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RESUMO

As doengas auto-imunes caracterizam-se pelo desenvolvimento de auto-anticorpos devido a
um reconhecimento de certos componentes celulares do propric organismo como antigenos.
Essas doencas sdio normalmente tratadas com a administragio de medicamentos que, em
geral estabilizam 2 doenca, mas nfo a eliminam. O tratamento extracorporeo de pacientes
com doencgas auto-imunes tem sido investigado e pode ser por troca de plasma ou adsorcio
seletiva do auto-anticorpo. A troca de plasma possul um custo elevado além de expor o
paciente ao risco de infeceBes. Devido a esses inconvenientes, a terapia de adsorgdo
seletiva de auto-anticorpos tem sido a mals indicada. Como alternativa acs suportes
existentes para O tratamento extracorpdreo de doengas auto-tmunes utilizou-se histidina
imobilizada em membranas de fibras ocas de alcool poli etileno vinilico. A fim de se
determinar as melhores condi¢Bes de retencio de IgG no médulo de filtraglio, estudou-se a
influéncia das varidvets Qr (vazio do filtrado)/(Q; {vazio de alimentacio) e da concentracio
de 1gG na alimentacio na retencio de Ig(d no suporte através de um planejamento
experimential. A varigvel Qp/Qr nlo apresentou efeito significative na refengfo de IgG e a
capacidade de retengio de IgG aumentou de acordo com a concentragdio de IgG na
alimentacdo. Testou-se a influéneia da variavel Qp/Qy, mantendo-se a concentragio de Igl
na alimentacdo (5 mg/mi) constante, para plasma humano sadio e verificou-se também gue
Qp/(Qy ndio apresentou um efeito relevante na retencio de IgG do suporte, Definiu-se Qp/Qy
igual a 0,86, valor tradicionalmente usado em circulacBo extracorpdrea, para oS
experimentos de filtracio in vitro com soro de pacientes com doengas auto-imunes ¢
investigou-se a retengdo e adsorcio dos auto-anticorpos anti-dsDNA, anti-85-A/Ro, anti-
Sm, anti-Sm/RNP e anti-cardiolipina em presenga de tamp@io Hepes e Tris-HCL Como
resuitado, houve adsorcdo de todos os auto-anticorpos testados em ambos tampdes e para
anti-58-A/Ro, as malores quantidades adsorvidas e retidas foram obtidas em presenca de

tampdo Tris-HCL



ABSTRACT

Among the pathogenic consequences related to autoimmune diseases is the expression of
autoantibodies directed against a series of cellular components from the own organism. The
utilization of corticostercid and imunosupressive drugs are effective in relieving symptoms
int most cases, however some patients respond poorly to prolonged imunosupression. As an
alternative, the extracorporeal treatment for patients with autoimmune diseases has been
suggested, which can be done by plasma exchange or selective adsorption of
autcantibodies. Plasma exchange presents a high cost beside exposing the patient to the risk
of infections. Due to these inconvemiences, the autoantibodies selective adsorption therapy
has been indicated. As an alternative to the already existing supports for the extracorporeal
treatment of autotmmune diseases, L-histidine was immobilized onto poly(ethylene vinyl
atcohol) holiow-fiber membranes. In order to verify the better conditions for autoantibody
removal, an experimental design was made to study the influence of Qp (filrate flow
rate)/ (Y {inlet flow rate) based on the initial IgG concentration. The results showed that
O/ did not have statistical influence for IgG retention in this affinity membrane and the
1gG retaining capacity increased according to the IgG concentration in the feedstream. The
influence of Qp/(); based on the IgG concentration in the feedstream (5 mg/ml) was also
verified in human plasma and the same result as before was obtained. Thus, for the
filtration #m vifro experiments, the ratio (Qw/(lr was kept constant at 0.86, classical value
used in extracorporeal circuits, and the removal and adsorption of anti-dsDNA, anti-S8-
AlRo, anti-Sm, anti-Sm/RNP and anti-cardiolipin autoantibodies present in serum of
patients with autoimmune diseases were investigated when Hepes and Tois-HCI buffer are
utitized. As a result, these membranes were able to remove these autpantibodies if Hepes or
Tris-HCl are used and specifically for the removal and adsorption of anti-S8-A/Ro, the
hetter results were obtained with buffer Tris-HCL



Capitulo 1 Introducdo

CAPITULO 1

INTRODUCAQ

1.1, A IMPORTANCIA DA TERAPEUTICA DAS DOENCAS AUTO-IMUNES

As doengas auto-imunes traduzem-se por distirbios auto-imunitarios em que o sistema
wmunologico se volta contra o préprio individuo e afetam de 5 a 7% da populagiio mundial
{(BOITARD, 1991), podendo ser divididas em orglo especificas e orglo ndo-especificas (ROITT
et al., 1987). O lupus eritematoso sistémico estd entre as doengas drglo nfo-especificas mais
freqiientes, podendo os pacientes afetados apresentar vanios tipos de auto-anticorpos. Dentre os
auto-anticorpos presentes no soro desses pacientes destacamos o anti-Sm, anti-88-A/Ro, anti-
dsDNA, anti-Sm/RNP, anti-RNP e anti-cardiolipina pertencentes as classes de imunoglobulinas G,

Aebl

Mormalmente essas doencas sdo {ratadas com 3 administraciio de medicamentos como
corticostersides e/ou imunossupressores que podem estabilizar a doenga, mas nfio promovem a
cura do paciente, Além da ndo elirinagBo da doenca, um outro inconveniente destes tratamentos ¢
a administracio prolongada dessas drogas expondo o individuo a efeitos colaterals, entre eles a

deficiéncia de resposta imune.

Para tratar g fase aguda da doenca auto-imune, um método alternativo tem sido investigado
nessas Uitimas trés décadas em laboratorio (in vifro) e em uso clinico, o qual remove do
organismo o8 auto-anticorpos através do tratamento extracorporeo do sangue do paciente, seja

por troca de plasma ou por eliminagfo seletiva do auto-anticorpe (MALCHESKY et al |, 1993).

A plasmaferese convencional ou troca de plasma tem sido muto praticada em uso clinico
porém, alguns componentes do plasma do doador podem causar alergias, hipocalcemias, infecgbes
virais e outras complicacbes no paciente. Devido a esses problemas, atualmente tem sido preferida

a terapia de adsorcio seletiva de auto-anticorpos como coadjuvante 2 adrmimstracio de drogas



imunossupressoras (YAMAZAKI et al., 1989; IKOMONOV et al, 1992; BERTA et al,, 1994),

Vérios estudos tém sido realizados para o desenvolvimento de métodos de adsorgio seletiva
visando a remociio das substéncias patogénicas do plasma. Entre os ligantes mais utilizados estio
proteina A, fenilalanima e triptofanco (SCHENEIDER et al, 1998). No entanto, esses ligantes
apresentam varias desvantagens, entre elas destacamos as mais relevantes: o ligante proteina A
nido adsorve a subclasse IgGs além de possuir custo elevado, o iriptofano € de uso limitado devido
a sua afimidade por fibrinogénio e fenilalanina oferece menor adsorcdo de auto-anticorpos do que

os outros ligantes citados (SCHENETDER et al., 1998).

Devido a esses inconvenientes, o desenvolvimento de métodos seletivos de remocgic de
anticorpos deletéricos reveste-se de relevincia visando o sucesso terapéutico de algumas doencas

por auto-imunidade.

1.2. OBJETIVO E ETAPAS PROPOSTAS

Com o objetivo de contribuir com os métodos existentes para a remogio de auto-anticorpos,
propis-se a utilizacio do aminoacido histidina como ligante, uma vez que este mostrou

seletividade quanto & adsorgiio de TgGG humana (BUENQ et al,, 1995a).

Como no tratamento extracorpOreo € necessaria a utilizaglo de vazGes elevadas, nesse
trabalho utilizou-se membranas de fibras ocas como matriz para imobilizago do ligante histidina
com o objetivo de se tratar grandes volumes por unidade de tempo (BRANDT et al, 1988). A

vazio comumente utilizada em sistemas de circulagiio extracorpdrea varia entre 30 e 70 mlmin.

Como etapa inicial do trabatho, propds-se a utilizaciio de membranas de fibras ocas de
alcool poli vinilico como suporte para a imobilizacio de histidina, por apresentarem difimetro de
poros bem maior (0,2 um) do que as membranas de alcool poli etileno vinilico (0,05 um),
utiizadas por BUENQO et al (19953z, 1995b e 1996), devido a observacic de alguns
inconvenientes come um actmulo de proteinas nas vizinhangas e no mterior dos poros da

membrana.
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Capinilo I Introducio

Ao longo do trabalho, tomou-se ¢iéncia de que as membranas de fibras ocas de alcool poli
vinilico tiveram a sua produgio descontinuada optando-se, desta forma, pela utilizacio de
membranas de fibras ocas de aloool poli etileno vinilico, adaptando-se as condiges operacionais a

fimn de evitar os inconvenientes apresentados por BUENO et al. (19952, 1995b e 1996).
As etapas para a realizacio desse trabalho foram as seguintes:

1y Testar & adsor¢do dos auto-anticorpos em membranas de fibras ocas de dleool poli etileno

vinilico contendo histiding imobilizada, His-PEVA.

2y Como os resultados obtidos na etapa 1 foram apenas qualitativos, propOs-se investigar as
melhores condigBes para obtenco de resultados quantitativos de adsorcio de auto-anticorpos
em His-PEVA. Estudou-se, através de plangjamento experimental, a retencdo de TgG humana
pura em His-PEVA, com o objetivo de avaliar a influéneia da concentracgio de alimentacio de
lgG (em vma faixa determinada) e da vanagio da razfio Qp/Oy (vazo de filtrado/vaziio de

alimentacdo) na capacidade de retenco de Ig( do suporte.

3} Estudar a retencio de IgG do plasma humano em experimentos de filtracio em membranas His-
PEVA para avaliar a influénoia da vanagio da raziio Qp/Qy na presenca de outras proteinas

diferentes de Ig(G.

4y Investigar a adsorco e a retengfio de auto-anticorpos em His-PEVA de maneira quantitativa,
através de experimentos de filtragio wtilizando-se amosiras séricas de pacientes com doencas

auto-lmunes,

5) Avaliar, por fim, a adsorcio ¢ a retengfio de IgG, IgM, IgA e a perda de albuming dos

experimentios de filtragio com auto-anticorpos.



CAPITULO 2

REVISAQO BIBLIOGRAFICA

A revisio da Iteratura referente ao estudo da remogfo de auto-anticorpos através de
filtrac8o por afinidade em membranas de fibras ocas foi dividida em trés topicos: doengas auto-

imunes, munoglobulinas e tratamento das doencas auto-imunes.

Essa revisdo ndoc tem o objetivo de explorar de maneira exaustiva e completa os topicos
aqui abordados, mas apontar os conhecimentos basicos e necessarios para o entendimento desse

trabalho.

2.1. DOENCAS AUTO-IMUNES

Uma das propriedades do sisiema imune € a sua habilidade em defender o organismo
contra a invasio por agentes estranhos. Ao lado dessa capacidade para responder a estimulagio
antigénica, desenvolveu-se no sistema imunolégico um outro mecanismo que impede
seletivamente a producio de anticorpos contra os componentes do proprio organismo. Esta
capacidade discriminativa € conhecida como “self tolerance” ou tolerdncia aos componentes

proprios do orgamsmo (ABBAS et al., 1997).

Numerosas observagBes, tanto de natureza clinica como experimental, tém mostrado que
os mecanismos que mantém a tolerdncia aos antigenos “self” podem ser perturbados,
desencadeando-se, em consequéncia, processos auto-immmes {ABBAS et al | 1997). Quando isso
ocorre, sfo produzidos auto-anticorpos, isto €, anticorpos capazes de reagir com componentes

préprios (“self”) do individuo (ROITT et al., 1987).

As doengas auto-imunes podem ser vistas na forma de um espectro (figura 2.1} Em um
extremo estio as doencas Orgdo-especificas apresentando  auto-anticorpos séricos  OrgHo-
especificos. Na outra extremidade do espectro estfio as doencas orgio ndo-especificas, podendo

ser exemplificada pelo lupus eritematoso sistémico (L.E.S.).
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Doencas Orgio-Especificas

tireondite de Hashimoto
mixedema priméario
tireotoxicose
sindrome de (Goodpasture
myasthenia gravis
gsclerose miltipla
plirpura trombocitopénica 1diopética
hepatite crénica ativa
sindrome de Sjdgren
arfrite reumatoide
dermatomiosite
escleroderma
lupus erttematoso sistémico

Doencas Orgio Nio-Especificas

Fig. 2.1 - Espectro das doencas auto-imunes (Adaptado de ROITT et al | 1987).

No L.E.S., a maioria dos pacientes acometidos sfo do sexo femining, principalments as
mutheres de cor negra com aproximadamente 30 anos de idade (FERREIRA et al, 1996). As
alteracOes patologicas estio espathadas e sfo, primariamente, lesdes de tecido conjuntivo. Sio
encontradas lestes na pele, nos glomérulos renais, juntas e vasos sanguineos. Além disso, os
elementos figurados do sangue estio fregiientemente afetados. Encontra-se uma variada colecdo
de auto-anticorpos, alguns dos quais reagem com o DNA ¢ outros constituintes das oélulas do

organismo (ROITT et al., 1987).



2.2. IMUNOGLOBULINAS

() plasma humano consiste de numerosas proteinas {(mais de 100) que estdo presentes em
diferentes concentragfes e gue exibem fungbes bioldgicas diferentes. De um conteudo total de 60
mg/ml de proteinas, as presentes em maior quantidade sfo albumina (45 mg/ml) e imunoglobulina
G (B-11 mg/mi) (BURNOUF, 1995). As imunogiobulinas serfo a base desse estudo da remocio

dos auto-anticorpos e portanto, serfio abordadas com detalhe nesse topico.
2.2.1. Imunoglobulinas: estrutura e funcio

() sistema imunologico consiste de uma variedade de moléenlas e células das quais as
imunoglobulinas e os linfocitos sfo as mais importantes. Ha dois tipos de linfocitos, células T e
células B. As células T estfio envolvidas na imunidade celular e as células B sintetizam as

moléculas que reagem com os antigenos: as imunoglobulinas (VLUG et al., 1989).

As imunoglobulinas sfo glicoproteinas compostas de 82 2 96% de proteinas e 4 a 18% de
carboidratos. Basicamente cada molécula de imunoglobulina é composta de duas cadeias pesadas
idénticas e duas cadeias leves idénticas umdas por lgacBes dissulfeto. As cadeias pesadas tém
massa molecular de 50.000 Da e as cadeias leves, em tomo de 23.000 Da (ROITT et al, 1987),
Conseglientemente, a molécula de I2G tem massa molecular de aproximadamente 150.000 Da

{(figura 2.2).



7

Capitulo 2: Revisdo Bibliogrdfica

Sitios de

/ ligacdo

Fab
Cadela
leve Fc
Ligacdes
Cade;a dissulfeto
pesada e

Fig. 2.2 - Estrutura do anticorpo (imunoglobulina G).
(ACCONCI, 1998)

A molécula de imunoglobulina possui duas partes denominadas Fab e uma parte chamada
Fe, ligadas por uma regido flexivel. A parte Fab possui a fun¢do de ligar-se ao antigeno ea Fc ¢ o

local de ligagao de complementos e receptores e varia conforme a classe de Ig (VLUG et al.,

1989).

Ha diferentes formas de imunoglobulinas humanas e essa variedade é tipica dos mamiferos
em geral. Cinco classes de imunoglobulinas sdo conhecidas: [gG, [gM, IgA, IgD e [gE, quatro
subclasses de IgG (IgG,, IgG,, IgG; e IgGy) e duas subclasses de [gA (IgA, e IgA;) (VLUG et al.,
1989).

As classes e as subclasses de imunoglobulinas sdo determinadas pelo tipo da sua cadeia
pesada. As estruturas das cadeias pesadas diferem na sequéncia de aminoacidos, no comprimento
das cadeias e no conteudo de carboidratos. Os diferentes isotipos de [g possuem fungdes
biologicas diferentes. Segundo ROITT et al. (1987), as propriedades biologicas das

imunoglobulinas nos seres humanos sio:
¢ [gM: produzida nos primeiros estagios da resposta imune.
¢ [gG: a mais abundante do soro, produzida nos ultimos estagios da resposta imune.

* [gA: ¢ a mais abundante em secreges exocrinas (saliva, lagrimas, muco bronquico e muco



intestinal) Primeira linha de defesa contra antigenos bacterianos e virais

o [gD: receptor de ligacdo (antigeno-células B), raros no soro, nio havendo, até o momento,

outra fungdo biologica descrita.

» IgE: baixos niveis no soro, importante ao conferir prote¢do contra parasitas; possui funcdo nas

reagdes alérgicas

Algumas propriedades fisico-quimicas das imunoglobulinas estio apresentadas na tabela

|
Tabela 2.1 — Algumas propriedades fisico-quimicas das imunoglobulinas *
leG IgA IgM IgD [gE
Massa Molecular (kDa) 150 160 200 185 200
Teor de carboidratos % 2-3 7-11 12 0-14 12
Total de imunoglobulina no 80 13 6 0-1 0,002

soro adulto %

*Modificado de ROITT et al.. 1987.

As quatro subclasses de IgG diferem principalmente na regido intermediaria em termos de

nimero de residuos envolvidos e numero de pontes dissulfeto. O comprimento e a flexibilidade da

cadeia intermediaria varia de acordo com a subclasse. A concentracdo relativa no soro ¢ IgG, >

IgG; > 1gGs > IgGy. Os niveis das subclasses de IgG no soro sdo influenciados por varios fatores

como: idade, raga e sexo (VLUG et al, 1989). As subclasses de imunoglobulina G estdo

representadas na figura 2.3 e as suas propriedades estdo apresentadas na tabela 2.2.
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o Igtsa

Fig 2.3 - Esquema das diferentes subclasses de IgG (ROITT et al., 1987),

Tabela 2.2 - Propriedades das subclasses de Ig(G *

1gGy 1gG; I2G; IgGy
Massa Molecular (kDa) 146 146 170 146
Numero de pontes dissulfeto intercadeias 2 4 11 2
Ponto Isoelétrico 8604 | 742006 8,307 7.2+08
Concentragiio no sore adulto {mg/mi) T71+£1,7 1 302054 | 0652031 | 062039

Fhiodificado de MARAN et al, 1997,

H4 evidéncias de que 2 maioria dos auto-anticorpos presentes em pacientes com doengas
auto-imunes orgio ndo-especificas so predominantemente das subclasses TgGy e 1gGs MARAN

et al., 1997).

2.2, 2. Auto-anticorpos

0 termo auto-anticorpo pode ser considerado como expressio genérica para a presenca de
anticornos com especificidade para antigenos do proprio organismo. Os componentes nucleares
reconhecidos por auto-anticorpos sdo membrana nuclear, cromating, nucléolo, proteinas nucleares,

particulas de ribonucleoproteinas e moléculas de DNA, Os auto-anticorpos sdo, em sua maioria,



imunoglobulinas G, A e M (NAPARSTEK, 1993). Os pacientes que apresentam doengas auto-
imunes possuem em seu soro/plasma um ou mais tipos de auto-anticorpos. O L.E.S. foi escolhido
para o estudo diante da variedade de auto-anticorpos que os pacientes acometidos por essa

doenca apresentam.

Auto-anticorpos em L.E.S.

Dentre os auto-anticorpos presentes em pacientes com lupus eritematoso sistémico
destacamos anti-DNA, anti-Sny/RNP, anti-Sm, anti-RNP, anti-S5-A/Ro e anti-fosfolipidios

dirigidos, principalmente, conira componentes presentes no niicieo.

» Anticorpos anti-DNA

Os auto-anticorpos anti-DNA sfo duas populaces de auto-anticorpos: uma dirigida
contra ¢ DNA de dupla cadeia (dsDINA) ou DNA nativo e outra conira o DNA de cadeia dnica
{ss-DNA). O anti-dsDNA € o unico auto-anticorpo claramente implicado na patogénese de LE.S.
com formacao de imunocomplexos, deposicio renal e inflamac8o local. Dos pacientes com LES
em atividade, 70% sfo positivos para o anti-dsDNA (NAPARSTEK, 1993). Em aproximadamente
5-15% de pacientes Mpicos, anti-dsDNA nfo ¢ detectado. Em alguns casos os auto-anticorpos
anti-DNA est8o presentes, mas sua detecclio através dos testes convencionais ¢ dificultada pela

sua ligacdo em complexos imunes (LAHITA, 1592).

®  Anticorpos anti-Sm, anti-RNP ¢ anti-Sm/RNP

O alvo dos auto-anticorpos anti-Sm € o antigeno Sm que € um complexo constituido por
varias proteinas diferentes associadas & pequenos RNAs nucleares. Esse auto-anticorpo estd

presente quase que exclusivamente em pacientes com L.E.S., embora sua freqii€ncia nessa doenga
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seja de apenas 15-30% (LAHTTA, 1992),

Os auto-anticorpos anti-RNP dirigem-se contra ribonucloproteinas especificas presentes no
micleo. Em contraposicio ao anti-Sm, o anti-RNP foi detectado em pacientes com uma variedade
de doengas reumaticas, incluindo LE.S | artrite reumatdide, sindrome de Sjogren e doencga mista
do tecido conjuntive (LAHITA, 1992). Esses auto-anticorpos sfo detectados em 30 a 40% dos
pacientes com LES., freqientemente em complexos com o anti-8m  (anti-Sm/RNP)

(NAPARSTEK, 1993).

e Anticorpos anti-S5-A/Ro

Ha duas classes de auto-anticorpos anti-nucleares presentes em pacientes com L.E.S. gue
também estio relacionadas 2 auto-anticorpos anti-nucleares presentes em pacientes com sindrome
de Sidgren. Os dois antigenos foram chamados S8-A e 58-B por Alspaugh e Tan, por terem
precipitado com o soro de pacientes com sindrome de Sjogren. Outro grupo de investigadores
detectou que S8-A era idéntico ao Ro, descrito em 1974 por Mattioli e Reichilin e foi mostrado
que 88-B era idéntico ao La (LAHITA, 1992).

O antigenc 88-A/Ro tem sido descrito como uma proteina de 60 kDa que pode também
estar associada com o RNA vanando em tamanho de 80 a 150 kDa. Os auto-anticorpos anti-§8-
A/Ro sdo raramente encontrados em individuos normais ou em pacientes hospitalizados com
doengas reumaticas, ocorrem em 96% dos pacientes com sindrome de Sjogren, 5-8% dos

pacientes com doengas do tecido conectivo e em 62% dos pacientes com LLE S (LAHITA, 1992}

e Anticorpos anti-fosfolipidios

Podem ser detectados em 26% dos pacientes com LE.S. O antigeno da reagio € a
cardioliping, que esta clinicamente associada ao desenvolvimento de trombose e trombocitopenia

gque em ginecologia estfio relacionadas a morte intrauterina ou aborto. Us auto-anticorpos anti-



cardiolipina podem ser das classes IgM, IeG e IgA. A determinagio de IgM ¢ um indicador do
diagnéstico do inicio da doenca auto-imune, IgG ¢ encontrada em estagios progressivos da doenca
€ os auto-anticorpos do tipo IgA estdo fregiientemente associados com a presenca de IgG. A
sindrome do anticorpo anti-fosfolipidio ndo é limitada a pacientes com L.E.S. podendo estar

relacionada a outros processos auto-imunes (NAPARSTEK, 1993),

2.3. TRATAMENTO DAS DOENCAS AUTO-IMUNES

O tratamento das doencgas auto-imunes pode ser feito através da admimistracio de
medicamentos  e/ou remogdo das proteinas patogénicas do organismo por fratamento

extracorporeo podendo ser por troca de plasma ou por eliminacio seletiva do auto-anticorpo.

No caso de doengas érgdo especificas, onde os auto-anticorpos presentes sio especificos
de orgio, o emprego de medicamentos ¢ geralmente adequade (ROITT et al, 1987). No casc de
doengas orgdo nio-especificas, como por exemplo o lupus eritematoso sistémico, medicamentos
freqlientemente em doses elevadas ajudam a suprimir as lesBes inflamatérias. Tentativas tém sido
fertas para intbir a sintese de auto-anticorpos atraveés de drogas imunossupressoras. O tratamento a
iongo prazo com determinadas drogas € ainda considerado perigoso e incerto quanto aos seus

resultados (ROITT et al., 1987).

O nisco da utilizagdo prolongada dessas drogas estd nos efeitos colaterais que essas podem
provocar como. apemia, baixo nivel de anticorpos no sangue, aumento do risco & infeceBes,
osteosporose, pressdo artenal elevada, catarata, dlcera gastrica, além da predisposi¢do ao céncer.
Esse tratamento controla mas nfo ehmina a doenca. Devido a esses inconvenienies, esses
medicamentos sio geralmente admimistrados nas formas mais graves e evoluidas da doenca

(REVILLARD, 1994).

Para tratar a fase aguda da doenga ha um método alternativo para a remocgiio dos auto-
anticorpos do organismo a partir de um tratamento extracorporec do sangue do paciente, sendo

por troca de plasma ou por remoggo seletiva do auto-anticorpo (MALCHESKY et al, 1993).
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Durante a troca de plasma (plasmaferese), todo o plasma do paciente é substituido pelo
plasma de um mdividuo sadio. Através dessa técnica, os ativadores/mediadores auto-imunes,
como 0s antigenos, anticorpos e complexos imunes sfo removidos da circulagio sanguinea
(MARGEL et al., 1993} sendo, contudo, considerado um meétodo nfo-seletivo e ndo-especifico
{(RICHTER et al, 1997). Como o plasma é totalmente substituido pelo do doador, sio inseridas
no paciente uma série de proteinas estranhas podendo causar alergias, infecgles virais e outras
complicages. Ha riscos de transmissdo de doengas como hepatite, ATDS, entre outras (MARGEL

etal, 1993).

Assim, o método mais viavel para o tratamento das doengas auto-imunes seria a remocio
seletiva do auto-anticorpo do plasma através de um tratamento extracorporeo evitando, assim, a
perda dos componentes essencias do plasma, além de eliminar a necessidade de substituicdo do

plasma.

Principio do tratamento extracorpores por adsorgdo seletiva de auto-anticorpo

Através da circulagio extracorpbrea, o sangue é retirado do pacienie pela veia ante-
cubital; em seguida, faz-se uma filtracdo ou uma centrifugacfio na qual promove-se a separacio
entre oélulas sanguineas e plasma. As celulas retornam imediatamente ao paciente € o plasma ¢
posteriormente tratado através de adsorcfio especifica em colunas contendo ligantes de afinidade
imobilizados. A proteina de interesse {auto-anticorpe) € adsorvida no ligante enguanto que as
moléculas ndo adsorvidas retornam ao paciente sem qualquer modificacio, conforme

exemplificado na figura 2 4.
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Fig. 2.4 - Pancipio do tratamento extracorporeo por adsor¢do seletiva de auto-anticorpo.

Varios adsorventes de afinidade contendo ligantes imobilizados tais como: proteina A,
triptofano ¢ fenilalanina, t€m sido desenvolvidos para a remogdo seletiva de auto-anticorpos do

plasima humano (IKOMONOV et al., 1992).

Adsorventes de afinidade utilizodos no tratamento extracorporeo

Proteina A € um receptor Fo bactenano encontrado na superficie da parede celular ou
secretade pela maioria das linhagens de Stgphviococcus aureus. E capaz de ligar-se 4 regidio Fe de
especies e subclasses de IgG. Os elementos de reconhecimento antigénicos estiio localizados na
parte Fab da molécula de 1g(G, consegiientemente, a interaciio dos receptores Fe bacterianos com
determinantes da regifio constante da cadeia pesada de IgG nfo influencia na habilidade do
anticorpo em reconhecer o seu antigeno. Além de ligar-se a parte Fe da Ig(, a proteina A liga-se,
com menor afimdade, ao fragmento ¥'{(ab), da IgG humana, IgM, IgA e IgH (BOYLE et al,
1987). Devido a essa grande afinidade pela parte Fo de imunoglobulinas G, proteina A tem sido

extensivamente utilizada em imunoensaios (CHEN et al, 1990).

Proteina A também tem sido utilizada como ligante na remocdo de auto-anticorpos do
plasma de pacientes com doengas auto-imunes como a parpura trombocitopénica idiopédtica. A

terapia de imunoadsor¢io com proteina A como ligante estd também sendo investigada na
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sindrome Guillain-Barré, lupus eritematoso e myasthenia gravis (BALINT et al, 1995).

Estudos realizados por BERTA et al (1994) mostraram que a imunoadsorciio com
protemna A, através de tratamento extracorpdreo, em pacientes com myasthenia gravis possuindo
resisténcia severa & drogas mmunossupressoras, € uma técnica eficaz para a remocio dos auto-
anticorpos. Pacientes com piarpura trombocitopénica idiopatica que 8o sensiveis & administragio
de drogas (MUROT et al, 1989, BALINT et al, 1991; SNYDER et al, 1992, ARBISER et al,
199%), pacientes com cancer (BANSAL et al, 1978, SNYDER et al, 1993), pacientes com
vasculite sistémica (ESNAULT et al, 1993) e pacientes com lupus eritematoso sistémico
(PALMER et al, 1991) também tém sido tratados pelo mesmo método obtendo-se uma situagdo

olinica favorivel

Apesar da maioria dos estudos realizados no dmbito da remogio de auto-anticorpos,
empregando proteina A como ligante, ter se mostrado promissor, KABISCH et al (1994)
observaram que o beneficio desse suporte ¢ questionavel no tratamento de pacientes com plrpura
trombocitopénica. idiopatica utilizando-se proteina A-silica, pols ocorreram reagdes adversas
graves nos pacientes submetidos a essa terapia como febre e sinais de envolvimenio renal. Além
disso, ha uma restrigiio de subclasses de IgG humana gue se ligam a proteina A. Esse ligante
promove a adsorcio das subclasses 1gGy, 1gGs e 1gGy e, portanto, a subclasse [gGs nfio €
adsorvida representando uma desvantagem, pois & matoria dos auto-anticorpos do tipe IgG
presentes em doengas sistémicas sfo das subclasses TgGy e TgGs (MARAN e1 2l 1997) Além
disso, esta proteina ndio € especifica para Ig(G, uma vez que tém sido observadas fragBes humanas
de IgM, IgA e IgE interagindo com esse ligante (LINDMARK et al, 1983) e ainda pode

apresentar toxicidade ao paciente em caso de desprendimento da matriz solida.

O ligante proteina G, extraido da parede celular de um grupo de bactérias (v estrepiococus
também reage com a parte Fo de mumoglobulinas e com a subclasse de Ig( humana (TgGs) que
n#o adsorve em proteina A (MANDARO et al., 1987). IgM, 1gA e IgD ndo adsorvem em proteina
G indicando uma seletiva restividade com IgG em contraste com a proteina A (BJORCK et al,

1984; AKERSTROM et al, 1985; BOYLE et al., 1987).

BAROCCT et al. (1993), compararam 08 suportes proteina A-sepharose e proteina G-



sepharose na remogdo i vifro de auto-anticorpos do tipo IgG do soro de pacientes com
msuficiéneia repal. Proteina G-sepharose mostrou-se mais eficiente, no entanto, apesar da proteina

G apresentar varias vantagens, possui um custo elevado o que torna invidvel a sua wtilizago,

Outro ligante utilizado no tratamento extracorpbreo por adsorgio seletiva de auto-
anficorpos € o anticorpo policlonal de carneiro anti-Ig humana imobilizado em gel de sepharose
para o tratamento de pacientes com purpura trombocitopénica idiopéatica (RICHTER et al., 1997},
Atraveés da utilizagio desse suporte, foi possivel remover quantidades similares das diferentes

subclasses de IgG (SCHNEIDER et al, 1998).

O suporte para tratamento extracorpéreo desenvolvido por TERMAN et al (1977), com
DNA imobilizado em particulas de carvio vegetal foi eficaz na remogio de auto-anticorpos anti-
IXNA em animais e posteriormente, esse mesmo suporte foi testado em seres humanos (TERMAN
et al, 1979} O suporte constituido de DNA imobilizado em filmes de colageno polimerizado
desenvolvido para a remo¢@o especifica do auto-anticorpo anti-DNA foi testado in vitro em
plasma de pacientes com lupus eritematoso sistémico (HABIB et al, 1984). Um polimero de
poliestireno fosforilade também foi utilizado para promover a remocio de anti-DNA de sores de

pacientes (LETOURNEUR et al, 1992) No entanto, nenhum desses suportes fol testado in vivo.

Os aminoacidos fenilalaning e triptofano imobilizados em géis de PV A (alcool poli vinilico)
também tem sido utilizados no tratamento extracorporeo de pacientes com doengas auto-imunes
{(YAMAZAKI et al., 1989). O triptofano imobilizado em gel de dlcool poli vinflico fot utilizado na
remocio de auto-anticorpos em pacientes com myasthenia gravis (YAMAZAKT et al, 1989) ¢
fenilalanina, também imobilizada na mesma matriz, foi utilizada no tratamento de pacientes com
lupus eritematoso sistémico (SCHNEIDER et al., 1990) e com esclerose miltipla (YAMAZAKT et
al., 1989). Ambos suportes eliminam auto-anticorpos do tipo anti-DNA, complexos imunes, anti-
fosfolipidios e fator reumatdide através de interages hidrofdbicas. Outros auto-anticorpos como
anti-RINP, anti-Sm e anti-S5-A/Ro sfo removidos em menor quantidade. Em comparagiio, o
triptofano como ligante oferece uma afinidade maior na remoclo de TgG, mas possul uma alta
afinidade por fibrinogénio tornando o uso desse suporte limitado. Nenhuma dessas colunas é
regeneravel, ndo podendo ser reutilizadas em outras segdes extracorpireas (SCHNEIDER et al,

1998),
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Trabalhos realizados por EL-KAK ¢ VIJAYALAKSHMI (1992) e BUENO et al., (19954,
1995b, 1996) mostraram que o aminoacido histidina imobilizado em géis de agarose e membranas
de alcool poli etileno vinilico exibiram alta seletividade para a adsorgio de IgG humana,
apresentando possibilidade do emprego desse ligante em tratamento extracorpdreo de pacientes
com doencas guto-imunes. Estudos experimentais in vifro foram efetuados para avaliar a remogio
de anticorpos a partir do plasma de pacientes com sindrome anti-fosfolipidio, demonstrando que
estes auto-anticorpos foram retidos em His-PEVA (DARNIGE et al., 1999). Quanto as vamagens
desse higante em relagdo a proteina A (comumente ufilizada como ligante para remocio de auto-
anticorpos), podemos citar o seu baixo custo, alta capacidade, facilidade de regeneraciio, boa
estabilidade, baixa toxicidade em caso de desprendimento do ligante do suporte, além de

apresentar afinidade pela subclasse 3 de TgG humana, -

Assim, histiding imobilizada em suportes sélidos tem um grande potencial para aplicagio
no iratamento de doengas auto-imunes atraves da remoclo seletiva dos auto-anticorpos por

adsorcBo em membranas de afinidade.

Aminodcido histidina como liganie de afinidade

Desde o inicio dos anos 80, o aminoacido histidina tem side utilizado como ligante
pseudobioespecifico em cromatografia para a purificagfio de proteings (VIJAYALAKSHMI, 1989
e remocio de endotoxinas de soluges destinadas a aplicaciio médica (MINOBE et al, 1988;
EZZEDINE et al, 1993; ACCONCI e BUENQ, 1997). Por exemplo quimiosina de vitelo,
mixalina, protease acida de Aspergilius niger, catechol-Z-3-dioxigenase e imunoglobuling G tém

sido purificadas em histiding imobilizada em diferentes suportes (VIJAYALAKSHMI, 1989).

A histidina tem muitas propriedades que a destaca entre os aminodcidos. Entre elas,
hidrofobicidade branda, possibilidade de transferéncia de cargas fracas devido 20 seu anel imidazol
¢ seu Atomo de carbono assimétrico. Essas propriedades sugerem que histidina, quando
imobilizada em suportes sohdos, possa interagir com proteinas dependendo de condigdes comeo

pH, temperatura e forga idnica empregados (VIJAYALAKSHMI, 1989). A formule estrutural da



histiding esta exemplificada na figura 2.5 e suas propriedades estdo apresentadas na tabela 2.3,

COO
+
HN-—C—H
CH,

Gropo R

Fig. 2.5 — Formula estrutural do aminoacido histidina.
(LEHNINGER et al | 1997)

Tabela 2.3 - Propriedades do aminoacido histiding.

Massa Molecular Ky pKa pKg pl Ocorréncia em
(kDz) (-CO0) (-NH:") | (erupoR) Proteinas, %
155 1,82 9.17 6,00 7,59 2,1

*Modificado de LEHININGER ef a1, 1997,

A histidina € o unico aminodcido que possui o pK do grupo R (6,00) préximo &
neutralidade (LEHNINGER et al., 1997). Os grupamentos ~COOH, -NH, e o grupamento lateral,
o anel imidazol da histidina, contribuem nas interacfes hidrofobicas ou de cargas induzidas com a

biomolécula, mas a dessorgfio provocada por sais sugere que as interaches eletrostificas

predominam.

EL-KAK e VIJAYALAKSHMI (1992) mostraram que histidina, quando imobilizada em
géts de agarose, apresentou afinidade por IgG humana. Desse modo, foi possivel purificar em
pequena escala com alta especificidade esta proteina. Uma vez que o tratamento extracorporeo do
plasma ¢ realizado a uma vazfio de 30 a 70 ml/min, para se utihizar histidina como ligante, seria

necessario a utilizaco de uma matriz que possibilitasse o uso de vazdes elevadas, como as

membranas de fibras ocas.
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Vantagens da ufilizacdo de membranas sobre os géis convencionais em circulagdo

extracorporea

Embora a remocdo seletiva de auto-anticorpos através de tratamento extracorporeo
utilizando membranas como suporte para imobilizacdo do ligante (membranas de afinidade) ainda
ndo tenha sido realizada in vivo, as vantagens apresentadas por essa técnica em rela¢do as colunas

de leito fixo tém estimulado a sua investigacdo /n vifro (para posterior uso clinico).

As membranas foram introduzidas por BRANDT et al. (1988) como suporte para
imobilizagdo de ligantes em cromatografia de afinidade para a purificagdo de proteinas. O fator
principal de separagdes baseadas em membranas & a auséncia de difusdo nos poros, que € a
principal resisténcia de transporte em colunas de géis convencionais. Ao imobilizar ligantes nos
poros da membrana, o transporte de massa ocorre principalmente através de convecgdo,
minimizando as limitagdes difusionais nos poros ocorridas na utilizacdo de géis convencionais
(THOMES et al., 1995).

A compressibilidade e a difusdo nos poros dos geis convencionais limitam sua operagdo a
vazoes elevadas. Como resultado, sistemas que utilizam membranas possibilitam tratar grandes
volumes por unidade de tempo, podendo-se operar a altas vazdes sem o aparecimento de caminhos
preferenciais, empregando-se pressdes moderadas (BRANDT et al, 1988; THOMMES et al,
1995)

A escolha correta da membrana e do ligante de afinidade ¢ essencial ao processo de
separacdo As membranas devem ser microporosas, hidrofilicas, neutras e devem conter grupos
funcionais que permitam a ativagdo, ser quimica e fisicamente estaveis e possuir baixo custo

(CHARCOSSET, 1998).

A filtracdo por afinidade em modo tangencial em membranas de fibras ocas (figura 2.6)
ocorre do seguinte modo: primeiro 0 modulo de filtragdo € equilibrado com uma solugdo tampao
com pH e forca i6nica adequados para a adsor¢do da molécula desejada e, em seguida, a solucdo
proteica diluida no tampio de equilibrio é alimentada no modulo de filtragdo. As moléculas

grandes, que ndo atravessam os poros da membrana sdo eliminadas na linha do retentado,



enquanto que as moléculas pequenas, inclusive a de interesse, atravessam os poros onde ocorrera
a adsor¢do da mesma no ligante imobilizado. As moléculas ndo adsorvidas sd3o eliminadas pela
linha do filtrado através de uma lavagem do médulo com o tampao de equilibrio. Posteriormente,
a molécula de interesse € dessorvida do suporte atraves de alteragdes na forga idnica ou de pH do
tampdo, podendo ser recuperada se esta for o produto de interesse, ou descartada em caso de ser

um contaminante.

FILTRACAO EM MEMBRANAS DE AFINIDADE

Injecdo Co— .
ha! gy Adsorcio
imobilizado

o o a ® s ® ®—
i) L m. ‘.é

’ .’ — - L]
D
L ] .m

\\
) Estrutura da .
A :
® L -m membrana @S
—=" 3 poro
Eluicio

-
.i‘p.‘

W

r
W Q

-— Membrana de
fibras ocas de PEVA
—= = Sentido do escoamento

Fig 2.6 — Esquema da filtragdo por afinidade em membranas de fibras ocas (ACCONCI, 1998)

Adsorgdo de IgG em histidina imobilizada em membranas de fibras ocas de dlcool poli etileno

vinilico (His-PEVA)

Trabalhos prévios realizados por BUENO et al.(1995a, 1995b e 1996) e por DARNIGE et

al. (1999) mostraram que o aminoacido histidina imobilizado em membranas de fibras ocas de
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alcool poli etileno vinilico exibiram alta seletividade para a adsor¢do de IgG humana e por
anticorpos anti-fosfolipidio. Estudos experimentais in vifro foram efetuados para avaliar a
remogdo de anticorpos a partir do plasma de pacientes com sindrome anti-fosfolipidio,

demonstrando que estes auto-anticorpos foram retidos em His-PEVA.

Estudos realizados por HAUPT et al. (1995) mostraram que IgG € adsorvida em histidina
através da sua parte Fab e que a adsor¢do de IgG humana em His-PEVA € possivel em varios
tampdes sendo que a quantidade e as subclasses de IgG adsorvida dependem da natureza dos
tampdes utilizados. As maiores capacidades de adsor¢do foram obtidas com os tampdes Hepes e

Mops a pH 7,0 e 6,5, respectivamente.

A eluigdo total da IgG adsorvida em His-PEVA pode ser realizada através de condicdes
brandas, adicionando-se sal ao tampdo de equilibrio ou através de gradiente decrescente de pH
(BUENO et al, 1995a). Isto indica que a interacdo entre IgG e histidina imobilizada seja
governada por forgas eletrostaiicas, embora uma analise termodindmica das interagdes tenha

revelado que as forcas hidrofobicas também s@o importantes.



CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

L-Histidina, 1,4 butanodiol diglicidil éter, borohidrato de sodio, acido
hidroetilpiperazinaetanosulfonico  (Hepes), albumina de soro bovino (BSA), acido
morfolinopropanosulfonico (Mops) e glicerol foram obtidos da Sigma (EUA). IgG humana pura
(y-globulina) foi obtida da Armour Pharmaceutical Company (EUA) e da Sigma (EUA).
Coomassie brilliant blue-G250 e acido etilenodiamina tetracético (EDTA) foram adquiridos da
Bio-Rad (EUA). Acetato de sodio, acido acético glacial, carbonato de sodio anidro, formaldeido e
acido fosforico foram utilizados da marca Ecibra (Br). Cloreto de sodio, hidroxido de sddio,
sulfato de cobre e tris (hidroximetil aminometano) foram obtidos da Merck (EUA). Glutaraldeido

foi obtido da Reagen (Br) e alcool etilico absoluto da marca Labsynth (Br).

Tiras de Tampao de SDS (“buffer strip”), gel de eletroforese (gradiente de concentracio 4-
15%), marcadores de baixo peso molecular foram obtidos da Pharmacia (EUA) e nitrato de prata

pela Fisher Scientific Company (EUA).

Agua ultra-pura para a preparagio de todas as solugdes foi obtida através da utilizagdo do
equipamento Milli-Q (Millipore, EUA). Plasma humano sadio foi doado por Roberta Cristina
Arena Ventura (idade 24 anos) e Elcimar da Silva Nobrega (idade 26 anos).

Amostras de soros de pacientes com doengas auto-imunes foram obtidas e quantificadas
pelo Laboratorio de Imunologia Clinica da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp. A
quantificacdo dos auto-anticorpos: anti-Sm/RNP, anti-Sm, anti-SS-A/Ro, anti-dsDNA e anti-
cardiolipina foi feita através do teste ELISA, utilizando-se kits Kallestad Microplate ETA doados
pela Sanofi Pasteur (EUA). Reagente e calibrador de IgG, IgM, IgA e albumina foram obtidos da
Beckman (EUA) para a realizagdo das analises de nefelometria.

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizadas membranas de fibras ocas de alcool
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poli etileno vinilico (PEVA) e alcool poli vinilico (PVA) retiradas respectivamente de seus
cartuchos comerciais da marca Kuraray (Japao). As membranas de fibras ocas de PEVA
apresentavam diametro interno de 200 um e externo de 240 um, e didgmetro de poro de 0,05 um.
As membranas de fibras ocas de PVA apresentavam um diametro interno de 300 pm e externo de

500 pm e didmetro de poro de 0,2 um.

3.2. METODOS

3.2.1. Quantificacdo de proteinas

A quantificacdo de proteinas nos experimentos realizados com IgG humana pura foi feita
medindo-se a absorbancia a 280 nm no espectrofotometro (Hitachi U2000). A concentragao de
proteinas nos experimentos com o plasma humano e com amostras séricas de pacientes com
doengas auto-imunes foram determinadas pelo método de BRADFORD (1976), utilizando

albumina de soro bovino como proteina de referéncia.

3.2.2. Teste ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Pelo teste ELISA foi possivel realizar a quantificagdo dos auto-anticorpos de amostras

séricas de individuos com doengas auto-imunes.

O procedimento foi feito de acordo com o protocolo do kit Sanofi Diagnostics Pasteur
(EUA), utilizando-se uma leitora para enzima imunoensaio da Sanofi Pasteur (EUA). Os auto-
anticorpos que foram dosados através desses kits sdo: anti-SS-A/Ro, anti-Sm/RNP, anti-Sm, anti-

dsDNA e anti-cardiolipina, devido a sua alta frequéncia em lupus eritematoso sistémico.

Principio do método: As microcubas de cada kit contém o reagente especifico (antigeno).

Durante a primeira incubagdo, 0 auto-anticorpo presente no soro ou plasma previamente diluido



no diluente da amostra liga-se ao antigeno. As microcubas sdo posteriomente lavadas com tampao
para remover os componentes do soro/plasma ndo reagidos. Um conjugado de enzima-anticorpos
monoclonais do tipo IgG, IgM e IgA liga-se na segunda incubagio a superficie do auto-anticorpo
reagido. Apés uma lavagem com o respectivo tampao de lavagem, faz-se uma incubagio das
microcubas com uma solugdo de substrato. Posteriormente, com a adi¢do de uma solucdo
“stopping” ocorre o término da reagdo e promove-se o pH apropriado para o desenvolvimento da
coloragdo. A quantidade de conjugado reagido é medida em unidades de absorbancia. A
concentra¢do de auto-anticorpo € estimada por interpolagdo da curva de calibragdo realizada com
calibradores padronizados de acordo com a Organizagdo Mundial de Saude. Os resultados sao
obtidos em unidade internacional de auto-anticorpo (IU) por mililitro. O erro inerente ao método €

de, aproximadamente, 5%.

3.2.3. Dosagem de IgG, IgA, IgM e albumina por nefelometria

Através de nefelometria fez-se a dosagem dos niveis de IgG, IgA, IgM e albumina

conforme descrito no manual do nefelémetro (Protein Array System, Beckman, EUA).

Principio do método: o nefelometro mede a intensidade do espalhamento da luz obtida por
particulas em suspensdao na solu¢do medida. Essas particulas sdao formadas por uma reagdo de
imunopreciptacdo que ocorre quando um anticorpo especifico é colocado em contato com o
antigeno resultando na formagdo de complexos e provocando uma conseqiiente mudanga na
intensidade da luz. O nefelometro converte o valor da intensidade do espalhamento da luz em

unidades de concentrag¢do (mg/ml).
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3.2.4. Ativagdao das membranas de PVA e PEVA finamente cortadas

As membranas de fibras ocas de PVA e PEVA foram retiradas respectivamente dos seus
cartuchos comerciais e finamente cortadas em pedagos de aproximadamente 2-5 mm de
comprimento. Em seguida as mesmas foram lavadas com NaOH a 0,6 M e ativadas com 1.4

butanodiol diglicidil éter utilizando-se o procedimento descrito por BUENO et al. (1995a).

3.2.5. Imobilizagdo de histidina em membranas de PVA e PEVA

Realizou-se a imobilizagdo do aminoacido histidina fazendo-se primeiramente a lavagem
com Na,COs a 1,5 M das membranas previamente ativadas. Posteriormente, adicionou-se as fibras
uma solucgdo de histidina (20%) e deixou-se por 24 horas em agitacdo a 60°C conforme descrito
em BUENO et al. (1995a). As membranas assim obtidas foram denominadas His-PVA e His-
PEVA

3.2.6. Cromatografia em coluna com membranas His-PVA e His-PEVA finamente cortadas

As membranas His-PVA foram introduzidas em uma coluna cromatografica de forma a
fornecer volume de leito (V1) de 1 ml para os experimentos com IgG pura € 8 ml para os
experimentos com o plasma humano sadio. As membranas His-PEVA também foram introduzidas
em uma coluna de forma a fornecer volume de leito (VI) de 3 ml para os experimentos com IgG

pura.

A fase movel foi alimentada na coluna cromatografica através de uma bomba peristaltica na
vazdo de 0,4 ml/min. Primeiramente, a coluna foi equilibrada com solugao tampao (Hepes a 25
mM a pH 7,0 ou Mops a 25 mM a pH 6,5) de acordo com o experimento. Para a injegdo, 2 mg de

IgG humana pura foram diluidos em 2 ml do tampao de equilibrio para os ensaios com y-globulina



€ para os experimentos com plasma humano foram diluidos 500 pl de plasma em 2 ml de tampdo

de equilibrio.

Finalizada a injecdo de IgG, a coluna foi lavada com o mesmo tampéo de equilibrio com o
intuito de eliminar as proteinas ndo adsorvidas nas membranas de afinidade. Para os experimentos

com IgG pura, as proteinas adsorvidas foram eluidas em tampdo acetato de sodio a 25 mM,
contendo 1 M de NaCl a pH 4,0. Nas cromatografias em His-PVA com o plasma sadio, a elui¢do

foi realizada gradativamente utilizando tampao Hepes a 25 mM contendo 0,1 M de NaCl a pH 7,0
e tampdo Hepes a 25 mM contendo 1 M de NaCl a pH 7,0,

A corrente de saida da coluna, durante todo o experimento, esteve conectada a um monitor
de absorbancia, o qual emitia sinais de forma continua ao aquisitor de dados que os enviava a um
microcomputador que, por sua vez, tragava um cromatograma referente aos dados emitidos.
Dessa forma, pode-se observar a evolugao do perfil cromatografico. A corrente de saida foi
coletada em fragdes individuais com um volume de 2,4 ml. A absorbancia de cada fragao foi
medida em um espectrofotometro a 280 nm para os experimentos com IgG pura e a 595 nm

através do método de BRADFORD (1976) para os experimentos com plasma humano.

ApOs a etapa de eluigdo, fez-se a regenerac¢do da coluna com NaOH a 25 mM, seguida de
lavagem com agua ultrapura. Finalizado o experimento, foi realizado o balango de massa através

do qual avaliou-se a adsor¢@o de IgG nas membranas de afinidade.

3.2.7. Eletroforese Phast-System Pharmacia SDS-PAGE

Com as fragbes de lavagem e elui¢do obtidas na cromatografia com o plasma humano

sadio em His-PVA, foi feita uma eletroforese para detectar as proteinas presentes.

A eletroforese foi realizada conforme o procedimento descrito no manual de instrugdes
que acompanha o aparelho Phast-System Pharmacia, utilizando-se um gel de gradiente 4-15%.
Terminada a eletroforese, foi feita a coloragdo do gel com nitrato de prata, de acordo com o

descrito no manual do equipamento.
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3.2.8. Experimentos com amostras séricas de pacientes com dpencas auto-imunes em

membranas de fibras ocas de PEVA finamente cortadas

Selecdo de soros contendo auto-anticorpos

Os soros de pacientes foram selecionados do banco de soros do Laboratorio de
Imunologia Clinica da Unicamp utilizando-se o critério de concentragdo de auto-anticorpos

presentes em cada amostra (previamente determinada e registrada no laboratorio).

Cromatografia em coluna com membranas His-PEVA finamente cortadas para experimentos

com amostras séricas contendo auto-anticorpos

As membranas de PEVA com histidina imebilizada foram introduzidas em uma coluna
cromatografica de forma a fornecer um volume de leito de 12 ml para os experimentos com

amostras sericas de pacientes com doencas auto-imunes.

Através de uma bomba peristaltica, a fase movel foi alimentada na coluna cromatografica a
uma vazao de 0,4 ml/min. Primeiramente a coluna foi equilibrada com tampao Hepes a 25 mM a
oH 7.0. Em seguida, 500 ul do soro do paciente foram diluidos em 2ml de tampdo de equilibrio e

posteriormente injetados na coluna.

Finalizada a inje¢do, a coluna foi lavada com o mesmo tampdo de equilibrio com o intuito
de eliminar todas as proteinas ndo adsorvidas em His-PEVA. As proteinas adsorvidas foram
eluidas em tampdo Hepes a 25 mM a pH 7,0 contendo 1 M de NaCl. Apos a etapa de eluigdo, fez-
se regeneracdo da coluna com NaOH a 25 mM, seguida de lavagem com agua ultrapura. O

experimento foi realizade conforme a figura 3.1.

A corrente de saida da coluna, durante todo o experimento, esteve conectada a um monitor

de absorbancia, o qual emitia sinais de forma continua a um aquisitor de dados que os enviava a



um microcomputador que tragava um cromatograma referente aos dados emitidos. Dessa forma,
pode-se observar a evolugdo do perfil cromatografico. A corrente de saida foi coletada em fragdes
cada qual com um volume de 3,2 ml. A absorbancia de cada fragdo foi medida em um
espectrofotometro a 280 nm. Posteriormente, juntou-se as fragdes de cada pico e mediu-se o

volume total de cada um deles.

Finalizado o experimento, verificou-se a adsor¢do dos auto-anticorpos em His-PEVA

atraves do teste ELISA.

Coluna com
membranas
de His-PEVA
finamente
cortadas Wodidor da Computador
v absorbancia |
Bomba y
A peristaitica _ — :
1 ‘!—'“*—1 = Aquisitor
l b de dados
Soro e Solugdo Coletor de Fracdes
Tampao

Fig. 3.1 - Esquema dos experimentos cromatograficos realizados com amostras séricas de
pacientes com doengas auto-imunes (ACCONCI, 1998).

3.2.9. Experimentos utilizando o modulo de membranas de fibras ocas de PEVA

Utilizou-se o modulo de filtragdo para ensaios com imunoglobulina G pura, com plasma

humano sadio e para os experimentos com “pools” de soros de pacientes com doengas auto-
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amunes.
Construgdo do module

Foram retitadas duzentas fibras ocas de PEVA de um cartucho comercial da marca
Kuraray (Japo). Essas membranas foram introduzidas em um tubo de wvidro préviamente
constrniido contendo duas saidas laterais e suas extremidades foram fixadas wtilizando-se uma

resing epOxi. Na figura 3.2 esta esquematizado o modulo construido.

Qg (Vazdo do retentady)

i

|

(Fechadoy X [

Qp 1
{Vazfio do filtrado)

~ Wlembranas de fhras
ocas His-PEVA

Fig 3.7 - Esquema do médulo de membranas de fibras ocas de PEVA.

A frea das membranas contidas no médulo construido foi calculada através de:

A=2mr LN Equagdo 3.1

onde:

A = area superficial interna das rembranas;



1; = raio interno da membrana (100 um);
L. = comprimento das membrana de fibras ocas (4 cm),

N = namero de fibras (200);

Através da equacio 3.1 caleulou-se a drea das membranas e obteve-se 50,3 cm’ e através

da equacgdo 3.2, calculou-se o volume das membranas:

V=a(rl -r"YLN Equagio 3.2

onde:

V = yolume ocupado pelas membranas;
rp = raio externo da membrana (120 pmy;
1j = raio interno da membrana (100 pm);

L = comprimento das membrana de fibras ocas (4 cm);

N = niimero de fibras {200);

O volume ocupado pelas membranas foi de 0,11 om’.

Ativacdo das membranas de PEVA contidas no modulo

As membranas de fibras ocas de PEVA contidas no moédulo foram inicialmente lavadas
com dgua ultrapura e depois com um volume de 50 mi de uma soluclio de 0,6 M de hidroxido de
sodio. A lavagem fol realizada em quatro sentidos: fromtal, “intraluminal”, espaco concha e

“backilushing”, como mostrado na figura 3.3.
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Fig 3.3 - Esquema dos modos de lavagem das membranas de fibras ocas His-PEVA.

Apds a etapa de lavagem da membrana com NaOH a 0,6 M, miciou-se a ativagio em uma
capela utilizando uma solugio contendo 20 mi de 1,4 butanodiol dighoidilt éter e 20 ml de NaOH a
0,6 M com uma concentragio de 2 mg/ml de borohidrato de sédio conforme descrite em BUEND
et al. (1995b). Essa solucio permanecew em agitaciio duranie todo o experimento e foi bombeada
através do modulo durante 8§ horas de acordo com a figura 3.4. Terminada a reacio, lavou-se o

td

modulo com agua ultrapura por todos os modos (frontal, “intraluminal”, espago concha e

“backflushing™) para a eliminaciio do 1,4 butanodiol digheidil éter que nio reagiu.

membranas de
fibras ocas de
PEVA

{
Modulo ; .
contendo ﬁ:’ X (fechado)
)

ﬁ@mé?& i Reservatério
Peristaltica | contendo solucio
' _ do reagone

Fig. 3.4 - Esquema da montagem expenmental para a ativagio das membranas de fibras ocas com
1,4 butanodiol dighaidil éter.



Imobilizacdo de L-histidina em membranas de fibras ocas contidas no modulo

O procedimento para imobilizacio de L-histidina em membranas de fibras ocas de PEVA
foi feito conforme realizado em BUENO et al (1995h). Duas solugbes contendo NayCQOs a uma
concentracio de 1M foram preparadas em um volume de 30 ml cada. Em uma das solugdes foi
acrescentada L-histiding a 20% (p/v) e NaOH até atingir o pH 11,0, Foi realizada a lavagem do
médulo conforme a figura 3.3, com a solugiio de Na.,COs para retirar toda a dgua. Apds esta
lavagem, a solugdo contendo L-histidina foi passada pelo modulo em modo frontal de acordo com
a figura 3.5. A solugic contendo L-histidina foi ﬁzaﬂtiéa em agitacio durante todo o experimento
de mmobiizacBo ¢ apds 24 horas fol trocada por uma nova solugdo previamente preparada. O
experimento teve a durag3o total de 48 horas e foi realizado 2 temperatura ambiente. As

membranas assim obtidas foram denominadas His-PEVA.

X
Modulo
contenclo H
membranas de (L P*

fibras ocas de [;g

PEVA T @____.

Bomba Reservatorio
Peristaltica contendo soluco
de L-hustiding

Fig. 3.5 - Esquema utilizado para a imobilizac8o de L-histidina em membranas de fibras
ocas de PEVA.
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Verificacdo da imaf;ilimg&é de I-histidina no moduio de membranas de PEVA por sulfato de

cobre

Utilizou-se uma solucho de sulfato de cobre para verificar de maneira qualitativa se

histiding fol imobilizada em membranas de fibras ocas de PEVA.

Emt modo frontal, a soluco de sulfato de cobre a 50 mM foi passada pelo modulo. A
presenca de uma forte coloraglo azul indicou que histidinag foi imobilizada nas membranas. Em
seguida, lavou-se o médulo com dgua ultrapura para eliminar o cobre que ndo formou ligacBes de
coordenagio com a histiding imobilizada. Injetou-se uma solugio com EDTA a 50 mM a pH 6,5
para retirar o cobre que formou ligagBes de coordenacBo com 2 histidina, regenerando-se as
membranas, Posteriormente, lavou-se as membranas com agua uitrapura por todos os modos pars

eliminar todo EDTA e cobre restantes. A montagem experimental € mostrada na figura 3.5.

Experimentos de filtragdo com IgGG humana pura utilizande o mddulo membranas His-PEVA

Esses experimentos de filtragio t@m por objetivo verificar a mfluéncia da concentracio de
alimentacdo de IgG e da razfio entre a vazio do filtrado (Qp) ¢ a vazfo de alimentago (Qy) na

retenclo de IgG em His-PEVA

Uma solucio de concentracfo conhecida de IgG for alimentada através de uma bomba
peristaitica (Digi-staltic Masterflex-bomba 1) no moédulo, a uma vazio de alimentagio (), em

medo tangencial com recireulagio do retentado e do filtrado.

A vazio de alimentagio (Qy) e a vazio do filtrado (Qp) foram mantidas constantes usando

2 bombas peristalticas para fixar a razio Qx/( entre 0,5 e 0,86, conforme o experimento.

Fixando-se a vazio do fltrado, o tempo de residéncia pode ser calculado pela seguinte

expressio:



f, = Equagdo 3.3

onde:
tr= tempo de residéncia;
V= volume ocupado pelas membranas (0,11 em’),

(== vazfio do filtrado (0,6 mi/min};

O tempo de residéncia caleulado foi de 11 segundos.

O tempo de recireulago foi de uma hora. A concentracio de IgG foi monitorada por um
detector UV (Econo UV Bio-Rad) localizado na linha do filtrado durante os experimentos de
filtragdo, conforme mostrado na figura 3.6. Terminado o experimento, fez-se a regeneragio do
modulo com uma solugio de NaOH a 1,5 M. A lavagem do modulo foi realizada nos modos

esquematizados na figura 3.3

Modulo com

membranas His- : S

PEVA (o) Bomba2

X Bomba 1
e tad ol
OMPEAST Nedidor de |
G Absorbincia 1 .
o Reservattrio
I contendo solugio

' de IgG

Fig. 3.6 - Esquema de montagem experimental dos experimentos de filtracio com
imunoglobulina G.
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Planejamento Experimental

Thilizou-se das técnicas de planejamento experimental apresentadas por BARROS NETO
et al. {1993) para determinar a influéneia do fator de diluigdo da concentragiio de g na
alimentacio e da vanacio da razdo entre 2 vazio do filtrado e a vaziio de ahmentacio (/G na
retencio de TeG em His-PEVA. Foram determimados os fatores que seriam rmantidos constantes e

os que poderiam variar e as respostas a serem analisadas.

O tempo de residéncia e conseqiientemente a vazio do filtrado foram mantidos constantes.
A vaziio do filtrado fo1 calculada conforme BUENQO et al. {1996), onde £ descrito que o tempo de
residéncia limite para adsorcio de IgG humana em membranas His-PEVA ocorre entre 10 ¢ 12
segundos e em tempos de residéncia menores gue 10 segundos ha uma colmatagem ou a formagio
de uma camada de polarizacio na superficie da membrana, Baseado nestes resultados foi calculada
a vazio do filtrado como sendo 0,6 ml/min, resultande em um tempo de residéncia de

aproximadamente |1 segundos,

As variaveis estudadas foram: a razfo entre vazio de filtrado e a vazio de alimentacio

{Qs/(}), que estiveramn entre 0,5 e 0,86 ¢ a concentraco de IgG na alimentaciio.

As concentracbes de IgG na alimentaciio foram determinadas baseando-se nos valores
encontrados no plasma humano sadio. Atraves da hteratura (HOFFMAN, 1970} escolheu-se a
farxz entre 2.5 ¢ 7.5 mg de 1gG/ml. As concentragdes de IgG na alimentacdo e concentracio final
de IgG {apds 1 hora de recirculacBo) foram obtidas atraves de medida de absorbéncia a 280 nm. A

resposta analisada fol a capacidade de retencio de IgG no suporte.

As condigbes do plangiamento expenmental foram determinadas conforme a tabela 3.1,



Tabela 3.1 - Condigdes determinadas para a realizacio do planeiamento experimental.

Fatores Condicio Valores
Tempo de residéncia constante 11 segundos
Vazio filtrado constante 0,60 ml /min
Concentracio de IgG na varigvel 2,50 - 7,50 mg/ mi
glimentacio
razdo O/ varigvel 0,502 086
Tempo de recirculagdo constante 1h

No planejamento experimental 2°, os sinals (+) e {-) foram utilizados para designar os
nivets superior e inferior, respectivamente. Para os valores da relagio Q+/Qr temos 0.5 para o sinal
negativo (-} e (0,86 para o sinal positivo (+). O mesmo ocorre para a concentraciio nicial de TeG

igual a 2.5 mg/ml (- e 7.5 mg/ml (+). As condicdes para o ponte central recebem a conotagio de

zero (1), Desta forma obtemos um planejamento fatorial 22, como mostrado na tabela 3.2,

Tabela 3.2 - Planejamento experimental linear 2? para estudar os efeitos da concentracdo de
1gG na alimentacdo e da razdo OQy/ () na retencio de IgG em His-PEVA.

ENSAIO Razdo Off O Cﬁncam.ragéio ﬁf igG
ng alimentacio

{mg/ml)
1 0,50 (-} 2,50 ()
2 0,86 (+) 2,50 (-}
3 0,50 (-} - 7,50 {(+)
4 0,86 (+) 7,50 {+)
3 0,68 (0y : 5,00 (0)
6 0,68 (0 5,00 (0)
7 (0,68 (0) 5,00 (0

. . . 2 . . P -
Realizou-se outro planejamento experimental 2° com o intuito de obter uma otimizaciio do
processo, conforme as condicdes exemplificadas na tabela 3.3, utilizando-se uma concentracio de
le(s na alimentagdo, cujo o nivel de Tl poderta também abranger os pacientes com doengas auto-

HTHINGS.
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Tabela 3.3 - Condiclies determinadas para a realizacio do segundo planejamento experimental.

Fatores Condicio Valores
Tempo de residéncia constante 11 segundos
Vazdo filtrado constante 0,60 m! /min
Concentragdo de IgG na variavel 7.5 - 25,0 mg/ml
alimentacio
razio Q/(h variavel 0,50 2 0,86
Tempo de recirculacio constante 1h

Dessa forma obtivemos um segundo planejamento fatorial 22, realizado nas mesmas
condigbes do primeiro com exceclip dos limites inferior € superior da concentracio de Ig(G na

alimentacio, fixados em 7.5 my/mi e 25,0 mg/ml respectivamente como mostrado na tabela 3.4.

Tabela 3 4- Planejamento experimental linear ya para estudar os efeitos da concentragio de Igi
na ahimentacio ¢ da razio (x/Q: na retengdo de Ie(i em His-PEVA,

" Concentracio de IgG
ENSAID Raziio O/ O - alimmm{gﬁeg

{mg/mi)

1 0,50 (-} 7.50 (=}

2 0,86 (+) 7,50 (=)

3 0,50 (-} 25.00 (+)

4 0,86 (+) 25.00 (+)

5 0,68 (0) 16,25 (0)

6 0,68 (0) 16,25 (0)

7 0,68 (0) 16,25 (0)

Caleulo da capacidade de retengdo de Ig(s: Os valores de capacidade de retenglo de Ig(G nas
membranas Fis-PEVA, para os dois plangjamentos experimentais, foram obtidos segundo a

seguinte expressio:

CAD-CF
CR = {( ¢ ﬂ (V ) Eqguagio (3.3)



onde:

Vr = volume total do reservatorio (10 mi;

A = grea superficial interna das membranas, calculadas na equacio 3.1 (50,3 cm™);

CAD = concentragio de Tg( na alimentacHo apds sua diluigio no interior das membranas (mg/ml);
CF = concentragdo final de 1gG apés 1 h de recirculagio (mg/ml);

Afuste dos modelos empiricos: O modelo polinomial linear foi ajustado em relagio aos dados
experimentais obtidos utilizando-se o método dos minimos quadrados com o auxilio do programa

computacional Statistica da empresa Statsoft (EUA), segundo analise conjunta de R” e teste F.

Experimentos de filtracio do plasma humano sadio utilizande o mddulo membranas His-
PEVA

Os experimentos com plasma humano sadio foram realizados com o intuito de confirmar
os resultados obtidos com o planejamento experimental para IgG humana pura e de verificar se
alguma mudanga com relagdo a capacidade de reteng@io de TgG ocorreria na presenca de outras

proteinas diferentes de IgG.

Primeiramente, lavou-se 0 médulo de membranas His-PEVA com tampio Hepes a 25 mM
apH 7,0, por todos os modos esquematizados na figura 3.3, Esgotou-se todo o tampio da concha
e das mangueiras de silicone para gue nfo houvesse diluicio da solucio contida no reservatonio.
Em um reservatorio foi colocado 5 mi de plasma humano sadio e 5 mi de tampéo de equilibrio e
acertou-se o pH dessa solucdo com gotas de HCl a 0,5 M para pH igual a 7.0. A concentragiio de
Ig(G na alimentagfo da soluglo de plasma foi medida através de nefelometria (valor ignal a 5
mg/ml) e essa soluglo foi alimentada através de uma bomba peristaltica (Digi-staltic Masterflex-
bormba 1) no moédulo, a uma vaziio de aimentacio (), em modo tangencial com recirculagiio do

retentado e do filtradoe.

A vazao de alimentagio (OQr) e a vazio do filtrado (Qr) foram mantidas constantes usando

2 bombas peristalticas para fixar a razio Qv/Q; em 0,50, 0,68 e 0,86, conforme o experimento,
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A recirculaclio da solugdo teve a duragio de uma hora. A concentragio de proteina total
foi monitorada por um detector UV (Econo UV Bio-Rad) conforme mostrado na figura 3.7
Terminada a recirculagdo, fez-se a lavagem das fibras com tampio Hepes a 25 mm a pH 7,0 por
todos os modos (figura 3.3). A regeneraciio do module foi feita com uma solugio de NaOH a 1.5
M e sua lavagem empregando-se dgua Milli-Q} conforme esquematizada na figura 3.3, Os

experimentos foram feitos em duplicata.

hadudo com
membranas His-
PEVA
X ;
Coraputador _ e | Bomba 1
hMedidor de | | I
Absorbincia
Reservatdrio
contendo solucdo
de plasmaisoro

Fig. 3.7 - Esquema de montagem expenimental dos experimentos com plasma humano sadio.

3.2.10. Experimentos de filtraglio com “poels” de soros de pacientes com doengas anto-imunes

Formagdo dos “pools” de soros de pacientes com doencas auto-imunes

Os “pools” de soros de pacientes foram formados de acordo com a disponihilidade do
banco de soros do Laboratério de Imunologia Clinica da Unicamp e selectonados pelo tipo de

auto-anticorpo. Para o auto-anticorpoe anti-dsDNA fez-se dois “pools” (1 e 2), exemplificados na



tabela 3.5 e 3.6 respectivamente, o auto-anticorpo anti-SS-A/Ro (“pool” 3) esta representado na
tabela 3.7 e foram feitos “pools” (4 e 5) com véarios auto-anticorpos presentes, exemplificados nas
tabelas 3.8 e 3.9 respectivamente. Os valores dos auto-anticorpos de cada amostra sérica nas

tabelas foram obtidos através de dosagens prévias realizadag no Laboratéric de Imunologia

Clinica,
Tabela 3.5 - “Pool” 1 de auto-anticorpos anti-dsDNA.
Amostras séricas anti-dsDNA {(IU/ml)} Volume da amostra (ml)
1 116.0 1,0
2 > 300,0% 1,0
3 86,0 1,0
4 35,1 1,0
5 127.0 1,0
6 121,2 1,0
7 68,0 1,0
2 263.0 1,0
9 32,0 1,5
10 1222 1,5
11 297.5 1,0
12 455 0,5

* acima do limife de detecgdo do método.

Tabela 3.6 - “Pool” 2 de auto-anticorpos anti-dsDNA.

Amaosiras séricas anti-dsDNA (QU/mb) Volume da amestra (ml)
| 88.0 1,0
2 > 300,0% 1,0
3 1070 1,0
4 65,0 1,0
3 842 1,0
6 > 300,0% 1,0
7 65,6 1,6
8 44 0 1,0
g 37,0 1.0
10 42.0 1,0
11 50,0 1,0
12 66,1 1,0
3 > 300,0* 1.0

* acima do limite de detecgio do método.
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4}

Tabela 3.7 - “Pool” 3 de auto-anticorpos anti-SS-A/Ra.

Amaestras séricas

anti-$8-A/Re (IU/ml)

Volume da amostra (ml)

1 64,9 2.0
2 173.6 1,5
3 208.1 15
4 18,9 0.5
5 15,1 03
6 > 300% 0,5
7 80,8 1.0
8 13,8 1.0
9 11,9 1.0
10 525 1.0
i 71.9 1.0

* acima do bmite de detecciio do método.

Tabela 3.8 ~ “Pool” 4 de varios auto-anticorpos.

Amostras anti- anti-S8- anti- apti-Sm | anti-RNP | Volume

séricas | dsDNA A/Ro Sm/RNP | (I0/ml) | (T0/mb) da
{(TU/ml} {(FU/ml) (10 /ml) amostra

(i)

1 79,1 12.6 2150 2150 1,0

2 34.8 1832 76,9 76,9 1.5

3 71,9 286 16,7 11,9 1.0

4 46,7 100,1 100,1 1,0

5 123.7 56,7 5677 1,0

6 72.1 27.4 27.4 1,0

7 36.8 18.9 18,9 1.0

8 51,7 48.6 48,6 1.0

9 > 300,0% 307 711 9.6 0,3

10 > 300.0% 241.7 88,1 10,7 77.4 12

11 48 0 112,2 112,2 1,0

__auséncia de auto-anticorpa; * acima do limite de detecglio do método.



Tabela 3.9 - “Pool” 5 de varios

AUO-anticorpos.

Amostras anti- anti-8%- anti- anti- | anti-RNP | Volume

séricas dsDNA A/Ro Sm/RNP Sm (IU/mi) da
(T /mby {(F0/mi) (YU /ml} (Y0 /ml) amostra

(ml)

1 + + + - + 1,3

2 >300,0%* 117.0 17.0 4,0 13,0 1,0

3 72.0 15.0 50,0 0.3 49.7 1.5

4 >300,0* 86,0 180 80 10.0 1.0

5 >300,0% 2410 880 10,0 780 0,5

6 >300,0% 200,0 1,3

7 124.0 500 4,0 55,0 1.0

8 72.0 200 2,0 27,0 1,0

9 40,0 183.0 77.0 3,0 74,0 0.5

10 87.0 126,0 2,0

11 >300.0% 200.0 15

+ e - . amostras ndo testadas quantitativamente;  auséncia de auto-anticorpo; *acima do limite
de detecclio do método.

Experimentos de filtracdo wtilizando-se “poois™ de soros de pacientes com doencas auio-

imunes

Os experimentos com “pool™ de soros de pacientes com doengas auto-imunes foram
realizados com o intuito de verificar a retengo e a adsorcio dos auto-anticorpos em His-PEVA
utilizando-se os seguinies tampdes de equilibrio: Hepes a 2S5 mM apH 7,0 e Tris-HCla 25 mM a
pH 7.4

Primeiramente, equilibrou-se o modulo de membranas de fibras ocas His-PEVA com o
tampado de equilibrio respective lavando-se conforme a figura 3.3, Esgotou-se todo o tampdo da
concha e das mangueiras de sificone para que nfo houvesse diluiclio da solugio contida no
reservatorio onde colocou-se 5 ml de soro do “pool” e 5 mi de tamplo de equilibrio e acertou-s¢ ©
pH dessa soluglio com gotas de HCl a 0,5 M para 7,0 para os experimentos com Hepes e para 7.4
nos experimentos com Tris-HCL A soluglio sérica foi alimentada através de uma bomba

peristaltica (Digi-staltic Masterflex-bomba 1) no médulo, a uma vazio de alimentagio (Qy), em
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modo tangencial com recirculagdio do retentado e do filtrado conforme os experimentos com

plasma humano sadio.

A vazio de alimentacio () e a vazio do filtrado (Qr) foram mantidas constantes através

de duas bombas peristalticas para fixar a razio (+/Qyem 0,86

A recirculacio da soluclio teve a duracio de uma hora. O experimento fol realizado
conforme mostrado na figura 3.7. Apos a recirculaclio, o modulo foi lavado com tampio de
equilibrio pelos modos esquematizados na figura 3.3 até que o cromatograma atingisse a linha-
base. Acrescentou-se 0,4 M de NaCl ao tampiio de equilibrio e lavou-se em modo “backflushing”
{fipura 3.3) o mddulo obtendo-se o volume de eluclo. Tenmnado o experimento, fer-se a
regeneracio do médulo com uma soluglio de NaOH a 1,5 M. A lavagem do modulo com dgua

Milli-0) fo1 realizada nos modos esquematizados na fgura 3.3,

Foram medidas, através de teste ELISA para a detecgiio dos auto-anticorpos e atraveés de
nefelometria para a deteccdo de Tg(, 1gM, IgA e albumina, amostras referentes 4 soluglio sérica
presente no reservatério antes e ap6s 1 hora de recirculacio e amostras referentes aos volumes de

favagem e eluiglo.

Cdlculos realizados para a andlise dos resultados obfidos através dos experimentos de filiracdo
com amostras séricas confendo auto-amticorpos: Os valores referentes as unidades de auto-
anticorpos retidas em His-PEVA (UR) ou massa de proteinas retidas em His-PEVA (MR) foram

calculados através da equagdo:

= i:(fﬁém] - POS ] x ¥, Eqguacio (3.4)



onde’

z = UR { umdades de auto-anticorpos retidas em His-PEVA apéds 1 hora de recirculago em 1U)
ou MR (massa das proteinas: IgG, IgM, IgA e albumina retidas em His-PEVA apés 1 hora de

recirculaciio em me);

D = diluigiio no interior das fibras (1,1);

VYr = volume total do reservatorio (10 mi);

PRE = concentrago de auto-anticorpo (IU/ml) ou proteina {(mg/mi) alimentada;

POS = concentragio de auto-anticorpo (TU/ml) ou proteina (mg/mi) apds 1 hora de recirculagio;

A porcentagem removida (¥%R) € a porcentagem adsorvida (%A) foram calculadas de

acordo com as equaghes 3.5 e 3.6 respectivamente:

YR = (pfz;) - %100 Equaciio (3.5)
xVr
D |
Yo = 2 = x 100 Equagio (3.6}
U mg} .
—— T 4
D |

onde:
%R = porcentagem de auto-anticorpo ou proteina removida;
%A = pocentagem de autg-anticorpo ou proteina adsorvida;

z = UR (unidades de auto-anticorpos retidas em His-PEVA apds 1 hora de recirculagdo (IU),
calculada ern 3.4) ou MR (massa das proteinas: 1gG, IgM, IgA e albumina retidas em His-PEVA

apos 1 hora de recirculacio (mg), calculada na equacio 3.4);

E = quantidade de auto-anticorpo (IU} ou proteina (mg) eluidg;
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D = dituicio no intertor das fibras (1,1);
Vi = volume total do reservatdno (10 mi);

PRE = concentracio de auto-anticorpo (IU/ml) ou proteina (mg/ml) alimentada;

As capacidades de adsorciio (Ca) e de retencio (Cr) em His-PEVA foram caleuladas

conforme as equagdes 3.7 e 3.8 respectivamente;

E
Ca = ”"E Eqguacio (3.7}
Cr= f?{{ Equagio (3.8)

onde:

Ca = capacidade de adsorcdo de auto-anticorpo (IU/em®) ou proteina (mg/em’) em His-PEVA;
Cr = capacidade de retencio de auto-anticorpo (TU/em?) ou proteina (mg/em’) em His-PEVA,
E = unidades de auto-anticorpo (IU) ou massa de proteina (mg) presente na eluiclo,

z = UR (umdades de auto-anticorpo retidas em His-PEVA apés 1 hora de recirculagiio (IU),
calculada na equaghio 3.4) ou MR {massa de proteinas: IgG, IgM, TgA ¢ alburmina refidas em His-

PEVA apos 1 hora de recirculaglo (mg), calculada na equaglo 3.4),

A = irea superficial interna das membranas, caleulada na equagio 3.1 (50,3 em™);



CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1. ADSORCAG DE IgG EM FIBRAS OCAS DE PVA COM HISTIDINA
IMOBILIZADA

As membranas de fibras ocas de PV A foram escothidas como suporte para a imobilizacio
de histidina por apresentarem um didmetro de poro de 0,2 pm, bem maiores que os poros da
membrana PEVA (= 0,05 um), com ¢ objetivo de minimizar ¢ acimulo de proteinas retidas nas
vizinhancas e no interior dos poros, fendmenos observados em His-PEVA e que interferem no

desempenho da membrana em adsorver IgG (BUENO et al, 1995b).

4.1.1. Ativagio da membrana de PVA e imobilizacdo de histidina

As membranas foram retiradas de um cartucho comercial e foram finamente cortadas em
comprimentos de aproximadamente 2 a 5 mm. Em seguida, foram submetidas a ativagiio e

imobilizacdo do ligante,

A ativago das membranas foi realizada por BUENG (1995), com 1,4 butanodiol diglicidil
éter, devido ao fato da membrana de PV A apresentar grupamentos hidroxilas que permitem serem
ativados por reagentes que apresentem grupamentos epoxido. Uma vez que 1,4 butanodiol
diglicidil éter € um agenie bifuncional, histidina pode ser imobilizada no suporte, sendo que a
reacdo de acoplamento ocorreu entre o grupamento epoxido e o grupo -amino do aminoacido. A
membrana de afinidade fo1 denominada His-PVA ¢ a sua estrutura proposta esta apresentada na

figura 4.1
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Fig 4 1- Estrutura proposta da membrana de fibra oca de alcool poli vinilico com histidina
imobilizada. apos ativacdo com 1.4 butanodiol diglicidil eter (HAUPT et al , 1995).

4.1.2. Experimentos cromatogrdficos com membranas His-PV4

0 objetivo principal desses ensaios foi verificar a adsorcao de IgG humana pura em
membranas His-PVA. Atraves dos resultados obtidos por HAUPT et al. (1995). onde se testou
para as membranas His-PEVA varias solugdes tamponantes em diversas faixas de pH, foi
observado que as melhores condi¢des de adsorcdo de [gG foram obtidas com os tampdes Hepes a
25 mM a pH 7.0 e Mops a 25 mM a pH 6.5 Devido a esse fato, para os testes cromatograficos
com IgG humana pura em membranas His-PVA. foram utilizados os tampdes acima citados. A
eluicdo foi realizada com tampdo acetato de sodio a 25 mM contendo | M de NaCla pH 4.0 e a
egeneracdo com solucdo de NaOH a 25 mM conforme descrito em materiais e metodos

As figuras 4 2 e 4 3 ilustram os cromatogramas tipicos dos experimentos realizados com
tampao Hepes e tampdo Mops, respectivamente. O primeiro grande pico representa a lavagem, ou
seja, as proteinas ndo adsorvidas em His-PVA, o segundo pico, a 1gG eluida A cromatografia foi
finalizada atraves de uma lavagem das fibras com uma solucdo de NaOH a 25 mM (terceiro pico).

A tabela 4 1 mostra os resultados dos experimentos
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Fig. 42 - Cromatograma com IgG pura em membranas de fibras ocas de His-PVA em tampdo
Hepes a 25 mM a pH 7,0 Injecdo de 2 mg de [gG diluida em 2 ml de tampdo de equilibrio (A)
Eluicdo: tampdo acetato de sodio a 25 mM contendo 1 M de NaCl a pH 4.0 (B) Regeneracao:
solucdo de NaOH a 25 mM (C) Volume de leito de 1 ml Vazdo de alimentacdo de 0,4 ml/min
Volume das fragdes de 2.4 ml
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Fig. 4.3 - Cromatograma com IgG pura em membranas de fibras ocas His-PVA em tampdo Mops
a25mM apH 6.5 Injecdo de 2 mg de IgG diluida em 2 ml de tampdo de equilibrio (A) Eluigdo
tampdo acetato de sodio a 25 mM contendo | M de NaCl a pH 4,0 (B). Regeneragdo: solu¢do de
NaOH a 25 mM (C). Volume de leito de | ml. Vazdo de alimentagdo de 0.4 ml/min. Volume das
fracdes de 2.4 ml
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Tabela 4.1 - Balanco de massa referente aos experimentos com [gG pura em His-PVA utilizando-
se o0 tampdo de equilibrio Hepes a 25 mM a pH 7.0 e Mops a 25 mM a pH 6,5

Tampdo | ensaios Quantidade de Quantidade de IgG presente em cada etapa
igG (mg) (mg)
injetada | recuperada | lavagem eluicdo regeneracao
Hepes ! 2.00 2,05 1,36 021 048
2 2,00 1,98 1.31 0,24 043
Mops 1 2.00 2,02 1,45 0.25 0.32
| 2 2.00 2.00 1,23 0,30 0,17

Os resultados obtidos nos ensaios com tampdo Hepes e Mops visualizados na tabela 4.1
apresentam reprodutibilidade. uma vez que as quantidades de IgG obtidas nas etapas de eluicdo e
lavagem sdo similares O alto valor massico de IgG obtido na fragdo de lavagem pode ser
atribuido ao excesso de proteina injetada em relagdo a capacidade maxima da coluna. A
quantidade de IgG referente a eluicdo € menor que 15% do total de proteina injetada nos
experimentos com Hepes e Mops. Observa-se que a quantidade de IgG fortemente retida em His-
PVA nos experimentos com tampao Hepes € em media 10% maior que em presenca de Mops
Embora os ensaios com tampao Mops e tampao Hepes tenham apresentado resultados similares
referentes a adsorcdo de [gG humana pura, representada pela quantidade de IgG presente na
eluicdo. utilizou-se o tampdo Hepes a 25 mM a pH 7.0 para a realizacdo dos experimentos com 0

plasma humano pois o seu pH (7,0) & mais proximo do pH do plasma (7,3)

Adsor¢do de IgG a partir do plasma humano sadio em His-PVA

Esse experimento foi realizado com o objetivo de testar a seletividade em relagdo a
adsor¢do de IgG em His-PVA frente a grande quantidade de proteinas encontradas no plasma. O
procedimento foi basicamente 0 mesmo dos experimentos anteriores, apenas com a mudanca de

algumas condi¢cGes experimentais de acordo com o descrito em materiais e metodos

Foi injetado na coluna contendo membranas His-PVA, 500 ul de plasma humano diluido
em 2 ml de tampdo Hepes a 25 mM a pH 7.0. BUENO et al. (1996) demonstraram que se soro ou

plasma ndo forem previamente diluidos antes de serem alimentados nas membranas de alcool poli



etileno vinilico contendo histidina imobilizada, His-PEVA, a quantidade de proteinas adsorvidas ¢
cerca de 50 % menor de quando € feita uma diluigdo prévia do soro ou plasma no tampdo de
equilibrio. As fragdes referentes as etapas de lavagem e eluigdo foram respectivamente agrupadas
e analisadas através de uma eletroforese SDS-PAGE sob condigdes ndo redutoras, cujo o
resultado esta apresentado na figura 4.4. A quantidade de proteina total na elui¢do foi de 0,9 mge

a quantidade de proteinas no plasma injetado igual a 21 mg

[gM
IgG

albumina

Fig. 4.4 - Eletroforese SDS-PAGE em condig¢des ndo redutoras com gel de acrilamida, gradiente
4-15%, referente as fragdes obtidas na cromatografia com plasma humano sadio em His-PVA
utilizando-se o tampdo de equilibrio Hepes a 25 mM a pH 7,0. Faixas: | - plasma total, 2 — fragdes
de lavagem (pico 1); 3 — fragSes de eluigdo (pico 2); 4 - IgG pura (Sigma).

Nessa eletroforese, as fragdes de lavagem, representadas na faixa 2, contém as proteinas
ndo retidas em His-PVA, tais como, albumina, imunoglobulinas e outras proteinas do plasma
humano. Na faixa 3 visualiza-se as bandas de IgG, albumina e de uma proteina de alta massa
molecular que provavelmente corresponde a IgM. O grau de pureza da IgG utilizada neste
trabalho (Sigma) € igual a 99% e a visualizagdo de outras bandas na faixa 4 podem ser causadas
pela presenga de 1% de contaminante na amostra, pois na coloragdo do gel utilizou-se nitrato de

prata, podendo-se detectar a presenga de proteinas em baixas concentragdes.

Com base nos resultados obtidos as membranas de fibras ocas His-PVA apresentam-se,
talvez, como uma alternativa aos suportes existentes para a separagdo ou remogao de IgG a partir

do plasma humano.
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4.2. ADSORCAO DE ANTICORPOS EM MEMBRANAS DE FIBRAS OCAS DE PEVA
COM HISTIDINA IMOBILIZADA

Apos algum tempo de utilizagdo das membranas de PVA como suporte para imobilizagdo
de histidina, tomou-se ciéncia que essas membranas, comumente utilizadas em plasmaferese, ndo
estavam sendo mais fabricadas, ndo se encontrando a venda no mercado devido a comercializagao
de outras membranas que apresentam melhores resultados para a aplicagao em plasmaferese. As
membranas utilizadas atualmente em plasmaferese sdo de nylon, polimetacrilato, polipropileno ou
polietileno, sendo estes materiais de mais dificil ativagdo que o PVA para posterior imobilizacdo

do ligante.

Decidiu-se utilizar as membranas de fibras ocas de alcool poli etileno vinilico, PEVA,
como suporte para a imobilizagdo de histidina, pois BUENO et al. (1995a, 1995b e 1996)
demonstraram a eficacia da membrana de afinidade His-PEVA em adsorver IgG do plasma
humano. Membranas de PEVA sdo biocompativeis, utilizadas na filtragdo do plasma para remogéo
de proteinas patogénicas apresentando, no entanto, tamanho de poros menor que os da membrana
de PVA. Devido ao fato desses poros apresentarem pequeno diametro, durante a filtragdo do
plasma em His-PEVA, BUENO et al. (1996) observaram a forma¢do de uma camada de
polarizacdao de concentracdo e acumulo de proteinas retidas nas vizinhancas e no interior dos
poros da membrana, Para trabalhar com esse suporte seria necessario alterar as condi¢Ges
operacionais para evitar, ao menos, 0 acumulo de proteinas que durante a filtracao ficam retidas

nas vizinhangas e no interior dos poros da membrana.

4.2.1. Adsor¢ao de IgGG humana pura em His-PEVA

Apos a ativagdo e a imobilizagao de histidina nas membranas de PEVA, conforme descrito

em materiais e métodos, realizou-se experimentos cromatograficos utilizando-se os tampdes de



equilibrio Hepes e Mops, a fim de verificar a eficacia de His-PEVA em adsorver IgG humana
pura. De acordo com o descrito em HAUPT et al. (1995), os tampdes de equilibrio que
possibilitam maior adsorg¢@o de IgG na membrana de PEVA sdo Hepes a 25 mM a pH 7,0 e Mops
a 25 mM a pH 6,5. Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 4.2, onde se observa que a
quantidade de 1gG presente na eluicdo em ambos experimentos corresponde a 38% do total de

IgG injetada.

Tabela 4.2 — Balango de massa referente as cromatografias de IgG pura em membranas His-PEVA

utilizando-se os tampdes de equilibrio Hepes a 25 mM a pH 7,0 e Mops a 25 mM a pH 6.5.
Tampao Quantidade de IgG (mg) Quantidade de IgG presente nas etapas (mg)
injetada recuperada lavagem eluigdo* regeneragao*
Hepes 217 2,14 0,94 0,83 0,37
Mops 1,90 1,83 0,71 0,74 0,38

* eluigdo: tampdo acetato de sodio a 25 mM contendo 1 M de NaCl a pH 4,0, regeneragdo:
solu¢ao de NaOH a 25 mM;

Comparando-se os valores da tabela 4.3, referentes a quantidade de IgG adsorvida por
volume de leito utilizado (T), os resultados obtidos com membranas His-PVA diferem em 18%
para Hepes e em 12% para Mops em relaga@o aos resultados obtidos com His-PEVA. Esses valores
foram determinados através do valor médio da quantidade de IgG obtida na eluigio (tabela 4.1)
dividido pelo volume de leito utilizado nos experimentos e para His-PEVA  foram determinados
através do valor da quantidade de TgG na eluigao referente a cada tampao (tabela 4.2) dividido

pelo volume de leito.

Tabela 4.3 - Comparagdo das quantidades de TgG adsorvida por volume de leito utilizado para
His-PVA e His-PEVA.

Membranas His-PVA Membranas His-PEVA
Hepes Mops Hepes Mops
T* (mg/ml) 0,23 0,28 0,28 0,25
VI* (ml) 1 1 3 3

*T = quantidade de IgG adsorvida (presente na elui¢cdo) por volume de leito utilizado;
V1= volume de leito das membranas utilizado nos experimentos.



53

Capitulo 4: Resultados e Discussdo

Através de experimentos realizados no laboratorio filtrando-se por varias vezes
consecutivas o plasma humano diluido em tamp@o, observou-se que o tampao Mops a 25 mM a
pH 6,5 promovia uma precipitagio de proteinas, provocando entupimentos nos poros da
membrana His-PEVA, fato ndo ocorrido ao utilizar-se Hepes a 25 mM a pH 7,0, além desse
tampdo apresentar um pH proximo ao do plasma. Dessa forma, escolheu-se o tampao Hepes para
os ensaios com amostras séricas de pacientes com doengas auto-imunes por possuir um pH
proximo ao pH do sangue e ndo promover a precipitacdo de proteinas, como observado com o
tampao Mops.

Definida a membrana His-PEVA como matriz para a imobilizagdo do ligante e o tampao
no qual o plasma ou soro seria diluido, a proxima etapa do trabalho consistiu em avaliar a

adsorcdo de auto-anticorpos em His-PEVA.

4.2.2. Adsorgdo de auto-anticorpos em His-PEVA

Uma vez que DARNIGE et al. (1999) constataram que anticorpos anti-fosfolipidios
presentes em pacientes com sidrome anti-fosfolipidio foram retidos em His-PEVA, nesse trabalho
decidiu-se verificar se outros auto-anticorpos tipicos de doengas auto-imunes seriam adsorvidos
nesta membrana. Foram selecionadas, segundo a disponibilidade do banco de soros do
Laboratorio de Imunologia Clinica, amostras séricas de pacientes com doengas auto-imunes que
apresentavam uma quantidade significativa de auto-anticorpos (quantidade maior que o valor

minimo positivo detectado pelo teste ELISA), as quais estdo representadas na tabela 4 4.



Tabela 4.4 - Amostras séricas de pacientes com doengas auto-imunes selecionadas para o estudo.

Amostras Tipos de auto-anticorpos Quantidade de auto-anticorpos (IU/ml)
Séricas
anti-dsDNA anti- anti- anti-
SS-A/Ro | Sm Sm/RNP
1 anti-dsDNA 169,60 - - -
2 Anti-SS-A/Ro, anti-Sm, anti-dsDNA e | >300,00* | 85,69 | 9,12 | 17,86
anti-Sm/RNP
3 Anti-SS-A/Ro, anti-dsDNA e anti- >300,00* | 117,10 - 16,98
Sm/RNP

* acima da faixa de detecgao do teste ELISA; - : auséncia de auto-anticorpo.

A amostra 1 apresentava uma grande quantidade de auto-anticorpos do tipo anti-dsDNA,

as amostras 2 e 3 apresentavam uma maior variedade de auto-anticorpos, além do anti-dsDNA,

também tipicos da doenga auto-imune lupus eritematoso sistémico (L.E.S.).

Os experimentos com amostras séricas foram realizados utilizando-se uma coluna com

membranas His-PEVA finamente cortadas. Como a quantidade de soro disponivel de cada

paciente no banco de soros era pequena utilizou-se apenas 500 pl de soro em cada experimento.

Fez-se a lavagem da coluna com tampao Hepes a 25 mM a pH 7,0, a eluigdo adicionando-se 1 M

de NaCl ao tampao de equilibrio, seguida de regeneragdo com solugiao de NaOH a 25 mM e

lavagem com agua ultrapura, conforme representado na figura 4.5.

L lnedo T
E;’“pa" 25mM apH isi
Tepe e 7,0 + IM #
25mM a pH NaCl a
7,0 25 mM

Lavagem com agua
ultrapura

WAV

Fig. 4.5 - Esquema do cromatograma tipico dos experimentos com amostras séricas de pacientes
com doengas auto-imunes em membranas His-PEVA utilizando-se como tampao de equilibrio
Hepes a 25 mM a pH 7,0.
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As fragdes eluidas foram testadas em kits Kallestad Microplate EIA (EUA) através do

teste ELISA, cujo os resultados estdo representados na tabela 4.5.

Tabela 4.5 - Quantidades de auto-anticorpos presentes nas fragdes de elui¢do e comparagdo com o
valor minimo positivo estabelecido pelo teste.

Amostras Teste ELISA (IU/ml) Positivo a partir de
Séricas (TU/ml)
1 anti-dsDNA 76,40 30,00
anti-Sm/RNP 80,00 8,00
2 Anti-Sm 30,00 8,00
anti-SS-A/Ro 63,00 8,00
3 anti-SS-A/Ro 15,70 8.00

Observa-se pelos resultados apresentados na tabela 4.5 que houve adsor¢do dos auto-
anticorpos testados, pois as medidas referentes as fragdes de elui¢do apresentaram resultados
positivos. Devido a grande diluicdo das amostras nos volumes de lavagem e elui¢ao, houve
dificuldade de medicdo dessas fracdes atraveés do teste ELISA, tendo-se a necessidade de
adicionar um volume maior da amostra do que o indicado pelo protocolo do referido teste (10 ul),

fato que pode ter provocado discrepancias nos resultados.

Tentou-se, em vdo, concentrar as fragoes de lavagem e elui¢do através de ultrafiltragdo.
Devido a grande perda de proteinas, que ficaram retidas nas paredes do recipiente € na membrana,

o fechamento do balango de massa tornou-se ainda mais dificil.

Como houve dificuldade de analise das fragdes de lavagem e de eluigido dos experimentos
em membranas His-PEVA finamente cortadas, decidiu-se utilizar um moédulo de filtragdo e realizar
experimentos com maior quantidade de soro, através da formagao de um “pool” de amostras
séricas de varios pacientes com doengas auto-imunes. Com o intuito de evitar a utilizacdo de
grandes volumes de proteina, construiu-se um pequeno modulo de filtragdo contendo membranas

de fibras ocas de PEVA e imobilizou-se histidina. Os experimentos foram realizados com os



“pools”, simulando-se um tratamento extracorporeo in vitro, conforme apresentado no topico

seguinte.

4.3. REMOCAO IN VITRO DE AUTO-ANTICORPOS EM MODULO DE FILTRACAO
HIS-PEVA

As membranas de fibras ocas de PEVA foram retiradas de um cartucho comercial e fixadas
em um modulo de vidro. A ativagdo das membranas foi realizada com 1,4 butanodiol diglicidil éter

e histidina foi imobilizada conforme descrito em materiais e métodos.

4.3.1. Verificacao da imobilizacdo de histidina nas membranas por sulfato de cobre

Através de uma analise qualitativa, a solugdo de sulfato de cobre a 50 mM foi alimentada
no modulo de membranas His-PEVA em modo frontal, que se tornou levemente azul (semelhante
a coloragao da solucdo de sulfato de cobre) devido as ligagdes de coordenag¢dao do cobre com a
histidina. Em seguida, lavou-se as membranas com agua ultrapura para eliminar o excesso de
cobre que nao formou ligagcdes de coordenacdo com a histidina imobilizada. Verificou-se que a
coloragdao azul persistiu nas membranas apos a lavagem das mesmas mostrando, assim, que a

histidina estava imobilizada nas fibras.

4.3.2. Retencgao de Ig(G humana pura em His-PEVA

Tendo-se imobilizado o aminoacido histidina nas membranas, em seguida, avaliou-se a
influéncia da razdo Qf/Q; (vazdo do filtrado/vazao de alimentagdo) e da concentragao inicial de
IgG na alimentagdo na capacidade de retencdo das membranas His-PEVA. Esse estudo foi
realizado com o objetivo de determinar as melhores condi¢des a serem utilizadas nos experimentos

com amostras séricas de pacientes com doengas auto-imunes.
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Os experimentos de filtragio foram realizados de acordo com um planejamento
experimental (BARROS NETO et al, 1995), tomando-se como variaveis independentes a
concentra¢ao de IgG na alimentagdo e a razdo Qf/Q,, e tendo-se como variavel dependente a

capacidade de retengdo de IgG do suporte.

Para averiguacdo do efeito dessas duas variaveis na capacidade de retengdo utilizou-se a
faixa de concentragdo de IgG na alimentac@o de 2,5 a 7,5 mg/ml, baseando-se na concentragdo de
IgG no plasma de um individuo sadio, cuja a concentragdo maxima € de 15 mg/ml (HOFFMAN,
1970) e na necessidade de dilui¢do da proteina no tampao de adsorgd@o (1:1). Para a razdo Qg/Q;,
utilizou-se a faixa entre 0,50 e 0,86. O limite maximo de 0,86 foi escolhido de acordo com
trabalhos publicados nos quais os autores empregam o valor de 0,86 para Qf/Q: na circulagdo
extracorporea do plasma através de filtracdo em cascata (LEGALLAIS et al., 1994). No entanto,
nessa condicdo tem-se freqiientemente observado o fenémeno de colmatagem quando membranas
com pequeno didmetro de poros sdo utilizadas, como € o caso da membrana de PEVA. Assim, o
valor do limite inferior de 0,50 foi escolhido com a intengdo de evitar a colmatagem da membrana
durante a filtragao do plasma. Os resultados para a capacidade de reten¢do do suporte, segundo o

planejamento experimental utilizado, sao apresentados na tabela 4.6.

Tabela 4.6 - Resultados do planejamento experimental linear 27 realizado com IgG humana
pura para avaliar a reten¢do de IgG em His-PEVA através de variagdes na concentra¢ao de
IgG na alimentagao e na razao Qg/Q;.

Ensaio Razio CA* CAD* CF* CR*
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/em’)
Qe O
1 0.5 (-) 2.5 (-) 2,27 1,32 0,189
2 0,86(+) 2.5(-) 2,30 1,33 0,193
3 0,5 (-) 7.5(+) 6,82 423 0,515
4 0,86(+) 7.5(+) 6,80 3,60 0,636
5 0,68(0) 5,0 (0) 4,62 2,48 0,425
6 0,68(0) 5,0 (0) 4,60 2.35 0.447
7 0,68(0) 5.0 (0) 455 2,5 0,408

*CA: concentragao de IgG na alimentagao; CAD: concentragdo de IgG na alimentagdo apos sua
dilui¢do no interior das membranas; CF: concentracdo final de IgG no reservatorio apos 1 hora de
recirculacdo e CR: capacidade de retengao de IgG das membranas His-PEVA.



O estudo do efeito da concentragdo de IgG na alimentagdo e da variagdo da razdo Qp/Q; na

capacidade de retencdo de IgG do suporte resultou na superficie de resposta representada na

figura 4.6, na qual o modelo linear ajustou-se bem aos dados, tendo-se obtido R* proximo de 1. A

tabela 4.7 apresenta os valores da analise de varidncia (teste F) e R” obtidos no estudo onde o

valor de R. € 33,56 sendo maior que R (9,28) no nivel de confianga de 95%, indicando uma

regressao significativa. A confirmacdo do bom ajuste do modelo em relacdo aos dados ocorre na

analise da falta de ajuste e erro puro, P. é 11,20 sendo menor que P (18,51), indicando que o erro

e a falta de ajuste s@o despreziveis.

Tabela 4.7 - Analise de regressio e varidncia do planejamento experimental linear 2° realizado para
verificar a influéncia das variaveis concentracdo de IgG na alimentagio e razio Qf/Q; na
capacidade de reteng¢do de IgG em His-PEVA.

Estudo

Modelo

R2

F tabelado

F calculado

R*

P#

R.* P.*

Retenc¢do

Linear

0,97

9,28 18,51

33,56 11,20

* R: valor de F tabelado para a analise de regressdo (intervalo de confianca de 95%);
P: valor de F tabelado para a falta de ajuste e erro puro (intervalo de confianga de 95%);
R.: valor de F calculado para a analise de regressao;
P.: valor de F calculado para a falta de ajuste e erro puro.
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Superficie de Resposta

Aoe Ay LY

Fig. 4.6 - Superficie de resposta do planejamento experimental linear 2* realizado para estudar os
efeitos das variaveis concentragdo de IgG na alimentagdo e razdo Qg/Qr na capacidade de reten¢dao
de IgG em His-PEVA.

Da analise da superficie de resposta obtida, verifica-se que a retengdo de IgG ¢
praticamente indiferente em relagdo a variagdo de Qg/Q;. Apesar dos resultados de capacidade de
retencdo dos experimentos realizados com Qg/Q; igual a 0,86 serem maiores que os resultados
encontrados nos experimentos onde se utilizou Qp/Qy igual a 0,5, referentes a concentracdo de
IgG na alimentacdo igual a 7,5 mg/ml, tem-se que essa diferenca atraveés do modelo € irrelevante
estatisticamente. A inclinagdo do grafico referente ao eixo relacionado a Qg/Q; € muito pequena.
A concentragdo de IgG na alimentagdo exerce um efeito relevante na capacidade de retengdo do
suporte, podendo ser observado através da caracteristica crescente da superficie de resposta.
Com o aumento da concentragdo obtém-se um aumento na capacidade de retengdo, dentro da
faixa escolhida para o estudo. Observa-se, ainda, que as concentragdes utilizadas ndo foram

suficientes para saturar as membranas His-PEVA.

Com base nesses resultados, decidiu-se verificar a influéncia de Qg/Q; empregando-se
concentragdes de IgG na alimentagdo em uma faixa que poderia abranger também os pacientes

com doengas auto-imunes, que podem atingir niveis de concentragdo de IgG no soro muito



maiores que os niveis de 1gG encontrados em individuos sadios, tentando-se obter também a

saturagdo de [gG nas membranas objetivando-se uma otimizacdo.

Estudou-se a faixa de concentracdo de alimentacdo de IgG de 7.5 a 25 mg/ml, pois a
analise dos valores abaixo de 7,5 mg/ml foi realizada no planejamento anterior e seria muito
dificil encontrar pacientes com doencas auto-imunes com os niveis de IgG acima do valor
estipulado de 25 mg/ml (como os experimentos sdo realizados com diluigdo da proteina no
tampdo de equilibrio 1:1, seria correspondente a um paciente com nivel de IgG equivalente a 50

mg/ml), Os resultados obtidos nesse planejamento estdo na tabela 4.8,

A superficie de resposta obtida nesse segundo planejamento esta apresentada na figura 4.7

2
i

e a analise de variancia e a regressdo obtidas através do planejamento experimental linear 2

estdo apresentadas na tabela 4 9

Tabela 4.8 - Avaliac@o dos resultados obtidos do planejamento experimental linear 2? efetuado
para estudar os efeitos da concentragdo de IgG na alimentagdo e da razdo Q:/Q, na retencdo de
IgG em His-PEVA.

Ensaio Relac¢do CA* CAD* CE* CR*
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/em®)
Qe &
1 0,5(-) 7,5(-) 6,82 4,23 0,515
2 0,86(+) 7.5(-) 6,8 3,6 0,636
3 0.5(-) 25(+) 22,77 13,67 1,809
4 0,86(+) 25(+) 23,26 12,82 2,076
5 0,68(0) 16,25(0) 14,78 9,1 1,129
6 0,68(0) 16,25(0) 14,99 9 1,191
7 0,68(0) 16,25(0) 14,83 8,33 1,292

*CA: concentragdo de IgG na alimentagdo, CAD: concentragdo de IgG na alimentagdo apos sua
dilui¢do no interior das membranas; CF: concentra¢do final de IgG no reservatorio apos 1 h de
recirculagdo e CR. capacidade de retencdo de IgG das membranas His-PEVA:
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Tabela 4.9 - Analise de regressdo e variancia do planejamento experimental linear 2° realizado para
verificar a influéncia das variaveis concentragdo de I[gG na alimentagdo e razdo Qf/Q; na

capacidade de retencdo de IgG em His-PEVA.
Estudo Modelo R? F tabelado F calculado
R* p* R.* p.*
Retencdo Linear 0,99 928 18,51 103,18 0,98

* R valor de F tabelado para a analise de regressdo (intervalo de confianga de 95%);
P: valor de F tabelado para a falta de ajuste e erro puro (intervalo de confianga de 95%);
Re: valor de F calculado para a analise de regressao,
P.: valor de F calculado para a falta de ajuste e erro puro,

Da tabela 4.9, o R’ igual a 0,99 demonstra um bom ajuste linear dos dados. Pela analise de
variancia dos dados, o R, igual a 103,18 € bem maior que o R tabelado igual a 9,28, mostrando
que a regressdo e significativa. O P, € 0.98 e encontra-se muito menor que o P tabelado no
ntervalo de confianga de 95% (18,51); portanto, pode-se dizer que a falta de ajuste e o erro
obtidos no planejamento sdo praticamente insignificantes, fato que confirma o bom ajuste do

modelo linear.

Superficie de Resposta

e piasy W
*

Fig. 4 7 - Superficie de resposta do planejamento experimental linear 2* realizado para estudar os
efeitos das variaveis concentragdo de IgG na alimentagdo e razdo Qg/Q; na capacidade de retengdo
de [gG em His-PEVA.



A superficie de resposta obtida na figura 4 7 mostrou um resultado similar aqueles do
planejamento anterior, onde a influéncia da variavel Qz/Q; nio tem um efeito relevante no
processo de retengdo de IgG. Com o aumento da concentragdo de IgG na alimentagdo ha um
aumento na capacidade de reten¢do de IgG em His-PEVA pois, provavelmente, a saturagdo da

membrana nao foi atingida.

E importante ressaltar que na retengdo de IgG em His-PEVA, ha varios fendmenos que
podem estar ocorrendo, provocando a remocdo da proteina, como a forma¢do de uma camada de
polarizacdo e o acumulo de proteinas nas vizinhancas e no interior dos poros da membrana,

podendo ndo significar uma interacdo da proteina com o ligante imobilizado

A superficie de resposta (figura 4.7) apresenta um comportamento crescente, mostrando
que, como a saturagdo de IgG em His-PEV A ndo foi atingida, haveria a possibilidade de realizar
experimentos em uma faixa de concentracio de IgG na alimentacio acima dos valores utilizados.
No entanto, raramente pacientes com doengas auto-imunes apresentam nivel de concentragdo de
IgG superiores aos estudados sendo, dessa forma, desnecessario aumentar as faixas de

concentracdo de IgG na alimentagdo.

Como todos os experimentos para determinar o efeito das variaveis estudadas no processo
de remocdo de IgG foram realizados com proteina pura, houve a necessidade de avaliar a
ia de Qg/Q; na capacidade de retengdo da membrana empregando-se plasma. O intuito
ucsses experimentos foi verificar se a presencga de outras proteinas presentes no plasma, diferentes

e IgG, influenciariam na capacidade de retengdo desta proteina em His-PEVA,

4.3.3. Influéncia de Q¢/(Q na filtracdo do plasma em His-PEVA

Com o objetivo de verificar a influéncia de Qg/Q; na reten¢do de IgG frente as demais
proteinas presentes no plasma, variou-se Qg/Q de 0,50 a 0,86 para uma mesma concentracdo de

IgG do plasma sadio de 10 mg/ml, que diluido em uma razdo de 1.1 correspondeu a 5 mg/ml.

O procedimento foi 0 mesmo utilizado nos experimentos com [gG humana pura. Mediu-se a

concentra¢io final de IgG do reservatorio apds 1 hora de recirculagdo em cada ensaio realizado
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através de nefelometria. Para cada valor de Q/Q; foi feita uma duplicata. A tabela 4.10 apresenta

os valores médios obtidos.

Tabela 4.10 - Analise da influéncia de Q/Q; na retenc@o de IgG de plasma humano sadio em His-
PEVA.

QO Capacidade de retengao
de IgG (mg/cm’)

0,50 0,465

0,68 0,460

0,86 0,470

* volume do reservatorio: 10 ml.

Analisando-se os resultados obtidos na tabela 4.10, ha confirmagdo do resultado obtido com
IgG humana pura, onde a variagao de Qf/Q; ndo demonstrou relevancia no processo. Os valores
de capacidade de retengdo para cada experimento foram muito proximos. Portanto, para os
experimentos com “pool" de soros de pacientes com doengas auto-imunes poderia-se utilizar

qualquer valor de Qg/Qr desejado.

4.3.4. Retenc¢do e Adsorgdo de auto-anticorpos em His-PEVA

Visto que a vanavel independente QF/Q; ndo influencia na capacidade de retengdo de IgG,
para avaliar a adsor¢do de auto-anticorpos na membrana de afinidade, utilizou-se Qy/Q; igual a
0,86 por ser um valor tradicionalmente utilizado em circula¢ao extracorporea para a remog¢do de
proteinas “patogénicas” do plasma humano (LEGALLAIS et al., 1994).

Para a realizacdo desse estudo, selecionou-se amostras séricas de pacientes que
apresentavam auto-anticorpos tipicos do LE.S., formando-se cinco “pools”. Os “pools™ foram
formados conforme a disponibilidade do volume das amostras no banco de soros e esses “pools”

diferiram entre si na quantidade e tipos de auto-anticorpos. Primeiramente, decidiu-se estudar os



auto-anticorpos anti-dsDNA e anti-SS-A/Ro separadamente e, por ultimo, esses auto-anticorpos
em presenca de outros auto-anticorpos. Os outros auto-anticorpos anti-Sm, anti-RNP e anti-
Sm/RNP ndo foram testados separadamente devido a dificuldade de se encontrar uma quantidade
suficiente de amostras para a formagdo desses “pools™. Apos a elaboragdo do “pool” foi feita uma
nova medida para cada auto-anticorpo, onde se obteve o resultado total representado na tabela
4.11. Todas as medidas de quantificagdo de auto-anticorpos foram feitas através de ELISA.

Os valores totais referentes ao anti-RNP foram calculados pela diferenga entre os valores
totais de anti-Sm/RNP e anti-Sm, pois ndo dispomos de kits ELISA para a detec¢do desses auto-
anticorpos. O valor do auto-anticorpo anti-cardiolipina foi medido apenas para o “pool” total nao

dispondo-se dos dados de cada paciente.

Tabela 4.11 - Quantidades de auto-anticorpos presentes nos “pools” de amostras séricas de
pacientes com doengas auto-imunes obtidas através de teste ELISA.

“Pools” anti- anti- anti- anti-Sm Anti- anti- Volume

dsDNA | SS-A/Ro | Sm/RNP | (TU/ml) RNP | cardiolipina (ml)
(IU/ml) (TU/ml) (TU/ml) (TU/ml) (IU/ml)

1 130,60 12,50

2 405,60 13,00

3 145,20 11.50

4 105,20 9920 40,60 1,25 39,35 11,00

5 167,40 140,00 26,00 1,64 24,36 24.80 13.00

___auséncia de auto-anticorpo; IU = unidade de auto-anticorpo.

Os experimentos de filtragdo foram realizados conforme o procedimento descrito em

materiais € métodos. Como tampdes de equilibrio foram utilizados Hepes a 25 mM a pH 7,0 e
Tris-HCl a 25 mM a pH 7,4 devido ao fato da adsorcdo de IgG em His-PEVA depender do

tampao utilizado.

O tampao Tris-HCI difere do tampao Hepes pelo fato de promover a adsor¢iao de IgG em
quantidades similares dentro de sua faixa tamponante nao dependendo muito do pH e Hepes,
promove a adsorgdo de IgG em quantidades maiores quando utilizado em pHs abaixo do seu valor

de pK,, (a quantidade adsorvida decresce rapidamente com o aumento do pH). Com relacdo as
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suas estruturas, Tris-HCI possui uma tnica carga, enquanto que Hepes possui duas cargas de

sinais opostos em pHs abaixo do seu pK, , como pode ser visualizado na figura 4.8.

OH
+ +/ \ SO.
HO —l— NH. - N 3
N/
H

OH

Tris Hepes

Fig 4 8 — Formulas estruturais dos tampdes utilizados para a adsor¢do de auto-anticorpos em His-

PEVA.

Estudos realizados por HAUPT et al. (1995), demonstraram que a distribuigdo de ponto
isoelétrico de IgG na frac@o adsorvida depende também do tamp@o utilizado. Com tampao Tris-
HCl a pH 8,5 o pl de IgG na fra¢do adsorvida variou na faixa de 8,2 a 9,3 e para Hepes a pH 7,0,
na faixa de 7,0 a 9,3. A composi¢do das subclasses de IgG das fragdes retidas e ndo retidas
também depende do sistema tamponante utilizado, Tris-HCI promove a adsorcdo de IgGs; e parte

de IgG; enquanto que Hepes promove a adsorgao de IgG, IgG. e IgG:s.

Como descrito em MARAN et al. (1997), os auto-anticorpos presentes em pacientes com
doengas sistémicas sdo em sua maioria, imunoglobulinas G das subclasses 1 e 3. Diante desses
estudos, resolveu-se utilizar também o tampao Tris-HCl como tampao de equilibrio para verificar
se alguma seletividade com relagdo a remogdao dos auto-anticorpos poderia ser obtida em

comparagao com o tampdo Hepes.

Escolhido os tampdes de equilibrio, os experimentos in vifro para a remog¢ao de auto-
anticorpos foram realizados como descrito em materiais € métodos (item 3.2.10). Ao término dos
experimentos foi determinada, através do teste ELISA, a concentragdo de auto-anticorpos
alimentada no modulo, concentracdo remanescente apds 1 hora de recirculagcdo e a concentragcao

de auto-anticorpos nos volumes de lavagem e eluigdo. Nao foi possivel a determinacdo da



quantidade de auto-anticorpos presente nas fragdes de regeneragdo, pois certamente estes

encontravam-se desnaturados. Os resultados estdo apresentados na tabela 4.12.

Pelos resultados com o “pool” 1, observa-se que as capacidades de retengdo (Cr) e
adsor¢do (Ca) de anti-dsDNA, em presenga de tampdo Tris-HCI diferem-se em 18% e 16%
respectivamente em relagdo aos resultados obtidos com o tampao Hepes. Analisando-se o “pool”
2, as diferengas entre os dois tampdes para os valores das capacidades de adsorgdo e retengdo nao

ultrapassam a 5%.

Em contraste aos resultados apresentados nos “pools” 1 e 2, para o “pool” 3, as
capacidades de retengdo e de adsor¢do de anti-SS-A/Ro em tampao Tris-HCI superam em 52% e
60% respectivamente aos valores obtidos com Hepes. Constata-se a possibilidade de existéncia de

seletividade com utilizagdo do tampao Tris-HCI para a remogao desse auto-anticorpo.

A analise do “pool” 4 mostra que para o auto-anticorpo anti-dsDNA, os valores
encontram-se relativamente proximos para os tampoes Hepes e Tris-HCI e, como ocorrido no
“pool” 1, as diferencgas entre as capacidades de retencdo e adsor¢dao foram menores que 20%, ndo
apresentando varia¢ao frente aos resultados obtidos onde estdo presentes outros tipos de auto-
anticorpos no “pool”. Para o auto-anticorpo anti-SS-A/Ro, a diferenga entre as capacidades de
retengao obtidas com o tampio Tris-HCI e Hepes foi de 74%, onde a maior remogio foi obtida
com Tris-HCI. A porcentagem de anti-SS-A/Ro adsorvida com o tampao Tris-HCI foi de 9% e a
obtida com o tampao Hepes foi de 5%, ressaltando-se que a capacidade de adsor¢do de anti-
SSA/Ro em Tris-HCI superou em 100% aos valores obtidos com Hepes. Em relagdo ao auto-
anticorpo anti-Sm/RNP, a capacidade de retengdo em Hepes € maior que a obtida em Tris-HCI
(33%) e as porcentagens adsorvidas diferem-se em 2%. Nao foi possivel obter as quantidades
referentes a elui¢do e a lavagem desse auto-anticorpo, pois os valores encontravam-se abaixo do
minimo positivo detectado pelo teste. Os valores de capacidade de retengdo para este auto-

anticorpo, nos experimentos com Tris-HCI e Hepes, foi 0 mesmo.

Analisando-se os experimentos com o “pool” 5, para o auto-anticorpo anti-dsDNA as
diferencas de capacidade de retencdo e adsorgao entre os dois tampdes € inferior a 20%, fato
também observado com o “pool” 4. Para o auto-anticorpo anti-SS-A/Ro, os valores encontrados

com a utilizagao do tampao Tris-HCI s3o bem maiores que os resultados encontrados com tampao
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Hepes, as capacidades de retengdo e adsorgdo de anti-SS-A/Ro em tampdo Tris-HCl superaram
em 100% aos resultados encontrados com o tampao Hepes. As capacidades de retencdo de anti-
Sm/RNP e anti-cardiolipina obtidas com Tris-HCI diferem-se em 14% e 13%, respectivamente, em
relacdo aos resultados obtidos com Hepes. Os valores de capacidade de retencdo e adsor¢do do
auto-anticorpo anti-Sm foram equivalentes na utilizagdo dos tampdes Hepes e Tris-HCL, conforme

observado com o “pool”4.



Tabela 4.12 - Resultados experimentais de retengdo e adsor¢@o dos auto-anticorpos anti-dsDNA, anti-SS-A/Ro,
anti-Sm e anti-Sm/RNP no mddulo de membranas de fibras ocas His-PEVA.

“Pool”  Tampdo  Auto-Anticorpo PRE*  POS* UR* L* E* 9%R* %A* Cr* Ca*
(IU/ml)  (U/ml) (V) (V) (1U) (IU/em®)  (IU/cm®)
1 Hepes anti-dsDNA 65,3 19,4 400 252 9] 67 15 8 1,8
Tris-HCI anti-dsDNA 65,3 12,3 471 286 107 79 18 9.4 2.1
2 Hepes anti-dsDNA 202,8 71 1134 640 432 62 23 22,5 8,6
Tris-HCI anti-dsDNA 2028 74,5 1099 590 4209 60 23 21,8 8,4
3 Hepes anti-SS-A/Ro 72,6 40,9 251 210 227 38 3 5 0,5
Tris-HCI anti-SS-A/Ro 72,6 27,7 383 3172 399 58 6 7,6 0,8
anti-dsDNA 52,6 21,4 264 210 25,2 55 5 52 0,5
Hepes anti-SS-A/Ro 49,6 25,4 197 160 20,5 44 5 3,9 0,4
anti-Sm 1,3 0.4 7.8 » o 66 w 0,2 o
4 anti-Sm/RNP 20,3 7.8 107 87 12,6 58 7 2,1 0,3
anti-dsDNA 52,6 17,3 305 240 18,3 64 4 6,1 0,4
Tris- anti-SS-A/Ro 49,6 11,1 340 276 39,6 75 9 6,8 0,8
HCI anti-Sm 1,3 0,4 7.8 ¥ " 66 =" 0,2 =¥
anti-Sm/RNP 20,3 11,4 71 55,2 9,1 38 5 1,4 0,2
anti-dsDNA 83,7 38,5 376 2356 1236 49 16 7,5 2,5
anti-SS-A/Ro 70 48,6 150 11,6 22 24 3 3 0,4
Hepes anti-Sm 1,6 0,9 55 ¥ ¥ 38 A 0,1 -
anti-Sm/RNP 13,0 8.3 35 23,6 7.5 29 f 0,7 0,2
5 anti-cardiolipina 12,4 7.1 42 24.8 13,2 37 12 0,8 0,3
anti-dsDNA 83,7 34,5 416 265 08 55 13 8,3 2,0
anti-SS-A/Ro 70 31 326 250 50,4 51 8 6,5 1
Tris- anti-Sm 1,6 0,9 55 ¥ 8 38 . 0,1 B
HCI anti-Sm/RNP 13 8,7 31 22.4 5,6 26 5 0,6 0,1
anti-cardiolipina 12,4 8 33 18 9,8 30 9 0,7 0,

* PRE = concentragdo de auto-anticorpo na alimentagfo; POS = concentragio de auto-anticorpo no reservatorio apds 1 hora de
recirculagfio; UR = unidades retidas de auto-anticorpo em His-PEVA apds 1 hora de recirculagfio; L = unidades de auto-anticorpos no

volume de lavagem;,
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Para os “pools” 4 e 5, onde se encontram varios tipos de auto-anticorpos fez-se uma
representagdo grafica dos resultados para uma melhor visualizagdo do processo (figuras 4.9, 4.10,

4.11,4.12).

2

Capacidade de retengao (1L em™)

TR

anti-Sm

——t

Tampio de equilibrio

Fig 4.9 - Representagdo grafica dos resultados de capacidade de reten¢do dos auto-anticorpos
presentes no “pool” 4 em His-PEVA.
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Fig. 4.10 - Representagdo grafica dos resultados de capacidade de adsorgdo dos auto-anticorpos
presentes no “pool” 4 em His-PEVA.
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Fig. 4.11 - Representa¢do grafica dos resultados de capacidade de retengdo dos auto-anticorpos
presentes no “pool” 5 em His-PEVA.

anti-dsDMA
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Capacidade de adsorgio (1LY o’

Tampao de equilibrio

Fig. 412 - Representagdo grafica dos resultados de capacidade de adsor¢do dos auto-anticorpos
presentes no “pool” 5 em His-PEVA.

Nos experimentos com os “pools” de amostras séricas de pacientes com doengas auto-

imunes tem-se que apenas para o0 auto-anticorpo anti-SS-A/Ro foi obtida uma variagdo de
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resultados significativa na utilizagdo dos tampdes Hepes a 25 mM a pH 7,0 e Tris-HCl a 25 mM a

pH 7.4 onde o tamp@o Tris-HCI apresentou maior capacidade de retengdo e adsorgio.

Uma provavel explicagdo para esse fato seria que com a utilizagdo do tampdo Tris-HCI a
pH 7.4, sdo adsorvidas especificamente em His-PEVA as subclasses 1 e 3 de imunoglobulinas G e
com a utilizagdo do tampao Hepes a pH 7,0 sdo adsorvidas em His-PEVA as subclasses 1, 2 e 3.
Com Hepes haveria uma maior competicdo entre as imunoglobulinas pelos sitios de ligacdo da
histidina, que poderiam ser ocupados por imunoglobulinas que ndo seriam especificamente auto-
anticorpos e de subclasses 1 e 3. Ja com Tris-HCIl, haveria uma maior especificidade que
promoveria uma melhor adsor¢do dos auto-anticorpos nesse sistema de afinidade, uma vez que
MARAN et al. (1997) demonstraram evidéncias de que os auto-anticorpos em doengas sistémicas
sao em sua maioria 1gG, e IgGs, e supostamente os auto-anticorpos anti-SS-A/Ro estudados
seriam dessas subclasses (MARAN et al, 1993; BENNION et al., 1990). Portanto, para a
remogao do auto-anticorpo anti-SS-A/Ro, a utilizagdo do tampao Tris-HCI seria a mais adequada,
enquanto que para a remo¢ao dos outros auto-anticorpos estudados, poderiam ser utilizados tanto

o tampao Tris-HCI quanto o tampao Hepes.

Ha varios dados em literatura referentes ao tratamento extracorporeo de pacientes com
doengas auto-imunes, contudo, estes estdo voltados para a situagdo clinica do paciente, sendo que
a maioria dos trabalhos nio divulga valores de capacidades de retengio (IU/cm’, IU/ g suporte) e
adsorgdo (IU/em?, TU/ g suporte) dos sistemas de afinidade empregados. Para a comparagio dos
resultados de remogdo de auto-anticorpos desse estudo com trabalhos publicados, imaginou-se um
processo extracorporeo em grande escala baseando-se nos resultados aqui relatados atraves de

experimentos in Vifro.

Remogao de IgG: Comparagdo entre os sistemas de afinidade His-PEVA e Phe-PVA

Considerando-se a utilizagdo de um cartucho de membranas His-PEVA de 2 m’ (44 ml)
para o tratamento extracorporeo de um paciente contendo auto-anticorpos anti-dsDNA em uma

concentragdao inicial no plasma de 50 TU/ml, valor equivalente a quantidade de anti-dsDNA



presente no “pool” 4, onde a capacidade de adsor¢ao de anti-dsDNA em His-PEVA obtida foi
igual a 0,5 IU/cm” em presenca de tampo Hepes (tabela 4.12) e fazendo o tratamento de 2 litros
de plasma do paciente em um periodo de 3 horas (correspondente a uma sessdo extracorporea),
apos trés sessdes de tratamento, a quantidade de auto-anticorpo adsorvida por volume de suporte

seria de 682 IU de anti-dsDNA /ml de His-PEVA.

Comparando-se o sistema His-PEVA com o sistema onde utiliza-se fenilalanina imobilizada
em gel de alcool poli vinilico (SCHENEIDER et al., 1990) e um volume de leito de 300 ml,
fazendo-se o tratamento de 2 litros de plasma do paciente, apds trés sessdes de tratamento a
quantidade de auto-anticorpo adsorvida por volume de suporte obtida foi de 267 IU/ml, sendo que
com a utilizacdo do sistema His-PEVA obteriamos teoricamente um valor 2.6 vezes maior que a

do suporte Phe-PVA.

Quanto a quantidade de auto-anticorpos presentes no plasma do paciente apos as trés
sessoes de tratamento extracorporeo, com o sistema His-PEVA restariam 10.000 IU de anti-
dsDNA e com o suporte Phe-PVA restariam 20.000 TU de anti-dsDNA. Os calculos para a

comparag¢do dos suportes estdo apresentados no anexo.

Uma vez que o sistema mostrou-se eficaz para a remogao in vitro dos auto-anticorpos,
avaliou-se, também, a adsorgdo e a retengdo de IgG, IgM e IgA desses experimentos, pois 0s
auto-anticorpos estudados podem ser dessas trés classes de imunoglobulinas. Investigou-se
também a perda de albumina no processo, pois uma das maiores vantagens da terapéutica das
doencas auto-imunes por adsorcao seletiva sobre a troca de plasma, € a eliminagao da necessidade
de reposi¢ao de proteinas essenciais ao paciente minimizando os riscos de contragido de infec¢des

virais e outras complicagges.

Avaliacdo da adsorcdo e da retengdo de IgG, IgM, IgA e albumina em His-PEVA

Na tabela 4.13 estdo apresentados os resultados referentes as analises nefelométricas de
IgG, IgM, IgA e albumina dos experimentos com “pools” de amostras séricas de pacientes com

doengas auto-imunes.
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Em relagdo a IgG, para os “pools” 1 e 2, a capacidade de retengdo e a capacidade de
adsor¢do sdo menores em 30% e 75%, respectivamente, na presenga de tampao Tris-HCI em
relagdo aos experimentos com o tampao Hepes. Para o “pool” 3, essas diferengas foram de 20%
na capacidade de retengdo e de 60% nas capacidade de adsor¢do. Para os “pools” 4 e 5 ndo
houveram diferencas entre as capacidades de retencdo na utilizacao de Hepes e Tris-HCI; em
contrapartida, as capacidades de adsor¢@o diferiram em 66% para o “pool” 4 ¢ em 60% para o
“pool” 5 onde os valores maiores foram obtidos em presenga de tampao Hepes.

Os resultados de capacidade de adsorgao mostraram-se superiores em presenga de tampao
Hepes, pelo fato desse tampdo promover maior adsor¢ao de IgG, comparado a outros tampdes
como Tris-HCI a 25 mM a pH 7,4 como observado em HAUPT et al. (1995). Para explicar esse
fenomeno de adsorcdo ha a seguinte hipotese: os ions do tampao Tris-HCl e os respectivos
contra-ions interagem com as moléculas da proteina via carga-carga e ocultam o sitio de ligagdo
da histidina porém, Hepes na sua forma zwiterionica ndo o faz.

A porcentagem media removida (%R) de 1gG dos experimentos com o tampao Hepes foi
de 69% e em relacdo aos experimentos com Tris-HCI foi de 60%. Para os resultados de
porcentagem adsorvida (%A), ha uma diferenga maior entre a utilizacao dos dois tampoes sendo
de 7,4% para os experimentos com Hepes e de 2,2% para os experimentos com Tris-HCI.

Comparando-se os resultados de adsorcao de IgG obtidos nesse trabalho com dados
publicados em outros sistemas de afinidade, verifica-se que a maior capacidade obtida do sistema
His-PEVA foi de 50 mg de IgG/ml, salientando-se que, nesse estudo, provavelmente a saturagdo
da membrana ndo foi atingida e a capacidade maxima do sistema que utiliza proteina A
recombinante imobilizada em fibras ocas de polisulfona (KLEIN et al.,1994) foi de 28 mg de
IgG/ml. Evidencia-se que a capacidade do sistema His-PEVA é maior que a do suporte proteina
A-polisulfona, fato também constatado por BUENO et al (1996), onde o resultado obtido de
capacidade méaxima de adsor¢do de IgG em His-PEVA, em modo dindmico, foi de 86 mg de
IgG/ml, ou seja, 3 vezes maior que o obtido por KLEIN et al. (1994).



Tabela 4.13 - Resultados experimentais referentes as analises nefelométricas realizadas para

verificar a adsorgdo e reten¢dao em His-PEVA de IgG, IgM, IgA e albumina.

“Pool” 1 2 3 4 5
Tampao H* Tre H Tr H 0 H Tr H Tr
IgG | 6.1 6,1 [60 60 |70 70 |98 98 |102 102
PRE* IgM | 0.4 04 |06 06 (05 05 |05 0,5 |05 0,5
(mg/ml) IgA |12 12 |16 15 |13 132 |16 16 |16 1.6
Alb [ 141 141 |156 156 [155 155 |160 160 | 155 15.5
IsG | 1,2 20 (21 30 [15 23 (28 30 |37 3.8
POS* IgM | 0,03 004 (003 0,16 [013 004 (006 002 |[0,14 0,13
(mg/ml) IgA |[0,2 03 |06 06 |04 06 [03 06 |07 0,6
Alb |52 66 |97 96 3 78 |83 69 |96 9.2
IgG 43,5 355 [335 245 [486 406 |61,1 591 |557 @ 547
MR* IgM | 3,3 32 |52 B39 |32 41 |39 43 |3, 32
(mg) IgA |89 79 |85 &5 |78 58 |115 85 |15 8,5
Alb | 762 622 |448 458 |679 629 |625 765 |449 489
IsG (348 325 [251 22,1 [370 366 [520 530 |[453 477
L* IgM |27 29 (46 3,7 |28 35 |33 35 |22 2,5
(mg) IgA | 7.8 715 |80 79 |60 47 |90 71 |62 6,3
Alb [ 814 677 [515 543 |[786 695 [719 844 |560 564
IeG | 5.2 13 (38 1,0 |50 21 |[53 18 |55 2.2
E* IgM | 04 02 |07 04 |03 03 |05 02 |05 0,3
(mg) IgA (0,13 018 (012 o011 | -° -* 10,11 " -+ 0,12
Alb | 025 035 |047 054 [055 046 |047 033 |037 03]
IsG | 78 64 |61 49 |76 64 69 66 60 59
%R* IgM | 91 88 |95 71 70 90 86 77 68 70
IgA | 82 72 (58 58 |66 49 (79 58 52 58
Alb | 59 49 |3 32 |48 45 |43 53 32 35
IeG | 9 2 7 2 9 3 6 2 6 2
%A* IgM | 11 6 3 7 7 7 11 4 11 7
IgA | 1.2 1,7 (08 07 |-* -t 0,7 - -3 0,8
Alb {02 03 (03 04 |04 03 |03 02 |02 0,2
IgG | 0,9 06 |07 05 [10 08 [1.2 12 |11 1,1
Cr* IgM |0,07 006 [01 008 |006 008 [008 009 [006 006
(mg/cm’) IgA | 0,2 02 |02 02 |02 01 |03 02 |02 0.2
Alb | 15 1.2 109 09 (13 13 |12 1,5 [09 1,0
IgG [ 1034 258 [755 199 [994 417 |1054 358 |1093 437
Ca* IgM [80 40 |[139 80 |60 60 |99 40 |99 6,0
(ng/cm’) IgA |26 40 |24 22 |-° -2 2.2 =" = 2,4
Alb | 5.0 70 |94 107 [109 91 |93 6,6 |74 6,2

*H = tampdo Hepes a 25 mM a pH 7.0; Tr = tampdo Tris-HC] a 25 mM a pH 7.4: PRE = concentragdo de proteina
na alimentagdo: POS = concentragdo de proteina no reservatorio apos 1 hora de recirculagdo. MR = massa de
proteina retida em His-PEVA: L = massa de proteina obtida na etapa de lavagem do moédulo: E = massa de
proteina obtida na etapa de elui¢do: %R = porcentagem de proteina removida: %A = porcentagem de proteina
adsorvida: Cr = capacidade de retengdo de proteina em His-PEVA: Ca = capacidade de adsorgdo de proteina em
His-PEVA: - = abaixo do limite de deteccdo do método.
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Analisando-se os resultados referentes & IgM, observa-se que a diferenca na capacidade de
retengdo em relagdo a utilizagdo dos dois tampdes ndo ultrapassa a 35%. Avaliando-se as

7.

capacidades de adsor¢do, para todos os “pools” com excecdo do “pool” 3, esta mostrou-se maior
com a utilizagdo do tampdo Hepes, onde para o “pool” 3 a capacidade de adsorgdo foi a mesma
nos experimentos com Hepes e Tris-HCI. As porcentagens removidas (%R) para todos os “pools™
foram em média de 82% para os experimentos com Hepes e 79% para os experimentos com Tris-
HCI e as porcentagens adsorvidas (%A), foram de 10% e 6% para os experimentos com Hepes e
Tris-HCI respectivamente.

As porcentagens adsorvidas (%A) de IgM em His-PEVA mostraram-se maiores que 08
valores obtidos com [gG em ambos os tampdes Hepes e Tris-HCl. O mesmo fato foi observado
nas porcentagens removidas (%R) dessas proteinas.

Em relagdo aos resultados obtidos da analise de TgA, praticamente ndo ha adsor¢do dessa
proteina em His-PEVA. Os valores de capacidade de adsorc¢do e porcentagem adsorvida (%A) sdo
pequenos quando essa proteina foi detectada no volume de eluigdo. Analisando-se a retengdo, ndo
se constatou diferencas significativas na capacidade de retencio de IgA em His-PEVA na
utilizagdo dos tampdes de equilibrio Hepes e Tris-HCI para os "pools" estudados. A porcentagem
meédia removida de IgA foi de 67% para os experimentos com Hepes e de 59% para os
experimentos com Tris-HCl e a porcentagem média adsorvida foi de 0,5% ¢ 0,6% respectivamente
para os experimentos com Hepes e Tris-HCL

Na analise de albumina dos experimentos com amostras séricas de pacientes com doencas
auto-imunes observa-se que a diferenca entre as capacidades de retengdo dos experimentos ndo
ultrapassa 25%. As varia¢Qes entre as capacidades de adsor¢do com os tampdes Hepes e Tris-
HCI, para os “pools” 2, 3 e 5 foram menores que 20%, para os “pools” 1 e 4 foram de 40% e 30%
respectivamente onde os resultados de maior adsorgdo foram obtidos em presenca de tampdo
Hepes. No entanto, pode ser observado que a perda média de albumina em relacdo a porcentagem
adsorvida em His-PEVA e de 0,3%.

Considerando os resultados de perda de albumina apresentados, a quantidade adsorvida
dessa proteina seria muito pequena no caso de um tratamento extracorporeo podendo a reposicdo
dessa proteina no paciente ser minimizada ou eliminada na utilizagdo do sistema His-PEVA da

seguinte forma: o sangue do paciente seria coletado com anticoagulante pela veia periferal e



passaria por um separador de plasma, promovendo a separagdo dos componentes celulares e
plasma. O plasma seria diluido em tampdo Tris-HCI ou Hepes, que provocaria modificagdo em seu
pH. Essa solugdo seria recirculada em um cartucho contendo His-PEVA onde os auto-anticorpos
seriam adsorvidos. As proteinas ndo adsorvidas, incluindo a albumina, seriam removidas do
interior das fibras através de uma lavagem do modulo com o tampéo de equilibrio e a solugdo
proteica obtida passaria por dialise e ultrafiltragdo para ajuste de pH e remogdo do tampio,

retornando ao paciente, conforme representado na figura 4.13.

Separador de
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Fig. 4.13 - Simulagio de uma sessdo de tratamento extracorporeo para a remogdo de auto-
anticorpos utilizando o sistema de afinidade His-PEVA

Pelos resultados observados nesse estudo, o sistema His-PEVA proposto apresenta-se
como uma possivel alternativa aos tratamentos extracorporeos existentes para a remogdo de auto-

anticorpos de pacientes com doengas auto-imunes que utilizam outros sistemas de afinidade.
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CAPITULO S

CONCLUSOES E SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

&1, CONCLUSOES

{} aminoacido histidina imobilizado em membranas de fibras ocas foi avaliado neste
trabathe como ligante de afimidade para a remogio de auto-anticorpos de amostras séricas de

pacientes com doengas aufo-imunes.

Inicialmente, utiizou-se as membranas de fibras ocas de PVA, como matriz para a
imobilizaciio de histidina e observou-se através de uma eletroforese SDS-PAGE que houve
seletividade desse suporte em relacBo 2 adsorgio de IgG humana. Mais tarde, porém, tomou-se
ciéncia que estas membranas nfo estavam mais sendo fabricadas ¢ optou-se por interromper o seu
estudo e utilizar as membranas de fibras ocas de PEVA como suporte para a imobilizaco de
histidina, uma vez gue BUENG et al (19954, 19958 e 1996) desenvolveram estudos

promissores com relagfo & adsorgfio de Ig(G humana desse suporte.

Os resultados dos experimentos com as fibras His-PEVA finamente cortadas mostraram,
de maneira qualitativa, que os auto-anticorpos foram adsorvidos em His-PEVA. Como o objetivo
principal desse trabalho era a detecgio das quantidades de auto-anticorpos que seriam removidas
com a utilizagio desse suporte, houve a necessidade de se definir uma outra estratégia para a
execucio dos experimentos de forma a possibilitar uma detecgfio quantitativa dos auto-

anticorpos.

Através de planejamento experimental, foi investigada a influéncia da razio Qy/Q; e
concentracdo de Ig( na alimentacio sobre a capacidade de retenciio de IgG em His-PEVA. Os
resultados obtidos mostraram que dentro das faixas de valores estudadas, (3»/Q; nfo apresentou

um efeito significativo na retencio de IgG. O planejamento também possibilitou constatar que a



capacidade de retenciio de IgG aumentou de acordo com a concentragio de IgG na alimentagdo
{quanto maior a concentracio, mailor a quantidade retida por unidade de drea da membrana) e que
a capacidade maxima de retenglo das membranas His-PEVA ndo fol atingida (obteve-se com os
experimentos realizados, uma retenc@o de 2,076 mg/ml). Devido a auséneia da necessidade de se
expandir o planejamento utilizando-se maiores concentragbes de IgG na alimentagio que as ia
estudadas, (uma vez que n3o se enconiram paciertes com 08 nivels maiores que 0s estudados),
testou-se plasma humano sadio e verificou-se que a presenca de proteinas diferentes de IgG nfo
afetaram na retencdo de 1gG e que as capacidades de retenglo obtidas nesses experimentos sio

similares as encontradas nos experimentos com IgQ pura.

Como etapa final, verificou-se a adsor¢io e a retengio dos auto-anticorpos de amostras
séricas de pacientes, detectando-se a presenca dos mesmos nos volumes de lavagem e eluig@o.
Para estes experimentos foram utilizados dois tampdes de equilibrio (Hepes a 25 mM apH 70 e
Tris-HCl 2 25 mM a pH 7.4}, com ¢ objetivo de verificar alguma seletividade com relagfio a
adsorcdo e a retengfo dos auto-anticorpos. O tampdo Tris-HC! exibiu valores superiores de
capacidade de retencdo e adsorcio do auto-anticorpo antl-SS-A/Roe comparado ao tampio Hepes,

onde os resuliados obtidos superaram em 100% aos resultados com Hepes.

A titulo de comparacio com outros sisternas de afimdade, imaginou-se um tratamento
extracorporee in vivo utilizando-se His-PEVA para a remocido do auto-anticorpe anti-dsIDNA
onde se detectou que a quantidade de anti-dsDNA removida por volume de leito utilizado seria
supostamente 2,6 vezes maior gque a do sistema Phe-PEVA utilizado por SCHENEIDER et al.
(1998).

Em relaciio a adsorgio de proteinas em His-PEVA, foi observado que IgG € adsorvida em
maior quantidade quando ¢ utilizade Hepes como tampdo de equilibrio, conforme observado por
HAUPT et al. (1995). O suporte His-PEVA mostrou-se capaz de adsorver IglG em quantidades
maiores gue as observadas com a utilizagiio do sistema proteina A-polisulfona retratado por
KLEIN et al. (1994 ), confirmando-se o3 resultados obtidos por BUENO et al. (1996). IgM foi
adsorvida em maior quantidade em comparaciio com IgG em His-PEVA e a adsorcéo de IgA em
His-PEVA foi praticamente insignificante atingindo valores abarxo do limite minimo de deteccio
do teste. A perda de albumina considerando-se a adsorgio em His-PEVA ¢ de aproximadamente

0,3%, podendo 4 sua reposicdo no caso de wtilizaclo de His-PEVA em um sistema exiracorporeo
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in vive ser munimizada ou eliminada.

Pelos resultados obtidos, pode-se concluir que o processo de filtrago em membranas de
fibras ocas His-PEVA mostrou-se capaz de remover os auto-anticorpos patogénicos de amostras
séricas de pacientes com doengas auto-imunes pedendo, desse modo, vir a contribuir para o

avango do estude da terapéutica das doengas por auto-imunidade.
£.2. SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

Como ocorre em muitos trabalhos experimentais, nesse estudo de remocdo de auto-
anticorpos de pacientes com doengas auto~-imunes, surgiram varias dificuldades para se atingir a
resolucBo do objetivo proposte. Muitas vezes, deparamos com varios obstaculos onde tivemos
que escother uma alternativa mais viavel para a continuagfo dos trabalhos experimentats, como a
escolba da melhor membrana a ser utilizada e a dificuldade de obtenciic de resultados
quantitativos nos experimentos com amostras séricas de pacientss com doengas auto-imunes em
membranas His-PEVA finamente cortadas, onde as altemativas escolhidas mostraram-se as mais

viaveis de acordo com o andamento da pesquisa.

Como foi atingido o objetivo imcial proposto, atraves dos resultados finais de
remogio/adsorcio de auto-anticorpos em membranas His-PEV A, acredita-se que esse tema de
pesquisa deverd ser mais explorado. Muitos s&o os caminhos que poderdo ser seguidos devido &

complexidade e multiplicidade de fatores que esse tems apresenta.

Varias sdo as sugesides aqueles gue darfo continuidade a esse trabalho. Uma sugestiio
seria a realizac@o de um processo de tratamento extracorpbrec i virro para a remogdo dos auto-
anticorpos, conforme o utilizado nesse estudo, fazendo-se algumas modificagbes no
procedimento dos experimentos como: uma lavagem rapida no interior dos poros das membranas
Hig-PEVA contidas no mddulo, retornando o contetido de proteinas aderidas & membrana sem
gualquer interagio com a mesma para o reservatdrio. A medida de concentrag@o final de 1gG no
reservatorio apos a recirculacio da soluglio pelo moédulo seria feita apds essa lavagem e a

quantidade de auto-anticorpos retidas em His-PEVA seria verificada com uma methor eficacia.

Cutra sugestdo seria realizar os experimentos de filtracio de auto-anticorpos utilizando-se



um médule maior de 2 m” de 4rea superficial interna das membranas e verificar se os resultados

sfo reprodutiveis em relagdo aos obtidos nesse estudo, Além disso sugeriria:

e Investigar, através de analise de custo, a viabihidade desse suporte na aplicacdo em um
tratamento extracorpdreo de pacientes com doencgas auto-imunes comparando-se com 08

suportes ja disponiveis para tratamento i vivo.

+ Analisar a adsorclio do auto-anticorpo SS-A/Ro em His-PEVA na presenca de tampéo Tris-

HCL, comparando-se com os resultados de adsorgio obtidos com o tampio Hepes.
e Determinar a necessidade de reposicfio ao paciente de proteinas como complementos,
fibrinogénio, ete.

s Investigar a possibilidade de se tratar ¢ volume de lavagem, onde poder-se-ia implantar um
nove sistemna para a adsorgdo dos auto-anticorpos presentes nesta fragio. As proteinas

provenientes da lavagem posteriormente tratada retornariaim ao paciente.

s Verificagiio da implantacio de um sistema para a retirada do tampio de equilibno da

solugdo de plasma de modo que este ndo venha a causar danos ao paciente.

» Verificagdo quantitativa da histidina imobilizada em His-PEVA e investigagio de um

método para dosagem de histidina apds a viilizag@o do modulo em sessbes extracorporeas.
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ANEXQO
Comparacdo do sistema de afinidade His-PEVA com a literatura

Para uma concentragio de anti-dsDNA no plasma do paciente de 30 TU/ml, realizando-se

o tratamento de 2 litros de plasma em trés sessdes extracorporeas tem-se 0s seguintes calculos:

C =50 1U/mi:
Em 2 Itros ou 2.000 ml de plasma hé 100.000 IU de anti-dsDNA antes do tratamento

(50 TU/ml) x (2.000 mi) = 100.000 TU

His-PEVA

# Capacidade de adsorgio de anti-dsDNA (Ca), refente a C = 50 IU/ml, ¢ de = 0,5 [U/cm”.

T

> A area ocupada pelas membranas (50,3 cm®) corresponde a um volume de 0,11 em®, portanto
para um modulo contendo membranas His-PEVA com 4rea de 2 m* (20.000 em®) o volume

ocupado pelas membranas (V) seria de 44 ml:

_{(011D)(20.000)
Vo= :’5{} 3 = 44ml/ Ei}uﬁgﬁ(} 1
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Apnexo

Tabela | — Representacfo da simulacio de um tratamento extracorporeo in vivo utilizando-se His-
PEV A para a remocdo do auto-anticorpo anti-dsDNA.

Sessbes extracorpbreas | Quantidade de anti- | Unidades Adsorvidas { Quantidade de anti-
dsDNA inicial (IU)} _ dsDINA remanescente
aw | ‘
| ()
12 100,000 10U 30.000 10 g} 70.000 1L
22 70000 10 30,000 U ;1 40.000 TU
]
3 40.000 TU ! 30,000 IU | 10.000 1
Tlustragdo do caleulo realizado:
¥ 17 sessdo de tratamento extracorpdreo
inicial = 100.000 10
Ca = 0,5 [U/em”
Area = 20,000 om®
Caleulo das untdades adsorvidas (X) em 1 hora de recirculagio
X = (0,5)20.000}) = 1000070 Equacio 2

Supondo-se a utilizacio de 3 colunas em cada sessfio extracorpdrea, sendo cada uma delas
utilizada em ! hora da sessBo, no final de 3 horas (duragio da sessio do fratamento

extracorporeo) haveriam 30,000 I adsorvidas.

Cuantidade de anti-dsDINA remanescente:

100,000 U (iniciais) — 30.000 IU (adsorvidas) = 70,000 1U




# A guantidade de auto-anticorpo adsorvida por volume de membrana =

(N U4 U ,_
YU _ U .
O - quagio

onde:

N = n° de sessbes extracorporeas (3},
UA = unidades adsorvidas em cada sessfio extracorporea (30.000 11,

C = n° de cartuchos His-PEVA (3};
YV = velume das membranas (44 ml);

Phe-PVA

Volume do gel de PVA = 300 mi
inicial = 100.000 TU

Quantidade de anti-dsDINA removida em 3 sessbes de tratamento extracorporeo = 80.000 IU

Guantidade de anti-dsDNA remanescente = 100.000 IU - 80.000 T = 2000010

# A quantidade de auto-anticorpo adsorvida por volume de gel =

80.000 1o}
=267
300 mil



