenosas sfo indicadas nos casos de imunodeficiéncias
congénitas ou adguiridas, no tratamento de deficiéncias seletivas de anticorpos,
de doencas auto-imunes e de alguns tipos de cancer (BURNOUF, 1995), refletindo
num consumo anual de 27 toneladas (HASNAQUI et al.,, 1997). Devido ao uso
parenteral da IgG, esta deve apresentar-se dentro dos limites estabelecidos pelas

farmacopéias de algumas substancias, tais como as endotoxinas (ET).

Endotoxinas sao lipopolissacarideos (LPS) presentes na membrana externa
de bactérias Gram negativas, e que possuem toxicidade capaz de produzir, entre
outros sintomas, febre e até a morte, quando presentes na corrente sangiiinea de
homens e animais, mesmo em baixas concentragoes (1 ng/kg de peso corporal)
(RIETSCHEL et al., 1993). Devido a esta toxicidade, as farmacopéias estipulam
niveis para a presenca de ET em solugbes protéicas e farmacos para
administracdo parenteral. Quando as solugbes protéicas sic acidentalmente
contaminadas com ET, a sua concentragéo deve ser reduzida a niveis que néo

causem sintomas indesejaveis (PEARSON, 1985).

Diversos meétodos de remocio de ET tém sido estudados, visando a
despirogenacéo de solucdes protéicas, dentre os quais a cromatografia em
membranas adsortivas tem se apresentado atrativa, visto que permite a operagao
a altos fluxos, favorecendo sua aplicagido em larga escala. Nos tdltimos anos,
membranas de quitosana tém sido estudadas por apresentarem baixo custo,
hidrofilicidade, boa resisténcia quimica e fisica quando tratadas com agentes
reticulantes (ZENG e RUCKENSTEIN, 1996-A, 1996-B, 1998-A e 1998-B;
RUCKENSTEIN e ZENG, 1998; BEPPU, 1999; FREITAS, 2001; YANG et al., 2002},
além de apresentarem grupos catidonicos e afinidade por LPS (DAVYDOVA et al.,
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2000). A quitosana é obtida da desacetilagdo da quitina, a qual é o polimero
natural mais abundante depois da celulose, presente nas carapacas de

caranguejo e camarao (SUZUKI e MIZUSHIMA, 1997).

Neste trabalho, membranas porosas de quitosana foram preparadas,
segundo o métode de ZENG ¢ RUCKENSTEIN {1996-A) e modificado por FREITAS
(2001}, utilizando particulas de silica como agente formador de poros e

epicloridrina como agente reticulante.

Teve-se como objetivo, neste trabalho, investigar o potencial de utilizacao
de uma matriz adsortiva, a membrana porosa de quitosana reticulada, para a

despirogenacao de solucdes tamponantes e de imunoglobulina G humana.
Visando o objetivo global, foram estabelecidas as seguintes etapas:

- Sintese da membrana {preparo e caracterizacéo) segunde o método de
ZENG e RUCKENSTEIN {1996-A) e modificado por FREITAS
{2001), utilizando quitosana como matriz e reticulacio com
epicloridrina.

- Estudo das interacdes entre membrana e IgG e entre ET e membrana.

-  Remocéao de ET de solucbes aquosas e protéicas, buscando a maxima
despirogenacao sem sacrificio do rendimento ou da qualidade da

solucio.
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CAPITULO 2

REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo sdo abordados conhecimentos necessarios para o
entendimento deste trabalho, sendo dividido em imunoglobulinas, endotoxinas,
métodos utilizados para sua remocéo, denfre os quais a membrana porosa de

quitosana, e métodos para a quantificacdo de endotoxinas.

2.1. Imunoglobulinas

As imunoglobulinas, ou anticorpos, das quais a imunoglobulina G (IgG)
faz parte, formarn uma populaciao de moléculas protéicas soliveis, de estrutura
relacionada com glicoproteinas, produzidas na membrana de ligacdo ou
secretadas pelos linfocitos B (STRYER, 1996; ABBAS et al., 2000), sendo
sintetizadas por um animal em resposta a presenca de uma molécula diferente
{antigeno), impropria do individuo, pela qual apresentam alta afinidade. A
combinacao do antigeno com os receptores da superficie dispara a divisao celular
e a sintese de grandes quantidades do anticorpo. Em geral sdo heterogéneos
{policlonais), pois s&o produzidos por diferentes células. Quando feitos por uma

Unica célula ou seu clone (monoclonais), sdo homogéneos (STRYER, 1996).

As imunoglobulinas diferem de tamanho, carga elétrica, composicao de
aminoacidos, no conteudo de carboidratos (ROITT et al., 1999} e sdo constituidas
de cadeias polipeptidicas leves e pesadas. A cadeia leve (L) apresenta massa
molecular de aproximadamente 23 kDa, e pode ser distinguida em dois tipos:
cadeias « {kappa) € A (lambda}. A classificagdo x e A € baseada em diferencas de
aminoacidos, contudo, nac é conhecida diferenca funcional entre elas, Ambas
ocorrem em todas as classes de imunogiobulinas (G, M, A, D e E), mas uma
molécula de imunoglobulina apresenta aéenas um tipo de cadeia leve, ou x ou A,
nunca ambas. A por¢édo amino terminal de cada cadeia leve contém parte do local
de ligacao do antigeno (JAWETZ et al., 1991; STITES et al., 1994).
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As cadeias pesadas {H) apresentam de 50 a 70 kDa como massa
molecular e sao diferentes para cada uma das cinco classes de imunoglobulina,
sendo denominadas y {gama) na IgG, p (mi) na igM, «a {alfa) na IgA, § (delta) na gD
e ¢ (epsilon) na IgE (JAWETZ et al., 1991).

A porcao aminc terminal de cada cadeia H localiza-se no fragmento Fab,
local de ligacdo do antigeno, ¢ a porc¢io carbonila terminal encontra-se no
fragmento Fc que ndo possui atividade de anticorpo, mas esta envolvido na
transferéncia placentaria, na fixacdo de complemento, na ligacio as células e
outras atividades biolégicas (confere atividade biologica) (JAWETZ et al., 1991).

As cadeias L e H sdo divididas em regibes constantes e variaveis, e cada
dominio (constante ou variavel) tem mais ou menos 110 aminoacidos, sendo a
cadeia L formada por uma regido constante e uma variavel e a cadeia H por uma
variavel e trés ou mais regibes constantes. Localizando as cadeias variavel e
constante no anticorpo, pode-se dizer que estio, respectivamente, nos fragmentos
Fab e Fc (JAWETZ et al., 1991).

Como ja foi dito, temos cinco classes de anticorpos: IgG (principal no
soro}, IgM (primeira classe a aparecer na resposta primaria), IgA (principal classe
nas secrecoes externas), IgE (confere defesa contra parasitas e desencadeia

reactes alérgicas) e IgD (cujo papel ainda nao é bem conhecido} (STRYER, 1996).

A principal imunoglobulina produzida na fase inicial da resposta imune
primaria € a IgM. A Imunoglobulina M €é mais eficiente nas reagbes de
aglutinagao, na fixacao de complemento e outras reagdes antigeno-anticorpo, pois
tem a maior capacidade de todas imunoglobulinas, apresentando 10 locais para
interacido (JAWETZ et al, 1991). Assim como a IgG, apresenta atividade
anticoagulante (STEIN, 1990)}. Corresponde a uma massa molecular de cerca de
900 kDa.

A IgA protege as mucosas do ataque de virus e de bactérias, bloqueando a
sua aderéncia (STEIN, 1990); esta presente nas secrecgdes intestinais, genitais,
respiratérias, no leite, saliva e lagrimas (JAWETZ et al., 1991}. O soro, do total de
imunoglobulinas, apresenta 10 a 15% de IgA, que na forma de monémero tem

160 kDa aproximadamente.

Atuando como receptor para o antigeno que estimulou sua produgéo e o

complexo antigeno-anticorpo resultante, a IgE deflagra respostas alérgicas do tipo
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imediato, relativo a defesa do trato respiratorio e antiparasitas (STEIN, 1990).
Esta classe, gue tem massa molecular em torno de 190 kDa, apresenta-se

aumentada em pessoas com este tipo de alergia (JAWEIZ et al., 1991).

A Igl> n&o tem funcéo conhecida como anticorpo. Atuaria como receptor

do antigeno, pois esta presente na superficie dos linféeitos (STEIN, 1990).

A IgG € o anticorpo predominante nas respostas secundarias, cerca de
20% das proteinas plasmaticas (JAWETZ et al., 1991}, constitui importante
defesa contra bactérias e virus (STEIN, 1990). E o dnico anticorpo que atravessa
a placenta, sendo portanto o tipo de irnunoglobulina mais abundante nos recém-
nascidos (JAWE'TZ et al., 1991}. Apresentando dois locais idénticos de ligacao de
antigeno é chamada bivalente e pode ser visualizada na Figura 2.1. A digestio
enzimatica cormm papaina produz dois fragmentos Fab, que se ligam ao antigeno,
mas nao formam precipitado, ¢ um fragmento Fe, que tem fungio efetora como a
ligacao do complemento (JAWETZ et al., 1991; STRYER, 1996).

{ Bominic de ligacio
_*~,_  com o antigeno /\
- | 7 g,,.ﬁ.ig*.’:“-\.-
Fragmento < Ny TR
Falb . :
Regides }xf F O
variaveis N
i Cadeia leve
3 .. Pontes
% dissulfidrilas
Fragmento { Dominio b
Fc efetor § 0 11L1
1 1 1" Cadeia pesada
i }
B
\ . COO"CO0° 7

Pigura 2.1. Modelo esquematico de uma IgG:. As regides verdes e laranjas
correspondem @s areas variaveis das cadeias pesadas e leves, respectivamente
(adaptade de  www.people.virginia.edu/~rjh9u/imresp.html, acessc em
02/10/2002).
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O "pool” total de imuncglobulinas do soro € formado por cerca de 70 a
75% de IgG (ROITT et al., 1999), a qual esta uniformemente distribuida entre os
espacos intra e extracelulares. Estruturalmente a molécula de IgG € constituida
de 1328 residuos de aminoacidos, sendo composta por duas cadeias L e duas H
(LeHy), ligadas por pontes dissulfidrilas, resultando numa massa molecular de

aproximadamente 150 kDa (CALICH e VAZ, 1989).

Diferengas antigénicas das cadeias H e do nlimero e localizacao de pontes
sulfidrilas, leva a existéncia de quatro subclasses de IgG: de 1gG; a 1gGs. A IgGy
representa de 60 a 70% do total de IgG e a IgG: (de 14 a 20%) é conhecida por
reagir a antigenos polissacarideos, constituindo importante defesa contra
bactérias encapsuladas (JAWETZ et al., 1991). Em adultos normais, proteinas
podem induzir anticorpos da subclasse IgG; e, em menor quantidade, das
subclasses IgGa, IgGs e IgG: (VLUG e VAN REMORTEL, 1989). A migracéo
placentaria da IgG: ocorre em menor quantidade que nas outras subclasses. A
1gGs {4 a 8%) apresenta a maior eficiéncia quanto a fixacdo de complemento ¢ a
IgGs (2 a 6%) € incapaz de fixar complemento pela via classica (JAWETZ et dl.,
1991; STITES et al, 1994). As propriedades das imunoglobulinas humanas

podem ser observadas na Tabela 2.1.

Tabela 2.1. Propriedades das imunoglobulinas humanas, adaptado de STEIN
{1990) e STITES et al. {1994).

Classe de Meia Concentracao Taxa de % do Massa
Ig vida Nno Soro sintese total de Molecular
(dias} (mg/mlL) (mg/kg/dia) Ig aproximada

(kDa)
1gG 23 10 33 80 150
IgA (soro) 6 2 24 16 160
IgM 5 1,2 6 4 900
igh 3 0,03 0.4 0,001 185
IgE 3 0,0005 0,02 0,00003 190

As prescrigdes terapéuticas intravenosas de IgG sdo indicadas nos
seguintes casos (CALICH e VAZ, 1989}:
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a} imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas, onde o paciente pode apresentar

deficiéncia global ou de algumas subclasses de 1gG;

b) tratamento de deficiéncias seletivas de anticorpos, como no caso de
inflamagdes cromnicas, no qual a producdo de anticorpos é insuficiente para

combater a doeniga;
¢} tratamento de doencas auto-imunes e
d} tratamento de alguns tipos de céancer.

Como a IgG esta presente no plasma a uma concentragdo de 8 a 11
mg/mL, para obter-se 1 grama de 1gG, seria necessario fracionar cerca de 100 mL
de plasma, o que pode representar para as industrias farmacéuticas o
processamento de centenas de litros de plasma por dia para atender a populacéo

necessitada.

A maioria das industrias farmacéuticas obtém IgG a partir do plasma de
doadores sadios, precipitando-a pelo método de Cohn, obtendo-se IgG
ligeiramente contaminada com albumina e com outras proteinas que se

encontram presentes em menores concentracoes.

Segundo BURNOUF (1995), cerca de 17 milhfes de litros de plasma
humano s@o coletados por ano no mmundo para fracionamento, sendo que dos
diferentes anticorpos produzidos industrialmente a partir do plasma, a IgG é
especialmente importante, refletindoe num consumo anual de 27 toneladas
(HASNAOQUI et al., 1997).

O uso parenteral da IgG impde cuidados para o processo de obtencao e
purificacdo da matéria-prima, sendo necessario o enquadramento do produto em
padrdes internacionais e restricdes 4 presenca de algumas substincias como as

endotoxinas.

2.2. Endotoxinas

No decorrer do processo produtive, apesar da adocio de métodos
preventivos, a solucio de IgG pode ser contaminada com endotoxinas (ET), as

quais sdo reconhecidas pela industria de biotecnologia como a maior causa das
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reacBes pirogéniicas encontradas durante a administracao de produtos bioldgicos
contaminados (HOU e ZANIEWSKI, 1990). O meio mais seguro de evitar esta
contaminacéo € a esterilizacdo abscluta durante o processo (ANSPACH, 1997),
mas tendo em vista a caracteristica onipresente das bactérias Gram negativas,
das quais a ET é derivada, a remociio destes agentes fisiologicamente ativos, de
bioprodutos finais, pode ser considerada um desafio para a indiastria
biotecnolégica (WALSH e HEADON, 1974; HOU e ZANIEWSKI, 1990; KANG e
LUO, 1998).

As ET bacterianas, pirogénios ou lipopolissacarideos (LPS), como também
sdo chamadas, apresentam forte efeito biolégico, mesmo em concentragdes muito
baixas (com concentragéo de 1 ng/kg de peso corporal) em seres humanos e em
muitos animais quando entram na corrente sanglinea. A acdo das ET nao &
diretamente através de células ¢ 6rgios, mas pela ativacdo do sistema imune
{PETSCH e ANSPACH, 2000}.

A contaminacao com ET pode ocorrer durante uma infeccéo bacteriana,
por inalacdo, pela aplicagcao intravenosa de um medicamento contaminado
{(RIETSCHEL ef al., 1993; ANSPACH, 1997, ACCONCI et al., 2000; PETSCH e
ANSPACH, 2000; DING e HO, 2001), pelo aumento de permeabilidade do
intestino devido ao “stress”, esquemia, queimaduras, ferimentos e lesdes em geral
{McCUSKEY et al., 1996).

MARTICH e colaboradores, em trabalho publicado em 1993, listam como
resposta humana & presenca de ET a resposta cardiovascular, pulmonar,
inflamatéria e hurnoral, sio notados efeitos como a febre, o choque séptico, a
hipotenséo, a coagulagéo intravascular disseminada (RIETSCHEL et al., 1993} e a
produgdo de interleucinas, fator de necrose tumoral e prostaglandinas a nivel
celular (MARTICH et al., 1993).

A prevencao ou tratamento dos efeitos nocivos das ET nas células imunes
pode ser feita por alguns métodos como o uso de anticorpos anti-endotoxina
{(ZIEGLER et al., 1991) e de estruturas parciais de ET para bloquear os receptores
endotoxicos (LYNN ¢ GOLENBOCK, 1992).

2.2.1. Estrutura e propriedades das endotoxinas
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A significéncia biomédica das ET, devido ao amplo espectro de atividades
bicloégicas ¢ sua estrutura peculiar, tem estimulade pesquisas mundiais sobre
sua natureza quiimica, esirutura primméria, conformacaoc molecular e estrutura

fisica tridimensional (RIETSCHEL ef i, 1993; PETSCH e ANSPACH, 2000}

O termo ET fol introduzido por Richard Pleiffer {1858-1945}, ¢ caracteriza
uma classe de LPS, que € parle inlegrante da parede externa de bactérias Gram
negativas, como pode ser visualizado na Figura 2.2, sendo essencial para a
viabilidade e crescimento bacterianos. Exerce Importante papel na organizacao,
estabilidade e fuincao de barreira da membrana ¢ apresenta estabilidade ao calor
{ANSPACH, 1997}. As ET constituemn ayproximadamente trés quartos da superficie
bacteriana (RAETZ, 1990}, ¢ em contraste com a bactéria, uma vez presente, a ET
nao pode ser rexmovida por metodos padrdes como uso de autoclave ou filtracao
estéril, podendo-se dizer entlo que uma preparacéo estéril ndo € necessariamente

apirogénica (PETSCH ef al., 1997).

Endotoxing

 Membrana
erternn :

Periplasioa

Interior
ceiulay

?@ﬁfoiigéiée@&

Membrana
Citoplasmética

Figura 2.2. Localizacdo das endotoxinas na parede celular das bactérias Gram
negativas {adaptado de ANSPACH, 1997},
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A estrutura geral das ET é formada por uma cadeia de
heteropolissacarideo, ligada covalentemente a um lipidic nao pelar - o lipidio A,
que serve como ancora para ET na membrana externa das bactérias Gram
negativas {(RIETSCHEL et al., 1993; KANG e LUG, 1998; ANSPACH ¢ PETSCH,
2000}. A estrutura das ET pode ser observada na Figura 2.3.

O-antigeno

Figura 2.3. Estrutura quimica esquermatica de endotoxina de E. celi 0111:B4.
Onde: (KDO) acido 2-keto-3-deoxiotomico, {Nga) N-acetil-galactosamina, {(NGc} N-
acetil-glucosamina, (Gal) galactose, (Glc) glicose, (Hep) L-glicero-D-manose-
heptose {adaptado de ANSPACH, 1997).
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A cadeia de heteropolissacarideo fica exposta ao meio e € formada pelo
centro oligossacarideo (regifio central) e por um antigeno superficial {antigeno O)}.
O sitio antigénico O-especifico, com cadeias laterais contendo unidades repetidas
de oligossacarideo, determina a especificidade e identidade sorolégica do
lipopolissacarideo, € portanto da respectiva bactéria. Sabe-se ainda que estio
envolvidos na iniciacdo ou inibicAo da ativacio do complemento. Geralmente
inclui dideoxi acticares, amino aglicares, acido urbnico e O-metil agicares de
pentoses, hexoses € amino hexoses. Muitos dos aglcares e derivados encontrados

nas cadeias O-especificas sao unicos no LPS (RIETSCHEL et al., 1993).

O lipideo A é composto de um dissacarideo de glucosamina, altamente
substituido por acidos graxzos de cadeia longa com grupamentos amida e éster.
Esta parte hidrofébica da ET assume um arranjo ordenado hexagonal, que
resulta numa estrutura mais rigida comparada com o resto da molécula (PETSCH
e ANSPACH, 2000j.

Foi postuladoe, nos anos 50 que o lipidio A é o centro endotéxico, ou seja,
é responsavel pela atividade biolégica, induzindo a pirogenicidade e letalidade das
ET (RIETSCHEL et al.,, 1993). O mecanismo de indugido de febre envolve a
fagocitose do lipideo A, sendo produzido pirogénio endégeno, que entdo atravessa
a barreira hematoencefalica e altera o ponto de equilibrio dos neurdnios
reguladores de temperatura do hipotalamo anterior. O lipidic pode ser
parcialmente fosforilado, permitindo a ET exibir carga negativa (com pK: = 1,3 ¢
pKz = 8,2}{HOU e ZANIEWSKI, 1990).

A massa molecular das subunidades (monomeros) de ET € cercade 10 a
20 kDa (diametro de 8 a 12 A e comprimento de 200 a 700 A}(PEARSON, 1985),
dependendo principalmente do tipo de bactéria. Por causa das interagdes nao
polares entre cadeia carbonica e o lipidio A, tanto quanto das pontes geradas
entre grupos fosfato e ions alcalinos, como sédio, potassio, magnésio e calcio,
micelas e vesiculas de grande estabilidade sdo formadas, podendo gerar
estruturas supramoleculares, alcangando uma massa molecular com cerca de
1000 kDa {RIETSCHEL et al., 1993; KANG e LUQ, 1998; ANSPACH e PETSCH,
2000).

Percebe-se agregacéo de ET na presenca dos eletrélitos citados acima, os
quais sao freqientemente usados como excipientes para parenterais. A

desagregacio destas estruturas pode ser obtida por agentes guelantes, tais como
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EDTA (acido etilenodiaminotetracético) e por surfactantes anionicos (BAMBA et
al., 1996j.

Muitas proteinas também podem desagregar ET e formar complexos com
LPS em solucoes bioldgicas, o que tormna a remocio de ET de produtos
biofarmacéuticos mais complicada (KANG e LUQ, 1998). Além disso, uma alta
concentracao protéica aumenta esta desagregacdo, permitinde que maior
quantidade de monomeros de ET fiquem disponiveis em solucio € possam, pelo
reduzido tamanho, chegar ao filtrado, mum processo de filtragdo (LI € LUQ, 1997).
O estado final do processo de agregac&o ET-proteina néo pode ser predito, pois
depende das propriedades das proteinas (carga, hidrofobicidade), de sua
concentracio em solucdo e das caracteristicas das solugdes (pH e forga ionica)
(PETSCH e ANSPACH, 2000)}. Percebe-se este comportamento quando tem-se em
solucio lipoproteinas e anticorpos monoclonais, na presenca de ET (ZIEGLER et
al., 1991).

Devido sua toxicidade e por ser a espécie humana a mais suscetivel aos
LPS, a remocao de ET, para quantidades minimas € essencial para a seguranca
da administracdo de parenterais (ANSPACH, 2001), sendo esta remocéo
complicada, visto que a estrutura da ET permite interagir com diferentes

bioprodutos.

2.3. Métodos para promover a despirogenacido

A escolha do método utilizado para a despirogenacido (remoc¢ac de
pirogénios), de equipamentos e soluches depende da molécula de interesse, da
concentracéo de ET no meio, do custo do processo € de fatores particulares da
solucao. A despirogenacido pode ser obtida de duas formas: inativacao ou

remocao de ET.

2.3.1. Inativacdao de endotoxinas

A inativagao de ET pode ser obtida pela perda de toxicidade da molécula
de LPS usando tratamentos quimicos ou fisicos que quebrem pontes labeis ou
bloqueiermn sitios necessarios a atividade pirogénica; como alternativa, a molécula

pode ser totalmente destruida usando altas temperaturas. Esses tratamentos séo
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geralmente utilizados para despirogenizar equipamentos ou solucbes que podem
ser submetidas a condicoes extremas {NAKATA, 1994; ANSPACH e HILBERCK,
1995}, tendo em vista que a inativagdo compreende técnicas como hidrolise acida
ou alcalina, oxidacéo, tratarnento com calor seco, uso de polimixina B sob certas
condicdes e radiacao ionizante com cobalto, condicoes estas muito drasticas para

a aplicagao em biomoléculas.

A hidrélise acida quebra o KDO ({acido 2-keto-3-deoxiotdnico), cuja
localizagio na mnolécula de ET pode ser vista ma Figura 2.3, reduzindo ou
eliminando a pirogenicidade, mas deixa o lipidio A livre, podendo mascarar sitios
necessarios ao reconhecimento; enquanto que a hidrélise alcalina gera uma
alteracdo maior que a acida, alteracdo esta tanto quimica quanto biolégica da

molécula, devido a saponificacao dos acidos graxos.

Peroxido de hidrogénio pode ser adicionado ao sistema, visando a
oxidacao, que & dependente do tempo, do pH e da concentrag@o adicionada e
exibe as vantagens de permitir seguranca no manuseio e facilidade na
eliminacéo, contudo, pode alterar a sohacéo ou produto (PEARSON, 1985).

A despirogenacio de materiais também pode ser feita pela incineragdo
das ET, ou seja, utilizando calor seco. O fato de que temperaturas inferiores a
175C nao séo efetivas na despirogenacio deve ser observado e uma melhor

despirogenacao € obtida a 200°C por 60 minutos, segundo NAKATA (1994).

A polimixina B é um antibidtico policationico, muito freqientemente
adicionado para mneutralizar os efeitos do LPS in vitro, sob determinadas
condicoes. Estabelece ligacao com a regido do lipidio A, motivo pelo qual também
pode mascarar o LPS quando da quantificacdo por LAL (PEARSON, 1985;
KARPLUS et al., 1987).

Foi relatada destruicdo do lipidio A e portanto eliminacio da
pirogenicidade e da atividade frente ao LAL com alta dose de radiacio ionizante
com 9%0Co, contudo a exposicido a elevadas doses de radiagio pode gerar

modificacoes quimicas as drogas e solucdes parenterais (PEARSON, 1985).
2.3.2. Remocio de endotoxinas

A remocéo de ET, segundo PEARSON (1985}, pode ocorrer por diferentes
métodos, baseados em caracteristicas fisicas e quimicas da ET, como tamanho,

massa molecular, hidrofobicidade, carga eletrostatica ou afinidade de ET a
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diferentes superficies, métodos estes como a ultrafiltracio, a osmose reversa, a
cromatografia de afinidade e de troca idnica, adsor¢do em carvao ativo e filtracio
em membranas de afinidade ou adsortivas. Os métodos de despirogenacao variam
extremamente, devendo portanto ser delineados para cada situacio particular,
sendo fator de exXtrema importancia. a manutencdo das caracteristicas da
molécula de interesse (SHARMA, 1986).

A ultrafiltracdo (UF) é eficiente na separagho de compostos gue
apresentem sensivel diferenca de tamanho fisico, diferenca esta compreendida
por um fator de 10. Tendo em vista a possibilidade da ET estar em solucio,
dependendo das condicdes do meio, na forma de mondémeros ou agregados, e
portanto, apresentar aproximadamente o mesmo tamanho que as biomoléculas, o
uso de UF nao € eficiente para a remoc&o de ET de solugdes protéicas (ANSPACH,
1997). YAMAMOTO e KIM (1996} avaliaram a capacidade de remocéio de LPS de
solugdes néo protéicas utiizando membranas de fibra oca, com poros de
tamanho nominal de corte de 20 a 30 kDa. Obtiveram como resposta a auséncia
de ET no filtrado das membranas compostas de poliéster e poli{metil-metacrilato},
concentracao de 6,4 EU/L em membrana de poli{acrilonitrila} € 10,3 EU/L em
polisulfona, numa alimentacfio de 40.000 EU/L. O emprego da UF foi aprovado
para producio de agua para injecao no Japéo e Europa (EVANS-STRICKFADEN
et al., 1996).

A osmose reversa tem seu uso limitado a despirogenacao de agua devido
ao pequeno tamanho de corte de suas membranas, o qual ndo permite a
passagem de biomoléculas. Ja o uso da adsorcdo de ET em carvao ativado,
misturado em PO a solucdo ou através de filtros elaborados, exibe as
desvantagens de apresentar alta afinidade por moléculas com alia massa
molecular e substancias nac jonizadas, podendo adsorver quantidade de
substincias ativas (adsorcio ndoc especifica) e da dificuldade de proceder a
completa remocao deste adsorvente do produto final (PEARSON, 1985; SHARMA,
1986).

Como dito no item 2.2.1, a endotoxina apresenta carga negativa, a partir
de pH 1,3, devido especialmente & presencga dos grupos fosfolipidicos (HOU e
ZANIEWSKI, 1990; PETSCH et al., 1997), sendo possivel, portanto, acima deste
pH adsorvé-las em superficies catidnicas, através do mecanismo de interacdo de
cargas (HOU e ZANIEWSKI, 1990; HIRAYAMA et al., 1999). A cromatografia de
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troca idnica utiliza-se deste mecanismo, mas apresenta baixa seletividade,
retendo também as moléculas de interesse, levando a perdas consideraveis do
produto (NEIDHARDT et al., 1992}. Os ligantes de troca anidnica imobilizados em
suportes cromatograficos empregados sdo o DEAE (dietilaminoetano) ou grupos
amino quaternarios, 0s quais adsorvem a ET durante a passagem pela matriz da

solucao contaminada.

Devido igualmente as atragdes eletrostaticas, a presenca de proteinas
basicas, como a lisozima, ribonuclease A e IgG humana, dificulta a remogao de
ET, visto que podem interagir com estes pirogénios, indisponibilizando acesso
para interacdo ET-adsorvente, levando ao insucesso do processo de
despirogenacao (ANSPACH, 2001). Proteinas com uma carga negativa, como BSA,
podem interagir soinente com os ligantes, competindo entao com a ET pelos sitios
de ligacdo do adsorvente (PETSCH et al., 1997). Sabe-se também que pequenas
quantidades de ET s&o mais dificeis de remover de solucbes com proteinas
basicas que de acidas (ANSPACH e PETSCH, 2000}, e que o uso de detergentes
(surfactantes) como o Triton X-114 reduz a interacdo ET-proteina, facilitando a
remocao de ET de solucoes com catalase, IgG, proteinas recombinantes e outras
(KARPLUS et al., 1987; LIU et al., 1997).

Da mesma forma, podem ser empregadas matrizes com grupos funcionais
catibnicos como a quitosana e o polify-metil L-glutamato)} para remocao de ET.
HIRAYAMA e colaboradores (1990, 1992-A, 1992-B, 1995, 1999) desenvolveram
esferas de poli(y-metil L-glutamato) (PMLG), aminadas ou ndo, cuja adsorcio de
ET é baseada em atracdes eletrostaticas e hidrofébicas, motivo pelo qual a forga
idbnica pode ser variada de 0,05 a 1 sem interferir na adsorcio da ET, nem afetar
significativamente a recuperacio dos compostos de interesse, como no caso de
remocao de 99,7% da ET do toxdide fetdnico e recuperacido de 100% deste

antigeno em PMLG aminado.

Por outro lado, a atracdo hidrofébica de LPS a polimeros alifaticos tem
sido estudada, através do emprego de matrizes de polipropileno, polietileno, fenil-
agarose e outras. A atracao de ET a este tipo de material ocorre provavelmente
pela interacédo entre o lipidic A, o centro hidrofobico do LPS, e a superficie da
membrana polimérica (PEARSON, 1985). A cromatografia de interacéo hidrofébica
foi empregada por WILSON et al. (2001), visando a despirogenacdo de HPV

{Papilloma virus huumano) e da vacina para este virus, os quais estabelecem forte
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interacdo com ET; remocéo esta {eita através da passagem das solugdes por fenil-

Sepharose.

DING e colaboradores (2001) desenvolveram uma matriz para adsorcio
especifica de ET. Imobilizaram em agarose o S3A, peptideo de carater catibnico
alifatico, derivado do dominio de ligacao (Fator C} do Limulus polyphemus,
peptideo este capaz de ligar-se ao lipidio A; observaram, em meio de cultura
celular com 1000 e 10 EU/mL, respectivamente, efluentes com 0,1 e 0,005
EU/mL.

Visando igualmente & despirogenacide de biomoléculas, tem sido
explorado o principio da afinidade entre as moléculas de endotoxinas e ligantes,
imobilizados em matrizes porosas (HIRAYAMA et al., 1990). A cromatografia de
afinidade baseia-se em interagbes moleculares especificas e reversiveis entre
substancias biologicamente ativas (MOHR e POMMERENING, 1986}, ou seja,
explora-se o fenomeno de reconhecimento especifico no processo de separacao
(HAUPT e BUENQ, 2000).

Os ligantes comumente utilizados para a despirogenacio de solugdes
protéicas sdo histidina, histamina, polimixina B, poli-L-lisina e poli{e-lisina),
poli(etilencimina) (PEI), os quais possuem de moderada a alta eficiéncia
(ANSPACH e PETSCH, 2000}. Estes ligantes sio utilizados imobilizados em
sistemas particulados {gel) como agarose, particulas esféricas de quitosana e de
celulose (TODOKORO et al., 2002), ou em membranas de Nylon®, PVA (alcool
poli(vinilico)), de PEVA (alcool polifetilenovinilico)}, e celulose (PETSCH et al.,

1998}, na presenca ou ndo de espacadores.

Polimixina B e histamina podem ser usadas como ligantes e apresentam
aproximadamente a mesma eficacia, mas como sio substancias biologicamente
ativas, causadoras de reagdes indesejaveis ao organismo, nio sfo apropriadas
para remocéo de ET de uma sclucic para injecio parenteral (KARPLUS et al.,
1987; LYNN e GOLENBOCK, 1992; TODOKORO et al., 2002).

MINOBE e colaboradores (1988) sugeriramm que histidina imobilizada
poderia ser usada para remogdo de pirogénios de varias fontes de diversos
componentes come aminoacidos, antibidticos, vitaminas, bases de acidos
nucléicos, agucares, peptideos e proteinas. Na presenca de compostos com baixa

massa molecular a concentragio de ET no produto final ficou menor que 0,1
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EU/mL, com recuperacao de 100% da substancia de interesse, enquanto que
compostos com altas massas moleculares permitiram obter uma concentragio
final de ET de 0,01 EU/ml, com recuperacao de 95% de BSA (albumina do soro
bovino), 99% de mioglobina e de HSA {albumina do soro humano} ¢ 98% de
insulina e lisozima.

Adsorventes com poli(s-lisina) foram preparados por HIRAYAMA et al
{1999} e TODOKORO et al. (2002) para remover ET de solugdes. Ambos os
trabalhos apresenitam efluentes, de BSA e y-globulina, com concentragdo de ET
dentro dos limites estabelecidos pela FDA (Food and Drugs Administration) para

uso como parenterais e recuperacio protéica de 99%.

PETSCH e colaboradores (1998} imobilizaram PEI e compararam a
influéncia da matriz (gel de agarose, membrana plana de Nylon® e membranas de
fibras ocas de PVA e de PEVA), para a remogao de ET de solug@o nao protéica e
com BSA. Perceberam que a membrana de Nylon®, a qual apresenta o maior
diametro de poro dentre os materiais utilizados, permitiu em todos os ensaios a
maior remocao de ET, com um filtrado de 0,1 EU/mL em solucéio n&o protéica e
0,15 EU/mL na presenca de proteinas, oriundo de uma alimentagdo de 6000
EU/ml.

Como confirmado por varios pesquisadores, a membrana permite vencer
as limitacées dos sistemas particulados (UNARSKA et al., 1990; PETSCH et dl,,
1997 e 1998; ACCONCI et al, 2000). O alto fluxo através da membrana
combinado a auséncia de limitagdes difusionais representa a mais importante
vantagem de sua utilizacdo, pois facilita grandemente as etapas de lavagem,
eluicio e regeneragac € com isso diminui a probabilidade de desativacio das
biomoléculas por diminuir o tempo de sua exposic&o a um meio nao favoravel.
Permite uma maior produtividade, pois embora apresente menor capacidade de
adsorcao, pode ter ciclos muito mais rapidos (BRANDT et al., 1988; UNARSKA et
al., 1990; ZENG e RUCKENSTEIN, 1996-8B; CHARCOSSET, 1998; KLEIN, 2000).
Além disso, apresenta facil escalonamento, estabilidade mecanica (ACCONCI et
al., 2000), e membranas tém sido associadas com sucesso a ligantes biologicos e
nao biolégicos, formando suportes de cromatografia em membrana de afinidade
(BRANDT et al., 1988; CHARCOSSET, 1998; KLEIN, 2000; HAUPT e BUENQ,
2000}.
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2.4. Membranas e seu emprego em processos de despirogenacio
2.4.1. Sintese de membranas e modo de operacao

Uma membrana pode ser definida como uma fina barreira entre dois
fluidos que restringe o movimento de um ou mais componentes ou de um ou
ambos fluidos através da barreira, sendo que a transferéncia de massa através da
membrana ocorre devido a presenga de uma forca motriz. A forga motriz pode ser
o gradiente de pressdo, potencial quimico ou elétrico e eventualmente forca
térmica (HOWELL et al., 1993).

As propriedades das membranas podem ser ajustadas, como funcao do
fim ao qual se destinam, sendo o tipo e a eficiéncia da separacgio determinados

pela morfologia da membrana e pelo tipo de material utilizado.

As membranas, quanto & morfologia, podem ser chamadas de porosas e
nédo porosas (densas). Uma membrana porosa pode apresentar macroporos
(didmetro de poro maior que 50 nm), mesoporos {diametro de poro entre 2 ¢ 50
nm) e microporos {didmetro de poro inferior a 2 nmj, empregada,
respectivamente, para microfiltracao (poros de 0,05 a 5 pmn - AP de 0,5 a 2 atm),
ultrafiltracéo (poros de 2 a 50 nm - AP de 1 a 7 atim), e osmose reversa (AP de 18
a 80 atm) e nanofiltracao (poros inferiores a 2 nm - AP de 5 a 25 atm), enquanto
que, a membrana nao porosa € usada para separacao de gases e pervaporacao,
apresentando, poros a nivel molecular (HOWELL et ai., 1993).

A membrana porosa pode ser dividida ainda em dois tipos, quanto a
distribuicio dos poros: simétrica ou assimétrica. Uma membrana porosa
simétrica tem seus poros distribuidos uniformemente ao longo de sua espessura,
ao passo que uma membrana porosa assimeétrica tem gradiente de distribuicéo de
poros no sentido da espessura da membrana, podendo ambas, simétricas ou
assimétricas também serem compostas, devido 4 adicdo de uma fina camada de

outro material na sua superficie.

As diferentes morfologias de uma membrana, porosa ou nfo, sdo
oriundas de sua preparacao, cujos métodos utilizados sdo: sinterizacéo,

estiramento, gravacao, "coating’, inversao de fases e outras {SCOTT, 1995).
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No processo de sinterizacao, as particulas do material sfo pressionadas a

altas temperaturas, desaparecendo as superficies de contato.

O estiramento consiste em esticar um filme de material semicristalino
perpendicularmente a direcéo de extrusdo. Devido a tensio mecanica, pequenas

rupturas sio obtidas gerando uma estrutura porosa.

Durante & gravacdo, um filme de material polimérico é submetido a uma
radiacfio de alta energia, formando-se a matriz porosa quando este filme é imerso
em um banho acido ou alcaline.

"Coating” consiste de um conjurito de técnicas utilizadas para a obtencéo

de membranas dernsas.

A inversio de fases, método utilizado para a confecg@o da membrana
utilizada neste trabalho, consiste em tornar sélido um polimero em condicbes
controladas; controle este que governara as caracteristicas morfolégicas da

membrana. Este método cobre uma grande variedade de técnicas, tais como:

a} precipitagido poT evaporacao controlada: o polimero € dissolvido num solvente
volatil, que € entio evaporado, gerando um ambiente instavel, causando a
precipitacéo;

b) precipitacio por evaporacio do solvente: uma solugio polimérica é submetida
a uma atmosfera de nitrogénio, para evitar a presenga de vapor de agua,

sendo evaporado o solvente e dando origemm a uma membrana densa e

homogénea;

c) precipitagdo de fase vapor: neste método o filme de solucdo polimérica é
submetido a urna atmosfera constituida de um néo solvente e saturada pelo
solvente. A condicio de saturacao dificulta a evaporacdo do solvente do filme e
forca a difusdo do nao solvente, causando a precipitacido da fase diluida,

conseguindo-se assim uma membrana porosa no topo do filme;

d) precipitacdo térmica: a solucdo do polimero é resfriada, mudando as

condicbes de solubilidade, formande a membrana;

e) precipitacido por imersao: um filme de solucéo polimérica sobre um suporte
inerte é colocado em um banho de nio solvente, onde a precipitacio ocorre
por causa da troca de solvente para o banho e de ndo solvente para dentro do
filme.
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As membranas poliméricas sio preparadas com duas geometrias basicas:
plana e tubular, as quais sf0 acondicionadas em cartuchos ou moédulos visando

aumento de seu desempenho.

O sistema de filtracio adotado para uma membrana pode ser tangencial
{fluxo cruzado) ou frontal {perpendicular a superficie}. O modo de filtracao frontal
€ o mais classico, possibilita mais facilmente a obstrucio dos poros da membrana
pois ha acamulo de soluto na interface membrana-solugao, gerando polarizacao
de concentracdo; ja o modo tangencial, no qual a alimentacio se faz
tangencialmente & superficie da membrana, ao mesmo tempo que permite a
filtracao (perpendicular ao fluxo}, remove o material retido, ndo permitindo a
aglomeragédo deste na superficie da membrana, minimizando o efeito da

polarizagio de concentracao.

Visando utilizar o principic de separacio com membranas € necessario
escolther ou sintetizar uma membrana com propriedades estabelecidas pelas
caracteristicas da soluc¢do. Ou seja, escolher uma matriz apropriada ao fim que se
destina, a qual deve apresentar, nas condicées de operacio, caracteristicas como
alta seletividade, alta permeabilidade, estabilidade mecanica combinada a
macroporosidade, estabilidade frente & temperatura, estabilidade quimica mas
que permita ser facilmente modificada ou apresente grupos funcionais,
hidrofilicidade, insolubilidade em agua, baixa ou nenhuma adsorcdo nédo
especifica, resisténicia contra microrgamismos, biocompatibilidade, forma de poro
e tamanho que nao permitam bloqueio e alta relagho area por volume (MOHR e
POMMERENING, 1986; RAUTENBACH e ALBRECHT, 1989; HARRIS e ANGAL,
1995; HAUPT e BUENO, 2000).

2.4.2. Utilizacio de membranas adsortivas para a despirogenacio de

solucdes protéicas

Membranas adsortivas sio aquelas que contém sitios de adsorcao

(ligantes imobilizados e grupos carregados ou hidrofébicos).

QO principio de separacio, utilizando membranas adsortivas, visando a
despirogenacdo de solucdes, consiste em adsorver nos sitios de ligacdo da
membrana a endotoxina e recolher ¢ composto de interesse, ndo adsorvido, no

filtrado {cromatografia negativa). O fato do produto de interesse ser recolhido no
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fiitrado faz com qui€ néac se recorra a eluicéo da endotoxina adsorvida, realizando
entdo a despirogenacido da matriz para utiliza-la no proximo ciclo de producéo.
Para estabelecer as melhores condicdoes de processo, tendo como objetivo uma
maxima remocac de endotoxinas e wma maxima recuperacio do produtc de
interesse, deve-se estudar condigbes tais (pH, forga idnica, concentracio dos
compostos] que a endotoxina adsorva na matriz e o produto de interesse nio
interaja com ela. Alguns trabalhos publicados visando a remocédo de ET de

solugtes protéicas sio apresentados na Tabela 2.2.

Os resultados mostrados na Tabela 2.2 demonstram que a capacidade da
membrana e a recuperacio do produto de interesse, de sistemas com membrana
para remocao de ET, variam muito em funcio da concentragio de proteina e de
ET presentes na alimentacao, assim como com o tipo de membrana empregada,
como observadce por PETSCH et al. {1998}, PETSCH e ANSPACH (2000}, ACCONCI
{2000) e FREITAS (2001).

Na literatura consultada predominam trabalhos em que membranas
comerciais foram modificadas superficialmente, visando a imobilizacio de
ligantes para adsorcio de ET, sendo usadas membranas planas de Nylon®, de
fibras ocas de PEVA e PVA, as quais sdo imobilizados, por exemplo, PEI ou
histidina.

O sistema de membranas de fibra oca de alcool poli(etileno vinilico) com
histidina imobilizada (His-PEVA) utilizado por LEGALLAIS e colaboradores (1997)
e ACCONCI e colaboradores (2000) para a despirogenacio de solugdes de IgG
humana, anticorpo monoclonal e soro antiofidico, nao apresentou afinidade pelas
imunoglobulinas, favorecendo a adsorcdo das ET com a preservacdo dos

constituintes da solucéo protéica.

Esta mesma configuracic (membrana de fibra oca} mas de PVA, foi
utilizada por PETSCH et al. (1998), para comparar com os resultados de uma
membrana plana, ambas com PEI imobilizado, permitindo identificar a
membrana plana como a de melhor desempenho, pois forneceu maior remocio de

ET (aproximadamente 100%) e maior recuperacido de BSA (96%), obtendo uma



Tabela 2.2. Alguns exemplos de trabalhos publicados visando a remoc¢ao de endotoxinas de solugdes protéicas

Material da Ligante Configuracgéo Proteina C ET CiET Recuperacéo Referéncia
membrana . 1ilizade (EU /mL) (EU/mL) 9@ proteina
PEVA histidina fibras ocas 1gG 856 238 83% LEGALLAIS et
228 44 78% al, 1997
Nylon® PEI plana BSA 6000 0,15 96% PETSCH et al.,
1998
PVA PE] fibras ocas BSA 6000 3,0 92%, PETSCH et al.,
1998
Nylon® PEI plana BSA 65 < 0,15 98% ANSPACH e
303 29,4 proximo de | CLSCH, 2000
100%
PEVA histidina fibras ocas Soro 350 27 70%, ACCONCI ¢t qgl.,
antiofidico 2000
Quitosana sem ligante plana Soro 1184,5 34,2 79% FREITAS, 2001
imobilizado antiofidico

(BSA}): albumina do soro bovino, (IgG): imunoglobulina G humana, (Ci): concentracdo de ET na alimentacao, {Cf):
concentragdo de ET no permeado, {PEI): poli(etilenoimina), (PVA): alcool polivinilico, (PEVA): alcool polifetilenovinilico).

DITHDUSRT UL 0DS1a5)]
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concentracido de ET no filtrado dentro dos niveis da FDA para injecéo parenteral,
oriunda de uma alimentacio com 6000 EU/mlL.

Em trabalho sequencial, ANSPACH e PETSCH (2000) utilizaram a
membrana plana de Nylon®, com PEI imobilizado, e testaram-na na
despirogenacao da mesma proteina (BSA), mas variando a concentracdo de
alimentacdo de ET, obtendo valores ainda maiores de recuperacao protéica. No
caso de wuma concentracdo de ET alimentada de 65 EU/ml obteve-se
concentracido de ET no filtrado abaixo de 0,15 EU/mL (com fator de purificacao
de 4333}, contudo com concentragao intermediaria alimentada a membrana (303
EU/mL} o produto apresentou concentracéo de ET de 29,4 EU/mL, caindo o fator
de purificacao (10,2}

FREITAS, em ftrabalho publicado em 2001, adaptando um método da
literatura (ZENG e RUCKENSTEIN, 1996-A), no qual a membrana € empregada
na purificagho de proteinas, obteve wma membrana de quitosana para a
despirogenacéo de soro antiofidico. Como resultado deste trabalho obteve elevada
remociao de ET em solugdoes com altas concentragdes imciais, embora tenha

alcancado baixa recuperac¢io de anticorpos.

Nao ha trabalhos publicados, na literatura consultada, visando a
despirogenacido de IgG humana, através da adsorcdo em membrana porosa de
quitosana; embora a literatura indique a existéncia de afinidade entre ET ¢
quitosana (DAVYDOVA et al., 2000} e os valores de capacidade de remocéo de ET,
nesta membrana, sem ligantes imobilizados, sejam comparaveis aos obtidos por
sisternas que empregam ligantes imobilizados, apresentando, portanto,

potencialidade para ser empregada em processos de despirogenacao.

2.4.3. Membrana de quitosana como matriz adsortiva

A partir de 1996, o emprego de membranas de quitosana para purificagcéo
de biomoléculas vem sendo estudade visando recuperacdo e purificagio de
proteinas devido a quitosana apresentar hidrofilicidade, excelente habilidade de
formacé@o de filmes, alta reatividade, alta capacidade de adsorgio protéica, tanto
quanto baixo custo {ZENG e RUCKENSTEIN, 1996-B e 1998-B; KURITA, 1998;
YANG et al., 2002}.
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Quitosana, poli(2-amino-2-deoxi-D-glicose), é a forma desacetilada da
quitina; e quitina, poli(N-acetil-D-glicosamina), esta presente em exoesqueletos de
insetos, em paredes celulares de fungos e em crustidceos, mas € obtida
geralmente desta Ttultima fonte, especialmente de camarbes e caranguejos
(SUZUKI ¢ MIZUSHIMA, 1997). As estruturas da quitina e da quitosana s&o
apresentadas na Figura 2.4,

Assim como a celulose, a quitina ¢ um polissacarideo, e juntas, celulose e
quitina sfo os mais importantes polimeros naturais devido a sua abundancia e
facil processo de obtencao (KURITA, 1998]).

(4)

Figura 2.4. Estruturas das moléculas de (A} quitina e de (B) quitosana (adaptado
de ARRUDA, 1999).

A quitosamna, obtida da desacetilacio da quitina, utilizada como matriz
para adsorcao, confere caracteristicas como solubilidade em acidos organicos
diluidos, sendo insoltvel em solucdes alcalinas; apresenta um grande nGmero de
grupos hidroxila € amino reativos, permitindo o acoplamento de ligantes;
biodegradabilidade; grande afinidade por metais pesados, dentre outras, as quais
justificam seu uso para fins farmacolégicos, biomédicos, alimenticios, na

agricultura e no tratamento de agua e esgotc {KURITA, 1998). Além disso,
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segundo DAVYDOVA e colaboradores (2000}, a quitosana € capaz de interagir
com LPS, mostrando ser promissor seu uso em medicina como inibidora da acéo
de ET.

O método sugerido por ZENG e RUCKENSTEIN {1996-A), para a obtencéo
de membranas macroporosas de quitosana, apresenta silica como agente
formador de poros, visto que, em contraste com a quitosana, as particulas de
silica sdo insoliiveis em solugdes acidas, mas soltiveis em meios alcalinos. Com
base nesta oposi¢ao de propriedades a membrana de quitosana-silica é preparada
solubilizando a quitosana em acido acético diluido e acrescentando as particulas
de silica, com tamanho pré-estabelecido. Depois de remover a agua por
evaporacéo, solubiliza-se a silica e neutraliza-se a membrana com solucéo aquosa
de hidroxido de sodio. O local antes ocupado pelas particulas de silica, com a

solubilizacéo destas, da origem aos poros.

Como a quitosana € mais desacetilada que a quitina, tem maior
hidrofilicidade, perdendo portanto em resisténcia 4 tensdo quando Gmida. Um
aumento da resisténcia pode ser obtido submetendo a membrana macroporosa de
quitosana a um processo de reticulacdo, ou sgja, ampliando as interagdes entre
as cadeias do polimero. Algumas substancias, tais como bisoxirano, epicloridrina
e glutaraldeido (ARRUDA, 1999; BEPPU, 1999) podem ser utilizadas como agente
reticulante, o qual interage com radicais da matriz, como hidroxila e amino, para
interconectar as cadeias poliméricas. Quando se utiliza epicloridrina a baixas
concentragbes cormo agente para a reticulacio nao se elimina a funcéo amina
catidnica da quitosana, pois ela forma ligacbes covalentes somente com os
radicais hidroxila (WEI et al., 1992).

Devido a manutencido do seu alto contetdo de grupos amino livres,
mesmo apos a reticulacao, a membrana de quitosana reticulada pode servir como
um fraco trocador de anions, uma matriz em que ocorram atracdes eletrostaticas,
apresentando em pH menor que sete carga positiva. Conseqientemente, nao é
necessaria, dependendo da natureza da adsorcéo visada, a introducgéo de grupos
trocadores de ions ou de ligantes, que com freqhiéncia deterioram a estrutura e a
resisténcia mecéanica em tal material (ZENG ¢ RUCKENSTEIN, 1998-A).

A fracdo dos grupos amino néo protonados da quitosana pode ser
estimada em funcao do pH, segundo a Equacao 2.1, onde « € a fracao dos grupos
amino néo protonados (ANTHONSEN e SMIDSROD, 1995).
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pKa = pH + log (1-a)

a = [1/{10pkapH + 1)} Eq 2.1

Sendo o pXK da membrana da quitosana entre 6,3 a 7,0, dependendo do
modo e fonte de obtencéo e do grau de desacetilacdo, e admitindo pK 7,0,
obtemos a Tabela 2.3, que permite visualizar a fracio protonada e desprotonada

da membrana de quitosana em funcao do pH.

Tabela 2.3. Frac@o de grupos amino na membrana de quitosana como funcao do
pH, supondo pK da quitosana igual a 7,0

pH o {fracdo néo protonada) 1-a {fragao protonada)
6,0 0,09 0,91
6,5 0,24 0,76
7,0 0,50 0,50
7,3 0,67 0,33
7,5 0,76 0,24
8,0 0,91 0,09
8,5 0,97 0,03

O uso da membrana macroporosa reticulada de quitosana para estudar a
remocio de ET de solugdes de IgG € baseado nas caracteristicas dos materiais
envolvidos, ou seja, na carga positiva da quitosana em pH inferiores a sete € na
carga negativa da ET nesta mesma condicéo. As caracteristicas apresentadas
permitem prever a adsor¢io de ET na membrana, mas tornam necesséaria a
verificacdo das interacdes entre IgG e ET, ET e membrana e IgG e membrana, da
recuperagdo protéica e a quantificagio de ET remanescente no filtrado, para

comprovar sua viabilidade como processo de remocéao de ET a niveis parenterais.
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2.5. Métodos para detectar endotoxinas

Os métodos de remogao de pirogénios, tanto de solugbes aquosas quanto
protéicas, necessitam de uma quantificacdo de endotoxinas para confirmar sua
efetividade.

O primeiro meétodo para detecgao de endotoxinas aprovado pela FDA foi o
método in vivo gue usa a elevagio de temperatura corpdrea de coelhos como
resposta positiva para a presenca de ET, apés a injecio da solugido teste
{ACCONCI, 1998). Este método néo s6 € caro como demorado, pois um teste em
coelho requer 48 horas para obtencido do resultado e torna necessaria a
manutencao de grandes colonias destes animais (http://www.mbl.edu/animals
/Limulus/blood / bang.html).

Atualmente, outro método aprovado pela FDA, com a mesma finalidade, &
o teste in vitro, com lisado de amebodcito de Limulus (LAL), que vem sendo
utilizado devido sua facilidade de manipulacio, além do reduzido tempo, quando
comparado ao teste in vivo, necessitando de algo como 45 minutos para
verificacdo da resposta. Pode ser utilizada, além do Limulus, a espécie Tachypleus
(PEARSON, 1985).

Estudos sequenciais permitiram identificar os amebocitos, células
circulantes no Lirnulus polyphemus, responsaveis pela reacdo de coagulacio
intravascular, levando a morte, quando em presenca de bactérias marinhas Gram
negativas, ou melhor, de um derivado termoestavel destas bactérias, isto é,
endotoxinas. O uso do lisado dos amebécitos de Limulus baseia-se no
reconhecimento especifico e com elevada sensibilidade de ET (PEARSON, 1985;
LEMKE, 1994).

O teste LAL, utilizado para formacao de gel na presenca de ET, pode ser
adaptado ao formato de teste cromogénico quantitativo, que envolve incubacéao a
37°C da amostra testada com o lisado de amebédcito por 10 minutos e um
substrato cromogénio adicionado a amostra-LAL. A ativacido da cascata de
coagulacdo pela endotoxina resulta na degradagéo proteolitica do substrato,
deixando livre o cromogéneo, a p-nitroanilina. A formacido da cor amarela na
presenca de ET € rapida e o teste € completado em 16 minutos (WALSH e
HEADON, 1974). Entao, é possivel dimensionar a atividade da amidase induzida

pela ET na dependéncia da liberacdo do croméforo, medida pela leitura em
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absorbancia a 405 nm em espectrofotdometro, sendo que o teste LAL pode detectar
pequenas quantidades de ET. Como o LAL é composto de uma série de enzimas
coagulantes, pH, temperatura e tempo de reacfo tém uma influéncia crucial
sobre as reacoes {DING e HO, 2001). A concentracéo de ET pode ser calculada a
partir de uma curva padréo, pois a absorbancia é uma proporcao direta da
quantidade de ET presente, plotando-se absorbancia em funcdo da concentragéo
de ET. As amostras devem apresentar concentragic entre 0,1 e 1 EU/mL, pH
compreendido entre 7,0 e 8,0, e quando forem amostras protéicas estas devem

ser submetidas & 70°C por 10 minutos.

Os limites atualmente considerados aceitaveis pela FDA, em resposta ao
teste LAL, para ET bacteriana s&o: para produtos farmacéuticos e biologicos 5
EU/kg; radiomarcadores 2,5 EU/kg; parenterais de grande volume 0,5 EU/ml;
agua para injecao 0,25 EU/ml (PEARSON, 1985). A unidade endotdxica (EU)
descreve a atividade biolégica das ET no teste usando lisado de amebdcito de
Limulus (LAL) (ANSPACH, 1997), sendo que 1 EU corresponde a 100 pg de ET.

Segundo PEARSON (1985) a concentracéo limite de ET para solugdes com
1gG e de soro fisiclogico (0,9% de Na(l) é de respectivamente 0,91 EU/mL e 0,50
EU/mlL, ambos por kg de peso corporal.



42

CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

Este capitulo apresenta os materiais e procedimentos utilizados na
realizacdo deste trabalho. Na segio de materiais, dentro de parénteses,

encontram-se o fabricante e o pais de origem.

3.1. Materiais

Para a obtencio e reticulacio da membrana foi utilizada quitosana de
carapacas de caranguejo com 85% de desacetilacio (Sigma, EUA), silica gel para
HPLC com tamanhio de particulas de 15 a 40 ym e pureza de 99% (Sigma, EUA),
acido acético glacial (Synth, Brasil), hidroxido de sodio p.a. (Synth, Brasil),
epicloridrina (Merck, Alemanha) e, como molde, placas de Petri com didmetro e
altura, em centimetros, respectivamente, de 7 e 1 {Anumbra, Brasil}, previamente
silanizadas com gel de silicone. A agua ultrapura utilizada foi obtida do sistemna
Milli-Q (Millipore, EUA).

Para a eletroforese de focalizagio isoelétrica (IEF} utilizou-se gel de
poliacrilamida 5% - Phast Gel IEF 3-9 e marcadores para IEF (Pharmacia, Suécia)
e na revelacdo nitrato de prata p.a. {Cennabras, Brasil), acido tricloroacético e
acético (Synth, Brasil), glutaraldeido 25% em agua (Nuclear, Brasil}, carbonato de
s6dio anidro (Merck, Brasil) e formaldeido (Synth, Brasil).

Utilizaram-se, nos ensaios de adsorgéo, albumina do soro bovino (BSA)
(Sigma, EUA), acetato de sodio anidro (Synth, Brasil), acide acético glacial (Synth,
Brasil), acido cloridrico p.a. (Synth, Brasil), acido fosférico p.a. a 85% de pureza
(Synth, Brasil), alcool etilico p.a. (Synth, Brasil}, cloreto de sédio p.a. {Synth,
Brasil), azul de Comassie brilhante G-250 (Vetec Quimica Fina, Brasil), fosfatos
de s6dio mono e dibasico anidros p.a. (Synth, Brasil), imunoglobulina G humana,
com 95% de pureza (Aventis Behring, Alemanha), Tris(hidroximetil) amino metano

{Tris} {Merck, Alemanha) ¢ a membrana obtida no laboratério, usada com
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diametro de 4,5 cin, suportada na célula de ultrafiltracdo AMICON, modele 8050
(Millipore, EUA).

Para a dosagem de endotoxinas usou-se ¢ teste QCL-1000 cromogénico
quantitativo LAL., agua apirogénica (BioWhittaker, EUA]} e ponteiras apirogénicas
em embalagem individual (Eppendorf, Alemanha). As solugtes tampdes foram
feitas com agua para injecdo intravenosa (Ariston, Brasil). Utilizou-se soro
fisiologico, com NaCl 0,9% p/v da marca Aster (Brasil). Para a contaminacéo
artificial de solu¢bes aquosas ¢ protéicas utilizou-se endotoxina de alta
concentracdo de E. coli O535:B5 {BioWhittaker, EUA}. Na despirogenacao de
materiais e membranas foram utilizados hidréxidos de sodio e de potassio e alcool
etilico {Ecibra, Brasil).

3.2. Métodos

3.2.1. Obtencio da membrana

A matriz adsorvente utilizada neste trabalho, membrana porosa de
quitosana, foi obtida através do procedimento desenvolvido por ZENG e
RUCKENSTEIN (1996-A) e adaptado por FREITAS {2001).

3.2.1.1. Sintese das membranas

A uma solugdo de acido acético 1% adicionou-se quitosana em flocos,
também em concentracio de 1% (p/p), submetendo-a a agitacdo. A solucéo
permaneceu em repouso por um periodo de 24 a 48 horas para a completa
solubilizacdo da quitosana, em temperatura ambiente, sendo entfo filtrada em
filtro de placa sinterizada (G1), visando a remocdo de insoluveis e impurezas. Foi
adicionada a esta solucéo a massa de silica na proporcéo final desejada, no caso
a proporcao silica-quitosana corresponde a 12:1 em massa, valor determinado
por FREITAS (2001) para obtencéo de maior resisténcia mecanica. Em banho
térmico, aqueceu-se a solucdo entre 40 e 50°C e desgaseificou-se a vacuo,
evitando a evaporacao do solvente pelo controle de temperatura. Promoveu-se a
homogeneidade do meio, agitando a solucdo, buscando a completa disperséo da

silica, espalhando-a entao rapidamente na placa de Petri silanizada, numa massa
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total de 19 gramas. Colocaram-se as placas em dessecador, sob vacuo, até o total
desaparecimento das bolhas {cerca de 15 minutos). Em estufa, as membranas
foram secas sob temperatura de 80°C por 5 horas. Apos, foram neutralizadas por
imersd@o em solucio 1,25 M de NaOH, numa temperatura de 80°C por um periodo
de 2 horas. Lavaram-se as membranas porosas com agua destilada até completa
remocao do NaOH, obtendo-se o pH da agua de lavagem igual ao da agua
destilada, e armazenou-se a 4°C, em agua ultrapura.

3.2.1.2. Silanizacao das placas de Petri

As placas silanizadas foram obtidas passando uma fina camada de
silicone na parede interna das placas de Petri. Deixou-se em estufa a 120°C por 2
horas. Terminado este tempo, lavou-se as placas com detergente para a remocéo

do silicone em excesso, que, se nac removido, gera retragio da solugéo na placa.

3.2.1.3. Reticulagdo das membranas porosas de quitosana

As membranas de quitosana foram reticuladas com epicloridrina,
buscando melhores propriedades mecanicas, como sugerido por WEI e
colaboradores (1992), preservando os grupos amino-reativos, importantes para o
nosso trabalho.

As membranas, depois de lavadas, foram imersas em solucdo de
epicloridrina, na concentragio de 0,01 M, contendo 0,067 M de NaCH (pH 10j.
Agitou-se suavemente, evitando o rompimento das membranas, por 2 horas, sob
uma temperatura de 50°C. Apds, lavou-se com agua destilada até igualar-se ao
pH da agua e armazenou-se, até o uso, em agua ultrapura, sob 4°C. O esquema

da obtencio da membrana pode ser visualizado na Figura 3.1.
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Quitosana Acido Acétice 1%

Silica Cromatografica
{S:Q = 12:1)

NaOH 1,25 M
(2 horas, 80 °Cj

Epicloridrina 0,01 em NaOH
0,067 M
{2 horas, agitacio lenta)

Figura 3.1. Fluxograma da obtengo da membrana da gquitosana (adaptado de
FREITAS, 2001).

3.2.2. Caracterizacao da matriz adsorvente
3.2.2.1. Espessura

A medida de espessura das membranas foi realizada utilizando-se um
paguimetro marnual digital da Digimess, com escala de 0 a 150 mm e precisfio de
0,01 mm. A membrana foi colocada entre duas barras de acgo padronizadas, com
espessuras constantes para evitar deformacéo, e fez-se as medidas, diminuindo-
se ao final, a espessura conhecida das barras. Fez-se medidas ortogonais (de 90
em 90, num total de quatro, sendo a espessura final a média dos valores

abtidoes.
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3.2.2.2. Volume

O volume foi determinado a partir da espessura de cada membrana, e em
funcéo do diametro Gtil da membrana, que corresponde a 13,39 cm?, na célula de

filtracdo, como o volume de um cilindro.

3.2.2.3. Porosidade no estado fimido

A porosidade no estado timido foi determinada de modo indireto, visto
que este método, desenvolvido por ZENG e RUCKENSTEIN (1996-A), guantifica a
agua que ocupa os poros da membrana. A membrana foi levemente seca em papel
absorvente, por aproximadamenie um minuto, ndo se percebendo acumulo de
agua na superficie, foi entao pesada, correspondendo a4 massa no estado timido
(Mz). A membrana foi acomodada em um filtro de placa sinterizada, sendo
submetida a sucgio por cerca de trés minutos, tempo no qual nao se observou
deformacdo visual na estrutura da membrana. A membrana foi novamente
pesada, determinando a massa no estado seco {Mi). Esta analise foi realizada em
triplicata, sendo que se estabeleceu como vinte e quatro horas o intervalo de uma
analise para a seguinte, permitindo que os poros fossem novamente ocupados
pela agua. A Equacao 3.1 fornece o valor em porcentagem da porosidade no

estado Gmido.

Porosidade(t) =| M2=M1 1. 1 100
pHQO

Eq. 3.1

Onde, M; e M: representam as massas (g}, respectivamente, da
membrana seca ¢ da membrana Gmida, p HxO & a densidade da agua na
temperatura do ensaio (g/cm3} e V {cm3) representa o volume da membrana no

estado timido.

3.2.2.4. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para a analise morfoldgica das membranas foi utilizada a microscopia

eletronica de varredura {MEV), a gual € uma técnica para exame superficial de
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solidos. O exame superficial é traduzido por um estreito feixe de elétrons que
varre a superficie da amostra, ponto a ponto, em seqiiéncia de tempos pré-
determinadas. Os elétrons utilizados para a formacdo da imagem sio captados
por detectores especiais gerando um sinal elétrico, usado para produzir uma
imagem de aspecto tridimensional em anteparo de observacio, de até 500.000

vezes de aumento.

As membranas analisadas mno MEV foram previamente Hofilizadas,
submetidas a nitrogénio liquido para obtencgio de uma fratura a frio e metalizada
através da deposicio de uma fina camada de metal, no caso ouro. As micrografias
de corte transversal foram obtidas no Laboratério de Uso Comum (LUC) da
Faculdade de Engenharia Quimica (FEQ-UNICAMP), no equipamento Leica,
modelo Leo 4401 {EUA). As condigdes utilizadas de ampliagio variaram de 300 a
1500 vezes, e a barra indicando ¢ tamanho da medida estd indicada na parte
inferior das micrografias. Utilizou-se 10 kV como valor de corrente elétrica e a
metalizacdo da amostra liofilizada depositou uma camada de ouro de

aproximadamente 92 A 0,

A liofilizagéo foi executada no aparelho Savant-Novalyphe NL150 {EUA},
sob vacuo por vinte e quatro horas, numa temperatura de 60°C negativos, no
Laboratorio de Quimica de Proteinas (LAQUIP} do Instituto de Biologia {IB-
UNICAMP).

3.2.2.5. Vazio a pressi&o atmosférica

Alimentou-se 15 mlL de agua ultrapura a célula Amicon com a membrana
de quitosana suportada e foi determinado o tempo necessario para escoamento
do liquido, em temperatura ambiente e pressio atmosférica. Esta determinacéo
foi realizada em triplicata.

) Calculo da metalizacio. A metalizacio foi realizada com gas Argdnio, por 180 segundos,
visando depositar uma camada de ouro sobre a superficie da amostra liofilizada.
Utilizando-se a equacéo d = K x I x V x {, onde K é uma constante definida pelo tipo de gas,
tempo de processo € tipo de metal depositado {no caso: Argdnio, 180 segundos, Ouro),
tendo valor igual a 0,17; [ corresponde a corrente de metalizacio empregada (3 mA), Véa
tensdo {1 V] e t & o0 tempo de exposi¢io (180 segundos), podemos determinar d, que
corresponde a espessura da camada de ouro depositada; correspondendo a 92 A
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3.2.3. Eletroforese de focalizacdo isoelétrica

Visando determinar o pl da IgG humana utilizada, foi realizada uma
focalizacéo isoelétrica no Phast System (Pharmacia, Suécia), em um gel de
poliacrilamida 5%, com faixa de pH de 3 a 9, sendo a amostra e os marcadores
injetados a dois tercos do catodo. A coloracéo foi feita por nitrato de prata. Os
métodos, de coloracao e de focalizagdo, foram executados segundo o manual do

fabricante do equipamento.

3.2.4. Ensaios de adsorcédo de imunoglobulina G humana em membrana de

quitosana porosa

A possibilidade de adsorcdo de imunoblobulina G humana pela
membrana de quitosana naéc poderia ser descartada simplesmente. Visando
verificar a adsorcéo membrana-IgG e sua relevancia, realizaram-se ensaios de
filtracdo da proteina, em solucdes tampdes, assim como descrito por FREITAS
(2001). As solugoOes tampdes testadas, na concentragdo de 0,025 M, nos
respectivos pH foram: tampao acetato de sédio (pH 6,0), tampao fosfato de sodio
(pH 6,5 a 8,0) e tampaéao Tris-HCI {pH 7,0 a 8,5). O intervalo de pH utilizado foi de

0,5 em 0,5, e todas as solugdes foram desgaseificadas antes do uso.

Através destes ensaios, realizados em duplicata, pode-se também
observar a influéncia do pH e da natureza dos tampées utilizados, buscando uma

regido em que estas duas condi¢cbes resultam em menor adsor¢iao protéica.

As vazbes empregadas, em ml./min para a fase moével nas etapas de
injec@o, lavagem, eluicdo e regenerac@io foram, respectivamente, de 1, 5, 2 e 2
(FREITAS, 2001). Primeiramente o sistema foi equilibrado com a solucéo tampao,
seguido da injecéo de uma solugdo de IgG humana no referido tampao, com
concentracio de 1 mg/ml, sendo a massa total de injecdo mantida em 12 mg de
IgG humana. Ao fim da injecéo, procedeu-se a lavagem, com 0 mesmo tampao,
visando a remocao das proteinas nao adsorvidas na membrana, gerando um
primeiro pico. A elui¢do serviu para remocio das proteinas adsorvidas, visto que,
com o aumento da forga idnica do meio, com a adicdo de NaCl, nas concentracbes
sucessivas de 0,5 € 1,0 M na solucéo tampao, as proteinas eluidas forneciam um
segundo e um terceiro pico, dependendo do caso. Procedeu-se entio a

regeneracdo, utilizando NaOH, na concentracdo de 1 M, obtendo-se um pico
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formado pelas proteinas removidas de forma drastica, interferindo nas forcas
hidrofébicas de adsorcgéo. A troca de solugdo, ou seja, de etapa cromatografica, foi
estabelecida pelo acompanhamento da absorbancia das fracdes recolhidas a 280
nm, em especirofoiémetro {Beckman DU 650), padronizando como valor de
equilibrio 0,0005, ou inferior. Ao término da cromatografia, lavou-se a membrana
com agua ulfrapura, até a remocao total do hidréxido, guardando-a em agua

ultrapura, sob 40C.

Os volurmes das fracbes coletadas, em ml, nas etapas de equilibrio,
injecao, lavagem, eluicac e regenerag@o foram, na ordem de 1,6; 7.0; 8,0; 3,2 ¢
3,2. Cada pico teve suas fracdes reunidas em "pools’, para determinar a
concentracac protéica, via metodo de BRADFORD (19786}, sendo usado como

brance a soluc@o da fase mével do referido pico.

3.2.4.1. Descricéo do sistema de cromatografia

O sistemna para a realizacao dos ensaios de filtragdo pode ser visualizado,

de forma esquematica, na Figura 3.2.

Figura 3.2. Esquema do sistema cromatografico experimental empregado no
estudo. Onde: (1) Célula de filtracido, modelo Amicon 8050, Millipore {EUA), {2)
Bomba peristaltica, modelo Miniplus 3, Gilson (Franca), (3) Monitor de
absorbancia, modelo EconoUV Monitor, Bio-Rad (EUA), (4] Coletor de fracdes,
modelo RediFrac, Pharmacia Biotech {EUA}.

A céhila de filtracao (Fig. 3.2-1), suportando a membrana, estava ligada a
bomba peristaltica (Fig. 3.2-2), gque succionava a fase movel através da
membrana, nas respectivas vazdes determinadas para injecdo, lavagem, eluicio ¢
regeneragéo. Monitorava-se este fluido em termos de absorbancia a 280 om (Fig.
3.2-3}, informacao necessaria para a troca de efapa cromatografica. Recebia-se o

fluido, saido do monitor de absorbancia, em tubos de ensaio, adaptados ao
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coletor de fracdes (Fig. 3.2-4), em volumes pré-definidos. As tubulacdes utilizadas

eram de silicone e as conecgdes da marca Gilson (Francaj.

3.2.4.2. Determinacio da concentragéio protéica

A concentracac de proteinas, tanto das solugbes de injecdo, quanto das
etapas de lavagemn, eluicdo e de regeneracio dos ensaios de adsorgéo na
membrana, foi determinada pelo meétodo de BRADFORD (1976), utilizando
albumina do soro bovinoc como proteina de referéncia. Também se procedeu a
determinacéo de concentragéo protéica em funcio da absorcio a 280 nm em
espectrofotometro (Beckman DU 650).

3.2.5. Despirogenacido de material

A natureza apirogénica do meio no qual executou-se o experimento deve
ser garantida, evitando a insercido de endotoxinas de fontes aleatdrias, o que
geraria erro na futura quantificacdo. Surge assim, a necessidade de realizar
etapas prévias, visando a despirogenagao do material a ser utilizado, ou seja, da
celula de filtracio, conexdes, tubulacdes, e naturalmente da membrana. Para o
preparo das solucdes utilizadas durante os ensaios, nos quais a quantificacéo de
endotoxinas era necessaria, foi utilizada agua apirogénica e estéril. Os tampdes
foram feitos em agua para injecdo intravenosa da marca Ariston (Brasil) e as
diluicbes das amostras para uso no teste LAL cromogénico com agua apirogénica
distribuida pela BioWhittaker (EUA). As ponteiras apirogénicas utilizadas foram
adquiridas em embalagem individual (Eppendorf, Alemanha).

3.2.5.1. Despirogenacao do sistema de filtracédo

A despirogenacéao da célula de filtracao foi feita com wma solucao de KOH,
2 M. Na membrana e nas linhas do sistema, a despirogenacao foi feita pela
passagem de uma solucio de NaOH 0,1 M com 20% de alcool etilico, seguida de
uma solucdo de NaCl 1,5 M, métedo este sugerido por PETSCH e colaboradores
{1997). O volume injetado das duas solugdes e a vazéo foram, respectivamente, de
15 mL e de 2 mlL/min. Apbs, removeu-se completamente as solucbes com a

injecdo de agua apirogénica.
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3.2.5.2. Despirogenacio da vidraria

O material a ser despirogenado foi deixado de um dia para o outro
submerso em solucdo 1,5 M de NaOH, feita com agua ultrapura. Apés este
periodo, lavou-se com agua, sempre ultrapura, até gque fosse removido todo o
hidréxido, operacéo esta facilitada com o uso de ultrasom (Branson, EUA) por 20
minutos, seguida de lavagem com agua ultrapura. Colocou-se na estufa apenas
com a intencdo de remover a agua {cerca de 30C} e esperou-se atingir a
temperatura ambiente. Embalou-se com papel aluminio todas as pecas, sendo
que os tubos de ensaio devem ser ainda acondicionados em envelopes deste
mesmo material, néo devendo ficar superficies expostas. Colocou-se entio todo o
material na estufa para despirogenac&o, numa temperatura de 2000C por um
periodo de 2 horas. Guardou-se em recipiente fechado até o uso, sendo que o

material nao utilizado fol novamente despirogenado apdés uma semana
{ACCONCI, 1998 e 2000).

3.2.6. Remocao de endotoxinas por adsorcio em membranas de quitosana
3.2.6.1. Remocgao de endotoxinas de solugées tamponantes

A adsorcédo de endotoxinas nas membranas de quitosana foi testada na
presenca dos tampoes que menos favoreceram a adsorcdo de anticorpos na

membrana. No caso, fosfato de sodic pH 8,0 e Tris-HCI pH 7,0.

Estes experimentos foram realizados num sistema representado na
Figura 3.3, segundo método desenvolvido por FREITAS (2001}, onde a membrana
foi equilibrada com solugao tampéo e, em seguida, injetou-se 15 mL da solugdo
contaminada com endotoxinas, em concentracdo conhecida, na vazao de 2
mlL/min.

O filtrado foi coletado num erlenmeyer, sob agitacio vigorosa. Como o
objetivo é determinar a remocédc de endotoxinas, foram determinadas as
concentracdes de ET na injecdo e no filtrado, e nio se procedeu a lavagem
visando remocao da ET adsorvida. Regenerou-se a membrana com solucdo de
NaOH 1 M, e o calculo de remocao foi feito pela diferenca de concentracao entre

injecao e filtrado.
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Figura 3.3. Aparato utilizado para remocio de endotoxinas de solucéio tampao,
adaptado de FRIEITAS {2001). Onde: {1} Célula de filtracdo, (2) Bomba peristaltica,
{3) Erlenmayer para armazenamento do filtrado, {4} Agitador magnético, modelo
Poly Labo, Ika {(Alemanha).

3.2.6.2. Remocéic de endotoxinas de sorc fisiolégice contaminade

artificialmente

Os medicamentos parenterais, dependendo do caso, podem ser injetados
em solugdes salinas, tais como o soro fisiolégico. Visando determinar a influéncia
da presenca do sal, no caso Na(l, procedeu-se ¢ mesmo método descrito no item
3.2.6.1, substituindo as schugbes tampdes por soro fisiolégico, com concentracio
de NaCl igual a 0,9% p/v, em pH 7,3. As concentragtes de ET foram medidas na
alimentacéo e no filirado.

3.2.6.3. Remocgdo de endotoxrinas de solucdes com IgG contaminadas

artificialmente

As solucdes de IgG humana foram preparadas com concentracgdes de 1
mg/mi., em tampéao Tris-HCl, pH 7,0, na concentracac de 25 mM, o qual permitiu
uma adsorgio maior de ET ¢ menor de 1g(, visando estudar o efeito da presenca
de proteina na remocio de endotoxinas. O aparato experimental utilizado €
apresentado na Figura 3.4. A contaminacac com endotoxinas foi feita com 116 e
797 EU/ml..

A soluc&o de IgCG contaminada com ET, nas concentractes determinadas,
foi injetada em volume de 15 ml na célula de filtracdo, sendo succionada pela
bomba peristaltica numa vazio de 2 mL/min, e entdo coletada em erlenmayer,
sendo chamada de fltrado. Ap6s injetou-se, numa vazio de 5 mL/min, o tampao

para a etapa de lavagem, sendo esta fragdo, chamada de lavagem, coletada em
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outro erlenmayer. As fracdes de imjecdo, de filtrado e de lavagem, foram

guaniificadas em relacao a endotoxinas e proteinas.

Figura 3.4. Aparato utilizado para remocfo de endotoxinas de solucdo de IgG
contaminada artificialmente, adaptado de FREITAS {2001}). Onde: {1) Célula de
filtracdo, (2} Bomba peristaltica, {3} Monitor de absorbancia, (4) Agitador
magneético.

3.2.7. Quantificacic de endotoxinas

Visando a determinacao da concentracao de ET, foi utilizado o métode do
LAL f{lisado de amebdcito de Limuius) cromogénico, o qual € um método
guantitative e aprovado pelo FDA, O kit QCL-1000, fornecido pela BioWhittaker
{EUA), apresenta seus componentes {endotoxina, lisado de amebdcito de Limulus
e o substrato cromogénico) liofilizados, necessitando de reconstituicio com agua
apirogénica. O rnaterial que compde o kit deve ser reconstituido, manuseado e

armazenado conforme as instrucgdes do fabricante.

As solugotes com endotoxinas devem ser agitadas por 45 minutos para
garantir 2 homogeneidade do meio, tanto antes da quantificacio, quanto para

adicionar no sistema de filtracéo.

A utilizac¢do do kit para a determinacio quantitativa de endotoxinas &
baseada na construcdce de uma curva de calibragdo concentracdoc versus
absorbancia a 405 nm, sendc a absorbancia diretamente proporcional a
conceniracdo de endotoxinas. A cada novo kit deve-se elaborar nova curva

padrao.

A obtenca@o da curva padrac seguiu os procedimentos do kit, onde a
endotoxina foi reconstituida e elaboraram-se solugdes com concentracoes de 0,1;
0,25; 0,5 e 1 EU /mlL. Apbs agitacao por 30 minutos, as solucdes foram colocadas,

em volume de 50 ul, em tubos apirogénmicos. Acrescentou-se 50 pL de LAL
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reconstituido, agitou-se e levou-se ao banho térmico, por 10 minutos, a 37°C
+1eC, coberto com papel aluminio. Este periodo de tempo € marcado a partir da
adicao do LAL no primeiro tubo. Ao fim dos dez minutos, adicionam-se 100 pL de
substrato em cada tubo, agita-se e espera-se, sem remover os tubos do banho
nem zerar o crondmnetro, o tempo total completar 16 minutos de reacdo. Ao final
deste periodo, adicionam-se 100 pl de solugdo de acido acético numa
concentracido de 25%, ¢ qual atua como reagente de parada. O branco foi obtido
pelo mesmo procedimento, substituindo a solucéo com concentracio conhecida

de ET por agua apirogénica para teste LAL (BioWhittaker, EUA]).

As determinacoes foram feitas em microplacas, a 405 nm, em leitora do
tipo ELISA, Bio-Kinetics Reader, modelo EL-312¢ (Bio-Tek Instruments, EUA).
Adicionaram-se 100 uL do produto da reagio na microplaca, sendo colocada agua
destilada como branco da leitora. Fez-se as leituras a 405 nm e elaborou-se a

curva, plotando absorbancia em funciao da concentracao de ET.

As amostras sdo analisadas da mesma forma, ajustando na curva os
valores de absorbancia observados, sabendo-se que sdo necessarias diluigdes
para que os valores sejam compativeis com a escala da curva previamente

elaborada, no intervalo que corresponde a linearidade.

3.2.8. Isoterma de adsorgiio de endotoxinas em membrana porosa de

quitosana

O experimento para a obtengao da isoterma de adsorgdo de ET em
membrana de quitosana foi realizado em batelada, em tanques agitados de dois
mililitros (tubos eppendorf) apirogénicos, a temperatura de 25°C, em duplicata
com réplica de analise.

As membranas, obtidas no item 3.2.1, foram cortadas em quadrados de
0,2 cm de lado {area equivalente a 0,04 cm?), despirogenadas e lavadas conforme
descrito no item 3.2.5.1, sendo necessaria a cada etapa, agitacdo por 15 minutos
para permitir o contato das membranas com as solugdes. As membranas foram
filtradas a vacuo para a remocio de cada uma das solucdes utilizadas no

processo de despirogenacao.

Apds a despirogenacdce e lavagem com agua ultrapura, as membranas

foram equilibradas com tampéo Tris-HCI1 25 mM, pH 7,0 {tampéo de adsorgao) e,
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em seguida, <olocadas nos tubos eppendorf em uma guantidade de
aproximadamente 60 mg em massa Umida. Apdés a obtengdo da isoterma as
membranas foram secas e determinada a massa seca, em cada tubo eppendorf. A
cada frasco foi adicionado 1 ml de solucéo de ET, em concentragdes de 700 a

40.000 EU/mL {correspondem a 7 x10-5 ¢ 4 x10-3 mg ET/ml., respectivamente}.

Uma aliquota da injegéo foi reservada para a determinacao, com LAL, da
concentracaoe alimentada a cada eppendorf e, apds o periodo de trés horas, sob
agitacio constante, numa rotagac de 20 rpm, em aparaic esquematizado na
Figura 3.5, o sobrenadante também foi analisado quanto & concentragéo de ET. A
diferenca entre a concentracac de ET alimentada ¢ a remanescente depois do

ensaio representa a quantidade adsorvida pela membrana.

Figura 3.5. Aparato experimental para a obtencao da isoterma de adsorcao de ET
em membrana de quitosana (adaptade de LUCENA, 1999). {1 a 4} tanques
agitados (tubos eppendorf].

Os dados experimentais obtidos para a concentracao de ET no equilibrio e
da quantidade de ET adsorvida pela membrana foram utilizados para ajustar os

parametros do modelo de Langmuir, cuja equacgaoe é apresentada na Eq. 3.2.

Qm * Ceq

Qde + Coy

Eq. 3.2
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onde Q é a quantidade de soluto adsorvido por massa ou volume de adsorvente
em equilibrio cormn a quantidade de soluto nédo adsorvido em solucéo (mg/g ou
mg/ml), Qn € a quantidade maxima possivel de ser adsorvida, Cq € a
concentracdo de soluto em equilibrio na solucdo (mg/ml) e Ky € a constante de

dissociacio do complexo adsorbato-adsorvente (mL/mg ou Mj.
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CAPIiTULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1. Obtencac e caracterizacio da membrana macroporosa de quitosana
reticulada

O procedimento adaptado por FREITAS (2001), do método desenvolvido
por ZENG e RUCKENSTEIN (1996-4), foi utilizado neste trabalho para a sintese
da matriz adsorvente, uma membrana macroporosa de quitosana reticulada, a

qual foi empregada para remocao de ET de solugdes aquosas.

A caracterizagio fisica da mernbrana de quitosana reticulada, obtida
como descrito no item 3.2.1, foi feita através da determinacao de espessura {item
3.2.2.1), volume (item 3.2.2.2), porosidade (item 3.2.2.3) e vazio a pressac
atmosiérica (itemm 3.2.2.5), todas com a membrana no estado Gmido; no estado
seco foram feitas micrografias de varredura eletrénica (item 3.2.2.4), permitindo a
determinacéo de tamanho médio de poro e da estrutura da membrana. O
didmetro da membrana utilizada foi determinado pela area efetiva da célula de
filtracdo. Os resultados das analises citadas podem ser visualizados na Tabela
4.1, e mostram due a membrana obtida apresenta fluxo adequado para o
desenvolvimento deste trabalho, e sua resisténcia pode ser confirmada pela
reutilizacao de até 12 vezes de uma mesrna membrana. Além disto, os resultados
estdo similares com os dados encontrados na literatura, obtidos por ZENG ¢
RUCKENSTEIN (1996-A), RUCKENSTEIN e ZENG (1998} e por FREITAS (2001),

disponiveis no Anexo A.

A andlise de area superficial para adsorcéo no estado seco, pelo método de
BET nao foi realizada, sendo que o valor esperado seria em torno de 1,6 m?/g,
concordando com os valores de RUCKENSTEIN e ZENG {1998), cuja membrana
de quitosana reticulada tem aproximadamente o mesmo tamanho médio de poro.
O método de BET € realizado com nitrogénio gasoso, para areas superficiais
maiores que 10 m?/g, pois o erro inerente do uso de nitrogénio altera em muito
os resultados de areas efetivas menores. Para areas superficiais inferiores a 10

m2/g, como esperado para a membrana obtida, o método deve ser realizado com o
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gas criptonio, de alto custo. Devido a ndo disponibilidade ne Laboratério, este

ensaio nao fol realizado.

Tabela 4.1. Resultado das analises de caracterizacdo da membrana macroporosa
de quitosana reticulada

Espessura no estado imido 313 pm
Volume no estado (imido 0,42 cm?®
Diametro no estado timido 4.13 cm
Porosidade no estado Gamido= 62,4%

Vazao a pressao atmosféricab 12,8 mlL/min

Area efetiva para adsorcao no estado imido 13,4 cm?
Fluxo 0,96 cm/min

Tamanho meédio dos poros no estado seco 22 ym

(a) Desvio padrao médio de 11,06.
{b} fluido empregado: dgua ultrapura.

A matriz de adsorgao, cuja morfologia foi determinada por MEV, apresenta
uniformidade de distribuicfio de poros, indicando dispersao satisfatoria da silica
durante a obtencao da membrana, ndo sendo observadas areas néo porosas, nem
regiGes com poros de mesmo tamanho concentrados. Esta informacao pode ser
confirmada na Figura 4.1, onde a micrografia de corte transversal da membrana

porosa de quitosana reticulada & observada.

A membrana obtida, devido ao seu tamanho de poro, somado as
caracteristicas da solugio utilizada para a filtracio, tais como reduzido tamanho
e concentracdo das moléculas de interesse (ET e IgG) e a auséncia de
contaminantes de tamanho semelhante ao dos poros da membrana, permitem
desconsiderar a formacdo de colmatagem.
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Figura 4.1. Micrografia eletrbnica de varredura da membrana de quitosana
reticulada. A bazra corresponde a 20 um.

4.2. Determinaaio do ponto iscelétrico da Igh humana

Visando determinar o pl da IgG humana utilizada, foi realizada uma
eletroforese de focalizagio isoelétrica no Phast System {Pharmacia, Suécia), num
gel de poliacrilagmida 5%, com faixa de pH de 3 a 9, método este descrito no item
3.2.3.

Obteve-se um intervalo de pl, e ndo um valor, devido ac fato da natureza
policlonal da Ig(G empregada e por ser esta constituida de varias subclasses com
pls distintos. O intervalo pode ser observado na Figura 4.2, e corresponde a faixa

de valores de pl 6,85 a 8,15 {com tragos de proteinas na faixa de 8,5 a 9,0j.

O conhecimento dos valores de pl da imunoglobulina G humana é
importante para. despirogenacac de solucgdes contendo esta proteina, uma vez que
a membrana apresenta a pH abaixo de 7,0 {pK de 6,3 a 7,0} carga positiva na
superficie pela presenca dos grupos amino, mesmo apés a reticulacdo com
epicloridrina através do método sugerido por WEI et al. {1992). As moléculas de
ET, acima de pH 1,3, apresentam carga negativa (HOU e ZANIEWSKI, 1990}, e
pode-se utilizar desta diferenca de cargas para adsorvé-las em matrizes de
guitosana. Parax despirogenacio de solugdes protéicas, busca-se a maxima
adsorcéo de ET ¢ a minima adsorcao de 1gG, selecionando-se, portanto, tipos de
tampao e valores de pH gque permitam carga positiva ou neutra da lgG,

minimizando stta adsorcio na membrana.
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Figura 4.2. Fletroforese IEF em gel de poliacrilamida 5%, com faixa de pH de 3 a
S. Onde: (M) marcadores de pl (Pharmacia)}, (Ig(G) imunoglobulina G humana.

4.3. Ensaios de adsorcéo de imunoglobuline G humana em membrana de

quitosana

A investigacio da adsorcio de 1gG humana na membrana de guitosana
em diferentes tampodes ¢ pH foi realizada visando determinar a condicio em que
menor quantidade de IgG ficasse adsorvida, para que um maior nlimero de sitios
para adsorcac estivessem disponiveis para a remocéo de ET do meio, além de
permitir, a principio, uma maior recuperacao de anticorpos no produtoe final. Com
objetivo de verificar a influéncia do pH e da natureza dos tampdes utilizados,
realizaram-se ensaios de filtracdo da proteina, em trés solucdes tampdes, assim
como descrito no item 3.2.4. As scolugdes tampdes testadas, na concentracéio de
25 mM, nos respectivos pH foram: tampao acetato de sédio {pH 6,0}, tampao
fosfato de sodic {(pH 6,5 a 8,0) e tampdo Tris-HCl (pH 7,0 a 8,5), cujas
caracteristicas de pKa e faixa de pH tamponante estio citadas na Tabela 4.2,

Os balangos de massa para cada cromatografia, com base em proteina
total, foram calculados ¢ nfo apresentaram perda maior que 10%, com excecao
do pH 8,5 em tampao Tris-HCl, no gqual a recuperacao dos anticorpos chegou a
apenas 84,3%. Um cromatograma caracteristico dos ensaios de filtracas pode ser

visualizado na Figura 4.3.
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Tabela 4.2. Caracteristicas dos tampdes utilizados nos experimentos

Tampao faixa de pH de PKa
tamponamento
acetato de sédio H,C—coo 3,7a5,6 4,75
Te)
|
fosfato de soédio H""“‘l’““"’ 5,8 a 8,0 7.2
&
?H
I
Tris-HCI HO-"@*“T—HH; 7,0 29,0 8,3
j
OH

Absorbancia a 280 nm

0 S 10 15 20 25 30 35

Fracoes

Figura 4.3. Perfil cromatografico de adsorgio de IgG em membrana de quitosana,
utilizando Tris-HCI, 25 mM, pH 7,0. Espessura da membrana: 318 ym. Onde: (A)
Injecdo (1 mL/min, fracdo de 7,0 mL)}, (B) Lavagem (5 mL/min, fracdo de 8,0 mlL),
(C) Eluicdo com Tris-HCl, 0,5 M de NaCl, {2 mL/min, fracdao de 3,2 ml), (D)
Eluicdo com Tris-HCl, 1,0 M de NaCl, (2 mL/min, fracaoc de 3,2 ml)}, (E)
Regeneracdo com NaOH 1 M (2 mL/min, fracdo de 3,2 mL)}. As fracdes de 1 a 7
correspondem a etapa de equilibrio, com vazio de 1 mL/min e volume de 1 mL
coletado por fracao.
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A Figura 4.4 apresenta os resultados do estudo da adsorgiéo de IgG
humana em membrana de quitosana mediante variagdo de tampodes e de pH, e
permite observar que em todas as condigbes estudadas ha adsorcdo de 1gG, em
quantidades diversas. Os tampoes fosfato de sédio pH 8,0 e Tris-HC] pH 7,0
foram os que favoreceram uma menor retencgao de proteinas pela membrana, com
capacidades de adsorcao (Q) de 0,49 mg/cm3 e de 0,73 mg/cm?, respectivamente.
A maior adsor¢gio de IgG foi obtida em tampéo fosfato de sddic com pH ajustado

em 6,5, correspondendo a uma capacidade de adsorcéo de 2,88 mg/cm?3.

O aumento do pH do tampéo fosfato a partir de 6,5 tende a diminuir a
adsorcdo de anticorpo na membrana, visto que ultrapassando o pK da quitosana
(6,3 a 7.0}, haveria a desprotonacido dos grupamentos amino, e portanto a
capacidade de adsorcdo seria diminuida. Em presenca de tampéo fosfato,
percebe-se uma dependéncia do comportamento de adsorgio da IgG com a fracio
de grupamentos amino protonados em fungdo do pH. Isso leva a supor que o
tampéo fosfato interage com a membrana e com a IgG de forma que permita em
pH menores {6,5 e 7,0 por exemplo), nos quais a membrana esta mais fortemente
protonada (Figura 4.4} e a IgG estd com carga liquida de positiva a nula, uma
adsorcio mais intensa, confirmando os dados de FREITAS (2001).

Em presenca de Tris-HCl a capacidade de adsorcédo de anticorpos na
matriz foi mantida em toda a faixa de pH estudada. Estas observactes
experimentais sugerem que ocorra um impedimento eletrostatico entre a IgGG e a
membrana na presenca de tampao Tris-HCI, visto que, este tampao {solvatando a
IgG) por apresentar o mesmo radical (arnino} para a interagfo com a proteina que
a quitosana, nao possibilite uma interacgio mais forte entre IgG ¢ membrana, e
levando a supor que a adsor¢éo observada seria fruto de outro tipo de interacéo,
que nao eletrostatica. Deve-se notar que a natureza anfifilica do LPS sugere que a
ligacdo da ET em materiais poliméricos pode se dar tanto por interacdes
hidrofébicas quanto idnicas {DARKOW et al., 1999}.

O pl da IgG humana (6,85 a 8,15 e com tracgos de proteinas entre 8,15 e
9,0) permite também supor que esta menor adsorcao, com o aumento de pH na
faixa estudada, tem relagdo com a carga liquida da proteina {de fracamente

positiva a zero), havendo repulsio com as cargas da membrana.

Comparando os dados da Figura 4.4 com os obtidos por FREITAS {2001),

percebe-se que a adsorcio de IgG de cavalo é maior {com excegao do uso de
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tampac Tris-HCI pH 8,5) que a da IgG humana na membrana porosa de
quitosana, possivelmente por estar na forma de fragmentos {Fab'), e ter menor pl
(4,55 a 8,15).

- 1,0
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g g 09 =z
- 0,8 p
® B 2 o
= - 0,7 B
3 g 53
g g o - 0,6 o &
= & 3
.8 2 - 0,5 g B
5% % -3
B g &8 - 04 8 o
g 5 03 7 3
%% L0259
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55 6,6 6,5 7,0 7,5 8,0 85 9,0
pH

Figura 4.4. Adsor¢ao de imunoglobulina G humana em membrana de gquitosana
(massa de proteina por volume de membrana) nas diferentes solugdes
tamponantes ¢ pH. Onde: (]} Tampac acetato de sodio, 25 mM, pH de 6,0, (A)
Tampao fosfato de sodio, 25 mM, pH de 6,5 a 8,0, (¢) Tampao Tris-HCl, 25 mM,
pH de 7,0 a 8,5. As setas indicam o eixo a que se referem as segliéncias de
pontos. A linha vermelha refere-se a fragdo protonada, em funcao do pH, dos
grupos amino da membrana de quitosana, calculada segundo a Equagao 2.1.

A principio, era de interesse estudar a adsorcdc de IgG na faixa de
tamponamento dos irés tampoes citados, desde que nao prejudicasse a estrutura
da membrana. Com base nisto, decidiu-se empregar soluctes de tampao acetato
de s6dio em pH de 5,0 a 6,0, tampao fosfato de sdédio com pH de 6,0 a 8,0 e
tampao Tris-HC1 em pH de 7,0 a 8,5. O unico tampéo que permitiu realizar todos
os experimentos previstos foi o tampao Tris-HCl, pois tanto o tampéo acetato
quanto o tampéo fosfato causaram deformacdes visiveis na membrana quandoe do
estudo de adsorgéo, fato este gue motivou a adogfc dos limites de pH

apresentados no primeiro paragrafo deste item.

O tampdo acetato a pH 6,0 causou entumescimento da membrana,

ipliando suas dimensdes, levando a crer que este tampéo tenha solubilizado as
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cadeias poliméricas, desalinhando-as e afastande-as. Apds esta deformacdo, a
membrana, que em condigdes normais de experimento permitia vazao de 5
mk/min {fluxo de 0,37 cm/minj, obstruiu a passagem de liquido, permitinde uma
maxima vazdo de 2 ml/min {fluxc de 0,15 cm/min), e portanto nac foram
testados pH inferiores a este. Esta observacio corrobora os resultados obtidos por
FREITAS (2001}, pois a utilizacido de tampfo acetato de sodio para a
despirogenacéo de sorc antiofidico em membrana porosa de quitosana tornou
necessario o emprege de pressac um pouce maior que a atmosférica, para

proceder a filtragao.

O tampéo fosfato de sédio também deformou a membrana, mas causando
uma retracac em sua estrutura, em pH 6,5 e de forma mais sutil em pH 7,0,
justamente nos pHs de maior adsorcéo protéica {Figura 4.4}, neste tampao. O pH
6,0 em tampao fosfato de sodio, obstruiu de tal forma os poros da membrana gue

nao permitiu a realizacao dos experimentos neste pH.

As membranas deformadas foram submetidas a Microscopia de
Varredura Eletronica, segundo o método descrito no item 3.2.2.4, fornecendo as
micrografias observadas nas Figuras 4.5 e 4.6, as guais permitemn perceber as
diferencas estruturais devidos as deformacgfes, quando comparadas a Figura 4.1,

de uma membrana intacta,

Figura 4.5. Micrografia eletronica de varredura, em corte transversal, da
membrana de guitosana reticulada, utilizada para adsorgao de IgG humana em
tampéoc acetato de sodio, 25 mM, em pH 6,0, apresentandoc deformacio da
estrutura original. A barra corresponde a 20 pm.
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Figura 4.6. Micrografia eletronica de varredura, em corte transversal, da
membrana de quitosana reticulada, utilizada para adsorcéo de IgG humana em
tampéo fosfato de sédio, 25 mM, em pH 7,0, apresentando deformacio da
estrutura original. A barra corresponde a 10 pm.

Visande a comparaciic da estrutura das membranas que foram
obstruidas a pH 6,0 € 6,5, com as membranas que ndo se deformaram {tampdes
Tris-HCl e fosfato, a pH 7,0 e 8,0, respectivamente), e que, além disso,
possibilitaram wma menor adscrgio protéica, obteve-se micrografias também

destas membranas, as quais podem ser observadas nas Figuras 4.7 e 4.8,

Figura 4.7. Micrografia eletronica de varredura, em corte transversal, da
membrana macroporosa de gquitosana reticulada, utilizada para adsorcéo de IgG
humana em tampéao Tris-HCI, 25 mM, em pH 7,0. A barra corresponde a 20 um.
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Figura 4.8. Micrografia eclelronica de varredura, em corte transversal, da
membrana macroporosa de quitosana reticulada, utilizada para adsorgao de IgG
humana em tampéo fosfato de s6dio, 25 mM, em pH 8,0. A barra corresponde a

20 prn.

VARUM e colaboradores citam, em trabalho publicado em 1994, que uma
quitosana com 17% de acetilacdo (a usada neste trabalho tem 15%), em pH 7,0,
term 95% em massa insolivel, ao passo que se reduzirmos o pH para 6,0, a massa
insoltivel reduz-se para somente 13,3%. O pH e a for¢a ibnica influenciam as
propriedades fisico-quimicas da quitosana {(VARUM et al., 1994), podendo-se
sugerir que as maodificactes da estrutura a pH aproximadamente 6,0 tenham sido

por uma parcial solubilizacéc das cadeias poliméricas nc meio.

ZENG e RUCKENSTEIN (1998-A) apresentam o uso de membrana porosa
de quitcsana a pH 6,0, com tampac fosfato de sodio, mas nac relatam
deformacic da membrana, possivelmente pele fato de aplicarem uma vazdo
maxima de 2 mnb/min (fluxo de §,15 om/min}, que pode ser obtida com a
membrana utilizada neste frabalho.

A adsorcéo protéica dos anticorpos naoc € desejada para o estudo de
remociac de ET desta solugdo, em membrana de quitosana. A partir deste
principio, selecionou-se as sohucbes tampoes de fosfato de sodio pH 8,0 e Tris-HCI
pH 7.0 para investigar a adsorcao de ET em membrana de quitosana, a fim de
definir o tampao que melhor se adequa a finalidade de remover as ET de solucéo
de IgG.
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4.4. Remociao de endotoxinas por adsorcdo em membranas de quitosana
4.4.1. Remoc¢io de endotoxinas de solugdes tamponantes

Determinados os tampdes que favoreceram em menor intensidade a
adsorcao de anticorpos na membrana {item 4.3), estes foram utilizados para o

estudo da remocao de endotoxinas.

As solucdes tamponantes, com concentracbes de 25 mM, foram
contaminadas artificialmente com duas concentragbes de ET, uma alta (500 a
600 EU/mlL) e uma baixa (18 a 22 EU/mL), visando verificar a influéncia da
concentracdo de ET na despirogenacao da solucdo. Os resultados estio
apresentados na Tabela 4.3 e sfo comparados com base no fator de purificacdo
(FP), que é definido como a relagdo entre a quantidade de ET injetada e a
quantidade de ET no filtrado, ambas em unidades totais de ET.

Tabela 4.3. Influéncia do tamp&o na adsorcio de ET emn membrana macroporosa
de gquitosana reticulada

Tampéao Tris-HC1 Fosfato de sbédio
pH 7,0 pH 8,0

Concentracdo inicial (EU/mL} 18,63 541,40 22,28 635,55
Unidades na iniecéo (EU} 279,42 8120,04 334,21 0533,28
Concentraciéo final (EU/mL} 0,58 8,36 5,80 215,57
Unidades no filtrado (EUj 8,606 125,46 86,93 3233,52
Endotoxinas remanescente (%) 3,09 1,54 26,01 33,92
Q (EU/cm3) 735,77 21.726,86 671,96 17.118,91
Fator de Purificacao 32,27 64,73 3,84 2,095

Volume de alimentacdo: 15 ml, volume da membrana utilizada nos
experimentos: 0,368 cmé®, espessura da membrana 275 um. {Q) capacidade de
adsorcao de ET por volume de membrana, (Fator de purificacéo) corresponde &
quantidade de ET na alimentacéo inicial (EU)/quantidade de ET remanescente no
filtrado (EUj.

O tampao Tris-HClI pH 7,0 favorecen a maior adsorcido de ET na

membrana de quitosana, permitindo obter filtrados com concentragoes de 0,58
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EU/mL e de 8,36 EU/mL, na condi¢do de menor e maior concentragio

alimentadas & rmembrana, respectivamernite.

A baixa adsorgéo de ET em presencga de tampao fosfato pode ser explicada
com base no pH de adsorcdo, pois a pH 8,0, independente da natureza do
tampado, ja ha menos de 10% dos grupos catidnicos disponiveis para a interagéo

com a ET.

Os dados mostrados na Tabela 4.3 aproximam-se dos encontrados por
FREITAS {2001}, disponiveis no Anexo B, podendo-se dizer que a membrana
apresentou as mesmas caracteristicas para a adsorcio de ET em tampao Tris-HCl
pH nos dois trabalhos.

Alguns trabalhos publicados na literatura descrevem a remocao de ET de
solucdes em que a sua concentracaoe supera 6000 EU/mL. Visando a comparacao
da capacidade de adsor¢ao da membrana obtida neste trabalho com as da
literatura, procedeu-se a contaminagéo de solugéo tampéo Tris-HCl a pH 7,0 com
ET, na concentracido de aproximadamente §100 EU/mL. A solucdo tampéo foi
escolhida com base nos dados de maior fator de remocido de ET, nos
experimentos anteriores. Obteve-se, nesta condi¢do, um fator de purificacao
maior {113) que nas concentragdes inferiores (32 e 65}, utilizando este tampéo
(Tabelas 4.3 e 4.4}.

PETSCH e colaboradores (1997} obtiveram filtrados, utilizando membrana
de Nybon® com ligantes imobilizados, com concentracdes de 0,02 EU/mL com PEI
imobilizado, 0,02 EU/mlL com polimixina B imobilizada e 0,06 EU/mL com poli(L-
lisina) imobilizada, de uma alimentacéo de 6300 EU/mL a pH 7,0, em tampéo
fosfato, 20 mM. Infelizmente a membrana porosa de quitosana nao se comporta
da mesma forma, pois apesar de apresentar um alto fator de purificacio (113},
nao permitiu, na condicdo estudada, alcancar niveis de ET permitidos para
injegéo parenteral. Contudo, deve-se ressaltar que ndo foram imobilizados
ligantes na membrana, como no caso da literatura, e gue provavelmente, dentro
da faixa de concentracao estudada (18 a 8100 EU/ml), a capacidade maxima da

membrana néo tenha sido atingida.
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Tabela 4.4. Influéncia da alta concentracido na adsorcao de ET em membrana
macroporosa de quitosana reticulada

Tampéo Tris-HC1 pH 7,0
Concentracao inicial (EU/mL} 8092,53
Unidades na inje¢ao (EU) 121.387,98
Concentracio final (EU/mL} 71,59
Unidades no filtrado (EUj 1073,86
Endotoxinas remanescente (%) 0,88

Q (EU/cm?3) 326.940,54
Fator de Purificacao 113,04

Volume de alimenfacdo: 15 ml, wvolume da membrana utilizada nos
experimentos: 0,368 cm?, espessura da membrana 275 um. {Q) capacidade de
adsorcao de ET por volume de membrana, {Fator de purificacido) corresponde a
quantidade de ET na alimentacéo inicial (EU)/quantidade de ET remanescente no
filtrado (EU).

4.4.2. Influéncia do sal NaCl na remocgdo de endotoxinas

A determinacéo da influéncia da presenca de sal na adsorcédo de ET foi
realizada segundo o método descrito no item 3.2.6.2, utilizando soro fisiolégico, o
qual apresenta concentracdo de NaCl igual a 0,9% p/v, e pH igual 7.3 em
condicbes apirogénicas. As concentracdes de ET foram medidas na alimentacéo e

no filtrado, cujos valores estdo apresentados na Tabela 4.5,

A remocao de ET de solucgbes na presenca de sal foi menor que a remocdo
de ET de solugbes onde o cloreto de sb6dio ndo estava presente. Este fato pode,
provavelmente, ser explicado pela associacdo de duas possiveis causas. A
primeira seria a interferéncia dos ions do sal nas interagbes eletrostaticas entre
ET e membrana. A segunda causa seria o deslocamento do pH de 7,0, do tampao
Tris-HCl, para pH 7,3 do soro fisiologico, diminuindo as cargas positivas na
superficie da membrana cerca de 34% pela desprotonaciio da mesma com ©

aumento do pH.
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Tabela 4.5. Influéncia da presenca de soro fisiologico na remocéo de ET por
adsorciao em membrana macroporosa de gquitosana reticulada

Solucao Soro fisiolégico

pE 7,3
Concentracéo imicial (EU/mlj 42,49 889,61
Unidades na injecao (EU)j 637,38 13.344,15
Concentracéo final {(EU/mL) 20,96 69,09
Unidades no filtrado (EU) 314,39 1.036,36
Endotoxinas remanescente (%) 49,32 7,77
Q (EU/cm3) 877,69 33.445,08
Fator de Purificacéo 2.03 12,88

Volume de alimentacdo: 15 ml, volume da membrana utilizada nos
experimentos: 0,368 cm?3, espessura da membrana 275 um. (Q) capacidade de
adsorcéo de ET por volume de membrana, {(Fator de purificagdo) corresponde a
quantidade de ET na alimentacéo inicial (EU}/quantidade de ET remanescente no
filtrado (EU).

Visando uma confirmacio experimental do fato observado, realizaram-se
dois experimentos de filtracdo utilizando-se o tampao Tris-HCl, primeiro a pH 7,3
{pH do soro fisiclégico) e depois a pH 7,0 com adicdo de NaCl 0,9%., ou seja 0,15
M (concentragio mno soro fisiologico), com concentragbes aproximadas de 739 e

691 EU/mL, respectivamente, cujos resultados sio apresentados na Tabela 4.6.

Relacionando os resultados obtidos nos experimentos de filtracdo com
tampéao Tris-HCl, na presenca ou néo de sal, pode-se perceber que a adi¢do de
sal, numa mesma condi¢do, causou uma diminui¢do do fator de purificagdo (de
64,7 para 8,6), ampliando aproximadamente dez vezes a concentracido de
endotoxinas no produto final {de 8,36 para 80,71 EU/mlL, respectivamente},
indicando, ou melhor, confirmando a primeira hipdtese sugerida no inicio da
pagina anterior, de que a interagéo eletrostatica, entre a membrana de quitosana

e endotoxinas, foi inibida parcialmente pelo aumento da for¢a idnica da solucéo.
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Tabela 4.6. Influéncia do pH e da presenga de NaCl na remocgdo de ET por
adsorcéo em membrana macroporosa de quitosana reticulada

Solucéo Tris-HC1 Tris-HC] pH 7,0
com NaCl 0,9%

pH 7,3
Concentragao inicial (EU/ml) 739,17 691,34
Unidades na injecgéo (EU) 11.087,50 10.370,00
Concentracao final (EU/ml) 13,95 80,71
Unidades no filtrado (EU) 209,24 1.210,72
Endotoxinas remanescente (%) 1,89 11,68
Q {(EU/cms) 27.080,55 22.801,29
Fator de Purificacac 52,99 8,57

Volume de alimentacdo: 15 mi, wvolume da membrana utilizada nos
experimentos: 0,402 cm?, espessura da membrana 300 pum. (Q) capacidade de
adsorcio de ET por volume de membrana, (Fator de purificacdo) corresponde a
quantidade de ET na alimentacio inicial (EU)/quantidade de ET remanescente no
filtrado {EU)}.

Comparando-se os resultados obtidos durante a filtracdo em membrana
de quitosana de solugfo com endotoxinas com o tampao Tris-HCl a pH 7,0 e 7,3,
nota-se também urna diminuicio do fator de purificagdo {de 64,73 para 52,99},
que neste caso pode ser explicada pela diminuigdo dos grupamentos amino
protonados na superficie da membrana, confirmando a segunda causa sugerida
para a reducédo da adsorgao de endotoxinas na membrana de quitosana, mas néo

de forma tao acentuada como a presenca do sal.

Estes resultados sugeremn que predomina, entre a membrana ¢ a

endotoxina, interagio do tipo eletrostatica.

4.4.3. Remocgiao de endotoxinas de solugdes de IgG humana contaminadas
artificialmente

Os experimentos visando a despirogenacéio de soluctes de IgG humana
foram realizados na concentragdo de 1 mg/mlL devido a levantamento de dados

de literatura que trazem esta concentracio, para remocéo de ET, como a mais
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utilizada (HIRAYAMA et al., 1995 ¢ 1999; ANSPACH, 1997; LEGALLAIS et al.,
1997; PETSCH et al., 1998; ANSPACH e PETSCH, 2000).

Além desta concentracéo séo citadas 5 e 10 mg/ml (MINOBE et al., 1988;
HOU e ZANIEWSKI, 1990; ANSPACH, 1997 e 2001). O teste LAL, quando na
presenca de proteinas, deve ser realizado precedido de wuma etapa para
desnaturagéo proté€ica. Optou-se por n&o realizar experimentos com concentracio
de IgG maiores que 1 mg/mlL pela dificuldade de garantir a veracidade da medida
final (durante a desnaturacio a altas concentragbes de IgG percebeu-se
precipitagdo de proteinas e/ou ET (FREITAS, 2001)). Os experimentos foram
realizados segundo o meétodo descrito no item 3.2.6.3 deste trabalho, e os

resultados sédo apresentados na Tabela 4.7.

Em ambos os experimentos, apresentados na Tabela 4.7, realizou-se uma
etapa de lavagern, contudo, ela ndo foi considerada para a avaliagdo do
desempenho dos experimentos, visto que a recuperacgio protéica da etapa de
filtragdo dos dois experimentos j& foi suficientemente elevada (100 e 96,37 %)
para garantir a viabilidade do processo.

A IgG, introduzida ao sistema, promoveu uma mudanca de
comportamento da adsorcéo de ET pois, enquanto sem IgG um aumento de ET
alimentada significa aumento de fator de purificacéo e reducao de endotoxinas
remanescentes, com a presenca de IgG este aumento de ET alimentada reflete-se
numa reducdo do fator de purificagdo e maior percentual de ET remanescentes
no filtrado. Provavelmente a IgG esteja interagindo com as moléculas de ET, nao
permitindo que estas adsorvam na membrana de quitosana de forma efetiva, fato

nio observado em presenca de IgG de cavalo (FREITAS, 2001).

Em ambos os experimentos de filtracéo na presenca de IgG nao se obteve

produtos com concentracao de ET compativel com o uso para injegéo parenteral.

Apesar de nao terem sido obtidos valores de remocdo de ET a niveis
recomendados para injecido parenteral demonstrou-se, por teste realizado em
nosso laboratéorio que, diminuindo o volume de injegio para dez mililitros
obteriamos um filtrado com 0,73 EU/mL, com volume de 12 mlL coletados, mas

com recuperacao protéica de apenas 51,4%.
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Tabela 4.7. Influéncia da presenca de IgG na remocdo de ET por adsorcio em

membrana de quitosana

Solucgao Tris-HCI pH 7,0
com 1 mg/ml de IgG
Concentragéo inicial de endotoxinas {EU/mL) 116,43 796,93
Unidades na injecéo (EU) 1.746,32 11.953,97
Concentragio final de endotoxinas {(EU/ml) 4,05 71,15
Unidades no filtrado (EU) 74,55 1309,09
Endotoxinas remanescenie (%) 4,27 10,95
Q (EU/cm3) 4.161,91 26.499,58
Fator de Purificacéo 23,45 9,13
Concentracao inicial de IgG (mg/mL) 0,93 0,96
Concentracao no filtrado de IgG (mg/mL) 0,64 0,66
Recuperacao protéica (%) 100 96,37
Concentracéo de ET na lavagem (EU/ml) 14,89 59,12
Unidades na lavagem {EU) 159,35 620,71
Concentracao na lavagem de IgG (mg/ml) 0,02 0,04
Volume coletado na lavagem (mlL) 13,3 13,1

Volume de alimentacdo: 15 ml, volume coletado: 21 mL, volume da membrana
utilizada nos experimentos: 0,402 cm3, espessura da membrana 300 pm. {Q)
capacidade de adsor¢éo de ET por volume de membrana, (Fator de purificacao)
corresponde & quantidade de ET na alimentacéo inicial (EU)/quantidade de ET
remanescente no filtrado (EU), {Recuperacao protéica)j obtida pela relacdo entre a
quantidade de proteina presente no filtrado e a quantidade de proteina
alimentada & membrana.

4.5. Isoterma de adsorcao de endotoxinas em membrana de quitosana

Uma vez determinada a melhor condi¢io de remocdo de ET, que consistiu
no emprego de solucaoe tampéao Tris-HCI pH 7,0, foram realizados experimentos
em frascos agitados, em batelada, a temperatura ambiente controlada {20:C),

visando a determinacac da isoterma de adsorcao de ET.
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Os experimentos foram realizados como descrito no item 3.2.8, com o
objetivo de determinar a capacidade maxima de adsorgéo (Qn) e a constante de
dissociacéo (Ka) do complexo ET-quitosana. Os resultados experimentais obtidos
para a adsor¢cao de ET na membrana de quitosana séo apresentados na Figura
4.9. Apesar de mnéo ter-se atingidc um platd bem definido {dificuldades
experimentais inerentes a medidas com altas concentracdes de ET na solugéoj,
ajustou-se parametros do modelo de Langmuir através do método de regressao
néo linear de Levenberg-Marquart (Figura 4.9). Os valores de Qn e de K4 obtidos
para o modelo sdo apresentados na Tabela 4.8, juntamente com dados de

literatura para fins de comparacéo.

0,16
0, 141 X
0,121
0,10
0,08 -

cm’ de membrana)

Q (massa de ET adsorvida por

0100 "‘l il T ' T 4 T T H
0,00000 0,00001 0,00002 0,00003 0,00004
Concentragao de equilibrio (mg de ET / ml)

Figura 4.9. Isoterma de adsorcdo de ET em membrana de quitosana, na presenca
de tampao Tris-HCl, pH 7,0. Ajuste nédo-linear segundo modelo de Langmuir.
Coeficiente de correlacio (r) ignal a 0,9192.

O valor da constante de dissociacao (K4} do complexo ET-quitosana (4x10-
11 M), ligeiramente menor que os encontrados para os outros adsorventes} ¢ um
valor tipico de comstantes de dissociacfio que caracterizam um sistema de alta
afinidade, cujos valores estdo na faixa de 107 a 10-15 M (VIJAYALAKSHMI, 1989).
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Este resultado confirma os dados de DAVYDOVA et al.{2000)}, o qual afirma que

existe uma afinidade entre quitosana e LPS.

Tabela 4.8. Parametros obtidos a partir do ajuste néo-linear do modelo de
Langmuir acs dados de adsorcdo de ET em membranas

histidina — py 70 PLMG- DEAE & DAH::DOC® MPQ
imobilizada
NH, @
em
agarosell
Qm 0,53 1 2,7 4,04 5,16 0,28

(mg/mlL)

Ka (M) 1,57x10° 3,710 1,0x10-¢ 1,8x10-9° 1,6 x10*® 4,0x10-11

Onde: (1) MINOBE et al., 1988, (2] HIRAYAMA et al., 1999, (3) ANSPACH e
PETSCH, 2000. {(PL~70j adsorvente de poli (s-lisina) e clorometiloxirano reticulado
na proporgéo de (70:30), (PLMG-NH;) poli {y-metil L-glutamato) aminado, {DEAE)
dietilaminoetil imobilizado em membrana de Nylon®, (DAH::DOC} deoxicolato
imobilizado em rnembrana de Nylon® através do braco espacador 1,6-
diaminohexano, (MPQ) membrana porosa de quitosana, (Qm) capacidade maxima
de adsorcao, {K;) constante de dissociacio. Consideracido: massa molecular da ET
corresponde a 1.000kDa.

Quanto & capacidade maxima de adsorcao de ET, os resultados indicam
que mesmo sem ter em sua superficie ligantes imobilizados, como no caso das
matrizes da literatura, a membrana de quitosana apresentou valores da

capacidade mais baixo, porém na mesma ordem de grandeza.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES E SUGESTOES PARA 0S PROXIMOS TRABALHOS

5.1. Conclusdes

A membrana de quitosana foi sintetizada e reticulada com epicloridrina,
apresentando caracteristicas fisicas similares as obtidas por FREITAS (2001),
cujo trabalho serviu como referéncia para sua execucgio. Os resultados obtidos
demonstram que a membrana de quitosana € apta para o uso como membrana
adsortiva para filtracdo a pH maiores que 7,0 (apresentacio de deformacio
quando utilizada em pH inferiores a 6,53).

A variagéo do pH € do tipo de tampéo em experimento de filtragio em
membrana de gquitosana permitiu identificar o tamp&o Tris-HCl a pH 7,0 como o
que favorece a menor adsorcao de IgG e maior remocgio de ET, dentre os

avaliados.

A presenca de sal interfere na adsor¢do da ET na membrana de
quitosana, reduzindo sua remocio do meio, provavelmente pela inibicdo da
interacéo eletrostatica entre a membrana de quitosana e a ET pelo aumento da

forca ibnica.

A 1gG humana prejudicon a remocgdo de ET, obtendo-se uma
concentracdo maior de pirogénio no produto final e menor fator de purificagéo
guando comparado as mesmas condicoes (tampao Tris-HCl, pH 7 ,0) sem

proteina. A recuperagéo dos anticorpos foi superior a 96%.

Obteve-se, através da isotermma de adsorgdo de ET-guitosana, uma
constante de dissociagio (Kg) de 4,010 M, confirmando as informacdes de
DAVYDOVA et al. (2000), sobre a existéncia de alta afinidade entre LPS e
quitosana, embora o coeficiente de correlagio tenha sido de 0,92. A capacidade
méaxima (Qu) determinada para a adsorcio de ET em quitosana é um pouco
menor que as encontradas na literatura para outras matrizes, mas na mesma

ordem de grandeza, mesmo sem ter ligantes imobilizados.

Os resultados obtidos demonstram que a membrana de quitosana

reticulada remove ET das solucdes testadas, devendo ser estudada uma
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otimizacdo do processo visande a remocio de ET a niveis aceitaveis pelas

farmacopéias.

5.2. Sugestdes para os proximos trabalhos

Confeccionar um cartucho para filtracdo de solugdo com varias

membranas.
Verificar mascaramento das ET no produto final de natureza protéica.
Remover ET de outras fontes protéicas.

Otimizar im processo para imobilizacdo de ligantes com o objetivo de

aumentar a capacidade de remocéao de ET.
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ANEXO A

Resultados da caracterizagio fisica das membranas de quitosana obtidas
por ZENG ¢ RUCKENSTEIN (1996-A), por RUCKENSTEIN ¢ ZENG (1998) € por
FREITAS {2001).

Tabela A.1. Resultado das anélises de caracterizacio da membrana macroporosa
de quitosana reticulada segundo ZENG e RUCKENSTEIN (1996-A)

Espessura no estado uimido 119 pm
Porosidade no estado tGmido 75,2%
Area especifica para adsorcéo (BET) 1,8 m2/g

Area efetiva para adsorcdo no estado amido 13,39 cm?

Tamanho médio dos poros no estado seco 19,8 um

Tabela A.2. Resultado das analises de caracteriza¢fo da membrana macroporosa
de quitosana reticulada segundo RUCKENSTEIN e ZENG {1998)

Espessura no estado timido 500 um
Porosidade no estado tmido 62%
Area especifica para adsorgao (BET) 1,6 m2/g

Area efetiva para adsorcéo no estado timido 13,8 cm?

Tamanho médio dos poros no estado seco 18 um
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Tabela A.3. Resultado das analises de caracterizacéo da membrana macroporosa

de guitosana reticulada segundo FREITAS (2001)

Espessura no estado tirnido

Porosidade no estado tmido

Vazlo a presséo atmosféricas

Area especifica para adsorcao (BET)

Area efetiva para adsorcdo no estado timido
Tamanho médio dos poros no estado seco

Tensao de ruptura

300 um

67 %

13 mL/min
41,5 m?/g
13,4 cm?
18 um

0,81 MPa

(a) fluido empregado: agua ultrapura
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ANEXO B

Resultados da remocao de ET de solugdo aquosas ou na presenca de IgG
de cavalo {soro antiofidico), por adsor¢io em membranas de quitosana, segundo
FREITAS (2001).

Tabela B.1. Resultados da remocédo de ET de solucioc tampéo Tris-HCl pH 7,0
contaminada artificialmente, adaptado de FREITAS {2001).

Solucao Tampéao Tris-HCl
pH 7.0
Concentracéo inicial (EU/ml) 149.,0 1004,3
Concentracao final (EU/mL) 3,5 10,4
Endotoxinas remanescente (%) 2,3 1,0
Fator de Purificacao 43,0 96,5

Tabela B.2. Resultados da remocio de ET de solugoes de IgG de cavalo, 1
mg/mlL, contaminadas artificialmente adaptado de FREITAS (2001).

Tampao Tris-HCl pH 7,0

Solucéo

com IgG de cavalo (1 mg/mlL)
Concentracio inicial {(EU/mlL) 88.9 1184,5
Concentracio final (EU/mlL) 5,1 34,2
Recuperacio protéica, somente filtrado (%) 65 79
Recuperacdo proté€ica, com lavagem {%} 33 a6

Fator de Purificacao 18,3 36,1




