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CAPÍTULO I 

DOENÇAS 
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imunossupressoras (YAMAZAKI et at, 1989; lKOMONOVet al., 1992; BERTA et a!., 1994), 

Vários estudos têm sido realizados para o desenvolvimento de métodos de adsorção seletiva 

visando a remoção das substâncias patogênicas do plasma. Entre os ligantes mais utilizados estão 

proteína A, fenila!anina e triptofano (SCHENEIDER et al., 1998). No entanto, esses ligantes 

apresentam várias desvantagens, entre elas destacamos as mais relevantes: o iigante proteína 

não adsorve a subclasse IgG3 além de possuir custo elevado, o triptofano é de uso limitado devido 

à sua afinidade por fibrinogênio e fenilalanina oferece menor adsorção de auto-antieorpos que 

os outros Jigantes citados (SCHENEIDER et at, 1998). 

Devido a esses inconvenientes, o desenvolvimento de métodos seletivos de remoção 

anticorpos deletéricos reveste-se de relevância visando o sucesso terapêutieo de algumas doenças 

auto-imunidade. 

1.2. OBJETNO E ETAPAS PROPOSTAS 

Com o objetivo de contribuir com os métodos existentes para a remoção de auto-anticorpos, 

propôs-se a utilização do aminoácido histidina como ligante, uma vez que este mostrou 

seletividade quanto à adsorção de IgG humana (BUENO et al., 1995a). 

Como no tratamento extracorpóreo é necessària a utilização de vazões elevadas, nesse 

trabalho utilizou-se membranas de fibras ocas como matriz para imobilização do Jigante histidina 

com o objetivo de se tratar grandes volumes por unidade de tempo (BRANDT et al., 1988). 

comumente utilizada em sistemas de circulação extracorpórea varia entre 30 e 70 mllmin. 

Como etapa inicial do trabalho, propôs-se a utilização de membranas de fibras ocas de 

álcool poli vinílico como suporte para a imobilização de histidina, por apresentarem diâmetro de 

poros bem maior (0,2 11m) do que as membranas de álcool poli etileno vinilico (0,05 !lm), 

utilizadas por BUENO et al. {1995a, 1995b e 1996), devido a observação de alguns 

inconvenientes como um acúmulo de proteínas nas vizinhanças e no interior dos poros 

membrana. 
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CAPÍTUL02 

REVISÃO BffiLIOGRÁFICA 

A revisão da literatura referente ao estudo da remoção de auto-anticorpos através 

filtração por afinidade em membranas de fibras ocas foi dividida em três tópicos: doenças auto­

imunes, imunoglobulinas e tratamento das doenças auto-imunes. 

Essa revisão não tem o objetivo de explorar de maneira exaustiva e completa os tópicos 

abordados, mas apontar os conhecimentos básicos e necessários para o entendimento 

trabalho. 

DOENÇAS AUTO-IMUNES 

Uma das propriedades do sistema imune é a sua habilidade em defender o organismo 

contra a invasão por agentes estranhos. Ao lado dessa capacidade para responder a estimulação 

antigênica, desenvolveu-se no sistema imunológico um outro mecanismo que impede 

sel.etivamente a produção de anticorpos contra os componentes do próprio organismo. Esta 

capacidade discriminativa é conhecida como "self toierance" ou tolerância aos componentes 

próprios do organismo (ABBAS et al., 1997). 

Numerosas observações, tanto de natureza clínica como experimental, têm mostrado que 

os mecanismos que mantêm a tolerância aos antígenos "self' podem ser perturbados, 

desencadeando-se, em consequência, processos auto-imunes (ABBAS et al., 1997). Quando isso 

ocorre, são produzidos auto-anticorpos, isto é, anticorpos capazes de reagir com componentes 

próprios ("self') do individuo (ROITT et al, 1987). 

As doenças auto-imunes podem ser vistas na forma de um espectro (figura 2.l} um 

extremo estão as doenças órgão-específicas apresentando auto-anticorpos séricos órgão­

específicos. Na outra extremidade do espectro estão as doenças órgão não-específicas, po<der!do 

ser exemplificada pelo lupus eritematoso sistêmico (LE$). 
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2.2. IMUNOGLOBUL.INAS 

O plasma humano consiste de numerosas proteínas (mais de 100) que estão presentes em 

diferentes concentrações e que exibem funções biológicas diferentes. De um conteúdo total de 60 

mglml de proteínas, as presentes em maior quantidade são albumína (45 mglml) e lmunoglobulina 

(8-11 mglml) (BURNOUF, 1995). As imunoglobulinas serão a base desse estudo da remoção 

dos auto-anticorpos e portanto, serão abordadas com detalhe nesse tópico. 

1. lmzmoglobulintiS: estrutura e funçiio 

O sistema imunológico consiste de uma variedade de moléculas e células das quais as 

imunog!obulinas e os linfócitos são as mais importantes. Há dois tipos de linfócitos, células T e 

células B. As células T estão envolvidas na imunidade celular e as células B sintetizam as 

moléculas que reagem com os antígenos: as ímunoglobulinas (VLUG et al., 1989). 

As imunoglobulinas são glicoproteínas compostas de 82 a 96% de proteínas e 4 a 18% de 

carboidratos. Basicamente cada molécula de imunoglobulina é composta de duas cadeias pesadas 

JdentH)aS e duas cadeias leves idênticas unidas por ligações dissulfeto. As cadeias pesadas 

massa molecular de 50.000 Da e as cadeias leves, em tomo de 23.000 Da (ROITT et aL, 1987). 

Conseqüentemente, a molécula de IgG tem massa molecular de aproximadamente !50.000 Da 

(figura 
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Cadeia 
leve 

Cadeia___.---­
pesada 

Fab 

F c 

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

A molécula de imunoglobulina possui duas partes denominadas Fab e uma parte chamada 

Fc, ligadas por uma região flexível. A parte Fab possui a função de ligar-se ao antígeno e a Fc é o 

local de ligação de complementos e receptores e varia conforme a classe de Ig (VLUG et ai., 

1989). 

Há diferentes formas de imunoglobulinas humanas e essa variedade é típica dos marniferos 

em geral. Cinco classes de imunoglobulinas são conhecidas: IgG, [gM, Ig~ IgD e IgE, quatro 

subclasses de IgG (IgGt, IgG2, IgG3 e Igü~) e duas subclasses de IgA (IgAt e IgA2) (VLUG et al., 

1989). 

As classes e as subclasses de imunoglobulinas são determinadas pelo tipo da sua cadeia 

pesada. As estruturas das cadeias pesadas diferem na sequência de aminoácidos, no comprimento 

das cadeias e no conteúdo de carboidratos. Os diferentes isotipos de Ig possuem funções 

biológicas diferentes. Segundo ROITT et ai. (1987), as propriedades biológicas das 

ununoglobulinas nos seres humanos são: 

• lgM: produzida nos primeiros estágios da resposta imune. 

• IgG: a mais abundante do soro, produzida nos últimos estágios da resposta imune. 

• (gA: é a mais abundante em secreções exócrinas (saliva, lágrimas, muco brônquico e muco 



intestinal) Primeira linha de defesa contra antígenos bacterianos e virais. 

• IgD. receptor de ligação (antígeno-células B), raros no soro, não havendo, até o momento, 

outra função biológica descrita. 

• IgE: baixos rúveis no soro, importante ao conferir proteção contra parasitas; possui função nas 

reações alérgicas 

Algumas propriedades fis ico-quírnicas das imunoglobulinas estão apresentadas na tabela 

2.1. 

a e a -Tb l 21 Al QUmas propne a es stco-qutmtcas . d d fi . d 1 b r as tmuno~ o u mas. * 
IgG IgA lgM IgD IgE 

Massa Molecular (k.Da) 150 160 900 185 200 
Teor de carboidratos % 2-3 7- l l 12 9-14 12 

To tal de imunoglobulina no 80 13 6 O-I 0,002 
soro adulto % 

*Modificado de ROITT et al.. t987. 

As quatro subclasses de IgG diferem principalmente na região intermediária em termos de 

número de resíduos envolvidos e número de pontes dissulfeto. O comprimento e a flexibilidade da 

cadeia intermediária varia de acordo com a subclasse. A concentração relativa no soro é lgG1 > 

IgG2 > fgG3 > TgG4. Os níveis das subclasses de rgG no soro são influenciados por vários fatores 

como: idade, raça e sexo (VLUG et ai., 1989). As subclasses de imunoglobulina G estão 

representadas na figura 2.3 e as suas propriedades estão apresentadas na tabela 2.2 
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imunoglobulinas A eM (NAPARSTEK, 1993). Os pacientes que apresentam doenças auto-

imunllS possuem em seu soro/plasma um ou mais tipos de auto-anticorpos. O foi escolhido 

para o estudo diante da variedade de auto-anticorpos que os pacientes acometidos por essa 

doença apresentam. 

Auto-anticorpos em LE.S. 

Dentre os auto-anticorpos presentes em pacientes com lupus eritematoso sistêmico 

destacamos anti-DNA, anti-Sm/RNP, anti-Sm, anti-RNP, anti-SS-A/Ro e anti-fosfo!ipídios 

dítigidos, principalmente, contra componentes presentes no núcleo. 

.. Anticorpos anti-DNA 

Os auto-anticorpos anti-DNA são duas populações de auto-anticorpos: uma dirigida 

contra o DNA de dupla cadeia ( dsDNA) ou DNA nativo e outra contra o DNA de cadeia 

(ss-DNA). O anti-dsDNA é o único auto-anticorpo claramente implicado na patogênese de S. 

com formação de imunocomplexos, deposição renal e inflamação local. Dos pacientes com 

em atividade, 70% são positivos para o anti-dsDNA (NAPARSTEK, 1993). Em aproximadamente 

5-15% de pacientes hípicos, anti-dsDNA não é detectado. Em alguns casos os auto-anticorpos 

anti-DNA estão presentes, mas sua detecção através dos testes convencionais é dificultada pela 

sua ligação em complexos imunes (LAHITA, 1992). 

" Anticorpos anti-Sm, anti-RNP e anti-Sm/RNP 

O alvo dos auto-anticorpos antí-Sm é o antígeno Sm que é um complexo constituído por 

várias proteínas diferentes associadas à pequenos RNAs nucleares. auto-anticorpo 

presente quase que exclusivamente em pacientes com L. E. S., embora sua freqüência nessa doença 
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cardiolipina podem ser das classes IgM, IgG e IgA A determinação de IgM é um indicador do 

diagnóstico do inicio da doença auto-imune, IgG é encontrada em estágios progressivos da doença 

e os auto-anticorpos do tipo IgA estão freqüentemente associados com a presença de A 

sindrome do anticorpo anti-fosfolipídio não é limitada a pacientes com '-'-""'-"'­

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

2.3. TRATAMENTO DAS DOENÇAS AUTO-IMUNES 

podendo estar 

O tratamento das doenças auto-imunes pode ser feito através da administração 

medicamentos e/ou remoção das proteínas patogênicas do organismo por tratamento 

extracorpóreo podendo ser por troca de plasma ou por eliminação seletiva do auto-anticorpo. 

No caso de doenças órgão especificas, onde os auto-anticorpos presentes são específicos 

de órgão, o emprego de medicamentos é geralmente adequado (ROITT et a!., 1987). No caso de 

doenças órgão não-específicas, como por exemplo o lupus eritematoso sistêmico, medicamentos 

freqüentemente em doses elevadas ajudam a suprimir as lesões inflamatórias. Tentativas têm 

para inibir a síntese auto-anticorpos através de drogas imunossupressoras. O tratamento a 

longo prazo com determinadas drogas é ainda considerado perigoso e incerto quanto aos seus 

resultados (ROITT et al., 1987). 

O risco da utilização prolongada dessas drogas está nos efeitos colaterais que essas podem 

provocar como: anemia, baixo nível de anticorpos no sangue, aumento do risco à infecções, 

osteosporose, pressão arterial elevada, catarata, úlcera gástrica, além da predisposição ao câncer. 

tratamento controla mas não elimina a doença. Devido a esses inconvenientes, esses 

medicamentos são geralmente administrados nas formas mais graves e evoluídas doença 

(REVILLARD, 1994). 

Para tratar a fuse aguda da doença há um método alternativo para a remoção dos auto­

anticorpos do organismo a partir de um tratamento extracorpóreo do sangue do paciente, serrdo 

por troca de plasma ou por remoção seletiva do auto-anticorpo (MALCHESKY et al, 1993). 
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plasma 

Fig. -Princípio do tratamento extracorpóreo por adsorção seletiva de auto-anticorpo. 

Vários adsorventes de afinidade contendo ligantes imobilizados tais como: proteína 

triptofano e fenilalanina, têm sido desenvolvidos para a remoção seletiva de auto-anticorpos do 

plasma humano (lKOMONOVet al, 1992). 

Adsorventes de afinidade utilizados no tratamento extracurpúreo 

Proteína A é um receptor Fc bacteriano encontrado na superficie da parede celular ou 

secretado pela maioria das linhagens de Staphyloeoccus aureus. É capaz de ligar-se à região de 

espécies e subclasses de IgG. Os elementos de reconhecimento antigênicos estão localizados na 

parte Fab molécula de IgG, conseqüentemente, a interação dos receptores Fc bacterianos com 

determínantes da região constante da cadeia pesada de IgG não influencia na habilidade do 

antic,orpo em reconhecer o seu antígeno. Além de ligar -se à parte F c da IgG, a proteína liga-se, 

com menor afinidade, ao fragmento F'(ab)2 da IgG humana, IgM, lgA e IgE (BOYLE et 

1987). Devido a essa grande afinidade pela parte Fc de ímunoglobulinas 

extensivamente utilizada em imunoensaíos (CHEN et al, J 990). 

proteína A tem sido 

Proteína A também tem sido utilizada como !igante na remoção de auto-anticorpos do 

plasma de pacientes com doenças auto-imunes como a púrpura trombocitopênica idiopátíca. 

terapia de imunoadsorção com proteína A como ligante está também sendo investigada na 
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sepharose na remoção vitro de auto-anticorpos do tipo IgG do soro de pacientes com 

insuficiência renal Proteína G-sepharose mostrou-se mais eficiente, no entanto, apesar da pnJte[na 

apresentar várias vantagens, possui um custo elevado o que torna inviável a sua utilização. 

Outro ligante utilizado no tratamento extracorpóreo por adsorção seletiva de auto­

anticorpos é o anticorpo policlonal de canJeim anti-Ig humana imobilizado em gel de sepharose 

para o tratamento de pacientes com púrpura trombocitopêníca idiopática (RICHTER et 

Através da utilização desse suporte, foi possível remover quantidades similares das diferentes 

subclasses de (SCHNEIDER et al., 1998). 

suporte para tratamento extracorpóreo desenvolvido por TERMAN et al. (1977), com 

DNA imobilizado em partículas de carvão vegetal foi eficaz na remoção de auto-anticorpos antí­

DNA em animais e posteriormente, esse mesmo suporte foi testado em seres humanos (TERMAN 

et al., O suporte constituído de DNA imobilizado em filmes de colágeno polimerizado 

desenvolvido para a remoção especifica do auto-anticorpo anti-DNA foi testado in vitro em 

plasma de pacientes com lupus eritematoso sistêmico (HABffi et al., 1984). Um pollrnero de 

poliestireno fosforilado também foi utilizado para promover a remoção de antí-DNA de soros de 

pacientes (LETOURNEUR et al., !992). No entanto, nenhum desses suportes foi testado in vivo. 

Os aminoácidos fenilalanina e triptotàno imobilizados em géis de PV A (álcool poli vinílíco) 

também tem sido utilizados no tratamento extracorpóreo de pacientes com doenças auto-imunes 

l'U''.Ifl.L"""" et al., 1989). O triptofano imobilizado em gel de álcool poli vinílico foi utilizado na 

remoção auto-anticorpos em pacientes com rnyasthenia gravis (Y AMAZAKT et e 

fenílalanína, também imobilizada na mesma matriz, foi utilizada no tratamento de pacientes com 

lupus eriternatoso sistêmico (SCHNEIDER et aL, 1990) e com esderose múltipla (Y AMAZAKT et 

aL, 1989). Ambos suportes eliminam auto-anticorpos do tipo antí-DNA, complexos imunes, anti­

fosfolipídios e fator reumatóide através de interações hidrofóbicas. Outros auto-anticorpos corno 

anti-RNP, anti-Srn e anti-SS-AJRo são removidos em menor quantidade. comparação, o 

triptofano como ligante oferece urna afinidade maior na remoção de IgG, mas possui uma alta 

afinidade por fibrinogênío tomando o uso desse suporte limitado. Nenhuma dessas colunas é 

regenerável, não podendo ser reutilizadas em outras seções extracorpóreas (SCHNETDER et 

1998). 
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hístídina exemplificada na figura 2. 5 e suas propriedades estão apresentadas na tabela 2.3. 

Massa Molecular 
(kDa) 

155 

+ loo­
HsN--c-H 

r····· i i··············~ 
1 
1~\! 

ulJ'! 
L ..... ·-··········---·-···...J 

Grupo R 

-Fórmula estrutural do aminoácido histidina. 
(LEHNTNGER et al, 1997) 

a ea -T b I 23 P ' d d d ropne a es o a.mmoaCJ o !Stl ma. 
pK, pKz pKR pi Ocorrência em 

(-COO} 
+ (-NH3 ) (grupo R) Protelnas, % 

1,82 9,17 6,00 7,59 2,1 
*Modificado de LEHN!NGER e! al., 1997. 

A histidina é o único aminoácido que possui o pK do grupo R (6,00) próximo à 

neutralidade (LEHNINGER et al, 1997). Os grupamentos -COOH, -NH2 e o grupamento lateral, 

o anel imídazol da hístídina, contribuem nas interações hídrofóbicas ou de cargas induzidas com a 

biomolécula, mas a dessorção provocada por sais sugere que as interações eletrostáticas 

predominam. 

EL-KAK e VTJAYALAKSHM1 (1992) mostraram que bistidina, quando imobilizada em 

de agarose, apresentou afinidade por IgG humana. Desse modo, foi possível purificar em 

pequena escala com alta especificidade esta proteína. Uma vez que o tratamento extracorpóreo do 

plasma é realizado a uma vazão de 30 a 70 mllmin, para se utilizar bistidlna como ligante, 

necessário a utilização de uma matriz que possibilitasse o uso de vazões elevadas, como as 

membranas de fibras ocas. 
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Vantagens da utilização de membranas sobre os géis convencionais em circulação 

extracorpárea 

Embora a remoção seletiva de auto-anticorpos através de tratamento extracorporeo 

utilizando membranas como suporte para imobilização do ligante (membranas de afinidade) ainda 

não tenha '\Ido realizada in vtvo. as vantagens apresentadas por essa tecnica em relação às colunas 

de leito fixo têm estimulado a sua investigação in vitro (para posterior uso clínico)_ 

As membranas foram introduzidas por BRANDI et aL ( 1988) como suporte para 

imobilização de ligantes em cromatografia de afinidade para a purificação de proteínas. O fator 

principal de separações baseadas em membranas é a ausência de difusão nos poros, que é a 

principal resistência de transporte em colunas de géis convencionais Ao imobilizar ligantes nos 

poros da membrana, o transporte de massa ocorre principalmente através de convecção, 

minim1zando as limitações difusionais nos poros ocorridas na utilização de géis convencionais 

(IHÓ"MES et a!., !995). 

A compressibilidade e a difusão nos poros dos géis convencionais limitam sua operação a 

vazões elevadas. Como resultado, sistemas que utilizam membranas possibilitam tratar grandes 

volumes por unidade de tempo, podendo-se operar a altas vazões sem o aparecimento de caminhos 

preferenciais, empregando-se pressões moderadas (BRANDI et ai , 1988; THOMMES et al., 

1995) 

A escolha correta da membrana e do ligante de afinidade é essencial ao processo de 

separação As membranas devem ser microporosas, hidrofilicas, neutras e devem conter grupos 

funcionais que permitam a ativação, ser química e fisicamente estáveis e possuir baixo custo 

(CHARCOSSEI, 1998). 

A filtração por afinidade em modo tangencial em membranas de fibras ocas (figura 2 6) 

ocorre do seguinte modo: primeiro o módulo de filtração é equilibrado com uma solução tampão 

com pH e força iôruca adequados para a adsorção da molécula desejada e, em seguida, a solução 

proteica diluída no tampão de equilíbrio é alimentada no módulo de filtração As moléculas 

grandes, que não atravessam os poros da membrana são eliminadas na linha do retentado, 



enquanto que as moléculas pequenas, inclusive a de interesse, atravessam os poros onde ocorrerá 

a adsorção da mesma no ligante imobilizado. As moléculas não adsorvidas são eliminadas pela 

linha do filtrado através de urna lavagem do módulo com o tampão de equilibrio . Posteriormente, 

a molécula de interesse é dessorvida do suporte através de alterações na força iônica ou de pH do 

tampão, podendo ser recuperada se esta for o produto de interesse, ou descartada em caso de ser 

um contarninante. 

FILTRAÇÃO EM MEMBRANAS DE AFINIDADE 

Injeção Ligante 
___ ~ imobilizado 
::::::e • .._ - ~ · • • • ---. ) ' ~ '--
::=:: . I - "'--==: • , • • Estrutura da 

e . ~ membrana 
=E • • - ~~ ~ poro 

Adsorção 

-- ~ C o ê 
==:: • • e 
--- • • o 
~ 

--- . ~ · 

_lU__p 
Eluição 

~ ~ -- .. ---
-. f • -~ 
~ 

E ....._ =: == - :Vlcmbrana de 
E fibras ocas de PEV A 

J+JJ -- = Sentido do escoamento 

Fig. 2.6- Esquema da filtração por afimdade em membranas de fibras ocas (ACCONCI, 1998) 

Adsorção de IgG em histidina imobilizada em membranas de fibras ocas de álcool poli etileno 

vinilico (His-PEVA) 

Trabalhos prévios realizados por BUENO et aL(l995a, l995b e 1996) e por DARNIGE et 

ai. ( 1999) mostraram que o aminoácido hístidina imobilizado em membranas de fibras ocas de 
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álcool poli etileno vinílico exibiram alta seletividade para a adsorção de TgG humana e por 

anticorpos anti-fosfolipídio. Estudos experimentais in vitro foram efetuados para avaliar a 

remoção de anticorpos a partir do plasma de pacientes com síndrome anti-fosfolipídio, 

demonstrando que estes auto-anticorpos foram retidos em His-PEV A 

Estudos realizados por HAUPT et al. (1995) mostraram que IgG é adsorvida em bistidina 

através da sua parte Fab e que a adsorção de IgG humana em His-PEVA é possível em vários 

tampões sendo que a quantidade e as subclasses de IgG adsorvida dependem da natureza dos 

tampões utilizados. As maiores capacidades de adsorção foram obtidas com os tampões Hepes e 

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

A eluição total da IgG adsorvida em His-PEVA pode ser realizada através de condições 

brandas, adicionando-se sal ao tampão de equilíbrio ou através de gradiente decrescente de pH 

(BUENO et al., 1995a). Isto indica que a interação entre IgG e histidina imobilizada seja 

governada por forças eletrostáticas, embora uma análise tennodinâmica das interações tenha 

revelado que as forças hidrofóbicas também são importantes. 



CAPÍTUL03 

MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. MATERIAIS 

L-Histidina, 1,4 butanodiol diglicidil éter, borohidrato de sódio, ácido 

hidroetilpiperazinaetanosulfõnico (Hepes), albumina de soro bovino (BSA), ácido 

morfolinopropanosulfõnico (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 ácido etilenodiamina tetracético (EDT A) foram adquiridos da 

Bio-Rad (EUA). Acetato de sódio, ácido acético glacial, carbonato de sódio anidro, formaldeído e 

ácido fosfórico foram utilizados da marca Ecibra (Br). Cloreto de sódio, hidróxido de sódio, 

sulfato de cobre e tris (hidroximetil aminometano) foram obtidos da Merck (EUA). Glutaraldeído 

foi obtido da Reagen (Br) e álcool etílico absoluto da marca Labsynth (Br). 

Tiras de Tampão de SDS ("buffer strip"), gel de eletroforese (gradiente de concentração 4-

15%), marcadores de baixo peso molecular foram obtidos da Pharmacia (EUA) e nitrato de prata 

pela Fisher Scientific Company (EUA). 

Água ultra-pura para a preparação de todas as soluções foi obtida através da utilização do 

equipamento Milli-Q (Millipore, EUA). Plasma humano sadio foi doado por Roberta Cristina 

Arena Ventura (idade 24 anos) e Elcimar da Silva Nóbrega (idade 26 anos). 

Amostras de soros de pacientes com doenças auto-imunes foram obtidas e quantificadas 

pelo Laboratório de Imunologia Clinica da Faculdade de Ciências Médicas da Unicamp. A 

quantificação 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 lgG, IgM, IgA e albumina foram obtidos da 

Beckman (EUA) para a realização das análises de nefelometria. 

Para a realização dos experimentos foram utilizadas membranas de fibras ocas de álcool 
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poli etileno vinilico (PEV A) e álcool poli vinilico (PV A) retiradas respectivamente de seus 

cartuchos comerciais da marca Kuraray (Japão). As membranas de fibras ocas de PEV A 

apresentavam diâmetro interno de 200 J..Lm e externo de 240 J..Lm, e diâmetro de poro de 0,05 J..Lm. 

As membranas de fibras ocas de PVA apresentavam um diâmetro interno de 300 f..lm e externo de 

500 f..lm e diâmetro de poro de 0,2 f..lm. 

3.2. MÉTODOS 

3.2.1. Quantificação de proteína.ç 

A quantificação de proteínas nos experimentos realizados com IgG humana pura foi feita 

medindo-se a absorbância à 280 nm no espectrofotômetro (Hitaclú U2000). A concentração de 

proteínas nos experimentos com o plasma humano e com amostras séricas de pacientes com 

doenças auto-imunes foram determinadas pelo método de BRADFORD (1976), utilizando 

albumina de soro bovino como proteína de referência. 

3.2.2. Teste ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 

Pelo teste ELISA foi possível realizar a quantificação dos auto-anticorpos de amostras 

séticas de indivíduos com doenças 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 são: anti-SS-A!Ro, anti-Sm!RNP, anti-Sm, anti­

dsDNA e anti-cardiolipina, devido a sua alta frequência em lupus etitematoso sistêmico. 

Princípio do método: As microcubas de cada làt contêm o reagente específico (antígeno). 

Durante a primeira incubação, o auto-anticorpo presente no soro ou plasma previamente diluído 



no diluente da amostra liga-se ao antígeno. As microcubas são posteriomente lavadas com tampão 

para remover os componentes do soro/plasma não reagidos. Um conjugado de enzima-anticorpos 

monoclonais do tipo TgG, TgM e TgA liga-se na segunda incubação à superficie do auto-anticorpo 

reagido. Após uma lavagem com o respectivo tampão de lavagem, faz-se uma incubação das 

microcubas com uma solução de substrato. Posteriormente, com a adição de uma solução 

"stopping" ocorre o término da reação e promove-se o pH apropriado para o desenvolvimento da 

coloração. A quantidade de conjugado reagido é medida em unidades de absorbância. A 

concentração de auto-anticorpo é estimada por interpolação da curva de calibração realizada com 

calibradores padronizados de acordo com a Organização Mundial de Saúde. Os resultados são 

obtidos em unidade internacional de auto-anticorpo (IU) por mililitro. O erro inerente ao método é 

de, aproximadamente, 5%. 

3.2.3. Dosagem de lgG, lgA, lgM e albumina por nefelometria 

Através de nefelometria fez-se a dosagem dos níveis de IgG, IgA, TgM e albumina 

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

Princípio do método: o nefelômetro mede a intensidade do espalhamento da luz obtida por 

partículas em suspensão na solução medida. Essas partículas são formadas por uma reação de 

imunopreciptação que ocorre quando um anticorpo específico é colocado em contato com o 

antígeno resultando na formação de complexos e provocando uma conseqüente mudança na 

intensidade da luz. O nefelômetro converte o valor da intensidade do espalhamento da luz em 

unidades de concentração (mg/ml). 
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3.2.4. Ativação da.ç membrana.ç de PVA e PEVA finamente cortadas 

As membranas de fibras ocas de PV A e PEV A foram retiradas respectivamente dos seus 

cartuchos comerciais e finamente cortadas em pedaços 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 ai. (1995a). 

3.2.5. Imobilização de histidina em membranas de PVA e PEVA 

Realizou-se a imobilização do aminoácido histidina fazendo-se primeiramente a lavagem 

com Na2C03 a 1 ,5 M das membranas previamente ativadas. Posteriormente, adicionou-se às fibras 

uma solução de histidina (20%) e deixou-se por 24 horas em agitação à 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 eHis-PEVA.finam.ente cortadas 

As membranas His-PV A foram introduzidas em uma coluna cromatográfica de forma a 

fornecer volume de leito (V1) de 1 ml para os experimentos com IgG pura e 8 ml para os 

experimentos com o plasma humano sadio. As membranas His-PEV A também foram introduzidas 

em uma coluna de forma a fornecer volume de leito (V1) de 3 ml para os experimentos com IgG 

pura. 

A fase móvel foi alimentada na coluna cromatográfica através de uma bomba peristáltica na 

vazão de 0,4 rnVmin. Primeiramente, a coluna foi equilibrada com solução tampão (Hepes a 25 

mM a pH 7,0 ou Mops a 25 mM a pH 6,5) de acordo com o experimento. Para a injeção, 2 mg de 

TgG humana pura foram diluídos em 2 ml do tampão de equilíbrio para os ensaios com y-globulina 



e para os experimentos com plasma humano foram diluídos 500 ~I de plasma em 2 ml de tampão 

de equilibrio. 

Finalizada a injeção de IgG, a coluna foi lavada com o mesmo tampão de equilibrio com o 

intuito de eliminar as proteínas não adsorvidas nas membranas de afinidade. Para os experimentos 

com IgG pura, as proteínas adsorvidas foram eluídas em tampão acetato de sódio a 25 mM, 
contendo 1 M de NaCI a pH 4,0. Nas cromatografias em His-PV A com o plasma sadio, a eluição 

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

e tampão Hepes a 25 mM contendo 1 M de NaCI a pH 7,0. 

A corrente de saída da colun~ durante todo o experimento, esteve conectada a um monitor 

de absorbância, o qual emitia sinais de forma contínua ao aquisitor de dados que os enviava a um 

microcomputador que, por sua vez, traçava um cromatograma referente aos dados emitidos. 

Dessa form~ pode-se observar a evolução do perfil cromatográfico. A corrente de saída foi 

coletada em frações individuais com um volume de 2,4 mL A absorbância de cada fração foi 

medida em um espectrofotômetro à 280 nm para os experimentos com IgG pura e à 595 nm 

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

Após a etapa de eluição, fez-se a regeneração da coluna com NaOH a 25 mM, seguida de 

lavagem com água ultrapura. Finalizado o experimento, foi realizado o balanço de massa através 

do qual avaliou-se a adsorção de TgG nas membranas de afinidade. 

3.2. 7. Eletroforese Phast-System Pharmacia SDS-PAGE 

Com as frações de lavagem e eluição obtidas na cromatografia com o plasma humano 

sadio em His-PV A, foi feita uma eletroforese para detectar as proteínas presentes. 

A eletroforese foi realizada conforme o procedimento descrito no manual de instruções 

que acompanha o aparelho Phast-System Pharmacia, utilizando-se um gel de gradiente 4-1 5%. 

Terminada a eletroforese, foi feita a coloração do gel com nitrato de prata, de acordo com o 

descrito no manual do equipamento. 
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3. 2. 8. Experimento.fl com amostra.ft séricas de pacientes com doença.-. auto-imune.-. em 

membranas de fibras ocas de PEVA finamente cortadas 

Seleção de soros contendo auto-anticorpos 

Os soros de pacientes foram selecionados do banco de soros do Laboratório de 

Imunologia Clínica da Unicamp utilizando-se o critério de concentração de auto-anticorpos 

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

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

com amo.fttra.fi séricas contendo auto-anticorpo.fl 

As membranas de PEV,A .. com histidina imobilizada foram introduzidas em uma coluna 

cromatográfica de forma a fornecer um volume de leito de 12 m1 para os experimentos com 

amostras séricas de pacientes com doenças auto-imunes. 

Através de uma bomba peristáltica, a fase móvel foi alimentada na coluna cromatográfica a 

uma vazão de 0,4 ml/min. Primeiramente a coluna foi equilibrada com tampão Hepes a 25 mM a 

pH 7,0. Em seguida, 500 !J.I do soro do paciente foram diluídos em 2ml de tampão de equilíbrio e 

posteriormente injetados na coluna. 

Finalizada a injeção, a coluna foi lavada com o mesmo tampão de equilíbrio com o intuito 

de eliminar todas as proteínas não adsorvidas em His-PEV A As proteínas adsorvidas foram 

eluídas em tampão Hepes a 25 mM a pH 7,0 contendo 1 M de NaCI. Após a etapa de eluição, fez­

se regeneração da coluna com NaOH a 25 mM, seguida de lavagem com água ultrapura. O 

experimento foi realizado conforme a figura 3. 1 

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

de absorbância, o qual emitia sinais de forma contínua a um aquisitor de dados que os enviava a 



um microcomputador que traçava um cromatograma referente aos dados emitidos. Dessa forma, 

pode-se observar a evolução do perfil cromatográfico. A corrente de saída foi coletada em frações 

cada qual com um volume de 3,2 ml. A absorbância de cada fração foi medida em um 

espectrofotõmetro à 280 nm. Posteriormente, juntou-se as frações de cada pico e mediu-se o 

volume total de cada um deles . 

Finalizado o experimento, verificou-se a adsorção dos auto-anticorpos em His-PEV A 

através do teste ELISA. 

Coluna com 
membranas 

de His-PEVA 
finamente 
cortadas .--_.., 

~ 

Bomba t peristáltica 

A 
Soro e Solução 

Tampão 

Medidor de 
absorbâncla 

Coletor de Frações 

Computador 

Aquisitor 
de dados 

Fig. 3 l - Esquema dos experimentos cromatográficos realizados com amostras séricas de 
pacientes com doenças auto-imunes (ACCONCI, 1998). 

3. 2. 9. Experimentos utilizando o módulo de membranas de fibras ocas de PEVA 

Utilizou-se o módulo de filtração para ensaios com imunoglobulina G pura, com plasma 

humano sadio e para os experimentos com "pools" de soros de pacientes com doenças auto-
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do filtrado) 

fibras ocas 

Equação 3"1 



fi= 

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

N =número de fibras (200); 

AtJ·av!~s da equação 3.1 calculou-se a área das membranas e obteve-se 

calculou-se o volume das membranas: da equação 

V = J<(t;,' - )LN Equação 3.2 

onde: 

V = volume ocupado pelas membraoas; 

ro = raio externo da membrana (120 !J.m); 

fí= 

L = comprimento membrana de fibras ocas (4 em); 

N =número de fibras (200); 

O volume ocupado pelas membranas foi de O,ll cm3
. 

AtivaçiW das membranas de PEVA cnntidas no módulo 

As membranas de fibras ocas de PEV A contidas no módulo foram inicialmente lavadas 

com água ultrapura e depois com um volume de 50 ml de uma solução de 0,6 M de hidróxido de 

lav·agem foi realizada em quatro sentidos: frontal, ".intraluminal", espaço concha e 

"backf!ushing", como mostrado na figura 33. 
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Bomba Reservatório 

34 - Esq.uen1a 
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Imobilizaçiio de L-histidina em membranas de fibras oaJS contidas no módalo 

O procedimento para imobilização de L-histidina em membranas de fibras ocas de PEV A 

foi feito conforme realizado em BUENO et al (l995b). Duas soluções contendo Na2C03 a uma 

concentração de IM foram preparadas em um volume de 30 ml cada. Em uma das soluções foi 

acrescentada L-bistidina a 20% (p/v) e NaOH até atingir o pH 11,0. Foi realizada a lavagem do 

com a solução de Na2C03 para retirar toda a água. Após esta 

!av'al!,~m. a solução contendo L-histidina foi passada pelo módulo em modo frontal de acordo com 

a figura 3 .5. A solução contendo L-histidina foi mantida em agitação durante todo o experimento 

de imobilização e após horas foi trocada por uma nova solução previamente preparada. 

experimento teve a duração total de 48 horas e foi realizado à temperatura ambiente. 

membranas assim obtidas foram denominadas H:is-PEV A 

Módulo 
contendo 
membranas de 
fibras ocas de 
PEVA 

X 

Bombn 
Peristáltica 

Reservatório 
contendo solução 
de L-lústidína 

- Esquema utilizado para a imobilização de L-histídina em membranas de fibras 
ocasdePEVA 



33 

uma de sulfato cobre para se 

em membranas de ocas PEVA 

a solução de cobre a 50 

uma nas 

o com água eliminar o 

com a imobilizada. uma com a mMa 

o ligações coordenação com a as 

as com por os 

e restantes. A é na 3.5. 

fi!tJ·açlio têm obie,tivo veriJ:icar a irdltrência da con,centraçJio 

e da entre a do filtrado e a na 

cortcerttra<ção conhecida de uma bornba 

Di>u-staltrc Masterflex-bomba 1) no módulo, a uma em 

tan.gen.cral com 1 ""u "'ll"''"u do retentado e filtrado. 

vazão alírrtent<tção ( Qx) e a do filtrado manti,das constantes ns<mdo 

a entre e 

filtrado, o tenrpo residência 



onde: 

t =­
r 

tr =tempo de residência; 

V= volume ocupado pelas membranas (0,11 em\ 

vazão do filtrado (0,6 mlJmín); 

O tempo de residência calculado foi de 11 segundos, 

Equação 3.3 

O tempo de recirculação foi de uma hora, A concentração de IgG foi monitorada por um 

detect,or UV (Econo UV Bio-Rad) localizado na linha do filtrado durante os experimentos de 

filtração, conforme mostrado na figura 3.6. Terminado o experimento, fez-se a regeneração 

módulo com uma solução de NaOH a 1,5 M. A lavagem do módulo foi realizada nos modos 

esquematizados na figura 

Computador 

'Módulo com 
membranas Hís­
PEVA 

Medidor de 
Absorbilncia 

Bomba2 

Bomba l 

Reservatório 
contendo solução 
deigG 

Fig. 3.6- Esquema de montagem experimental dos experimentos de filtração com 
imunoglobulina G. 
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3 .l - Condições detenninadas ara a realização do 
Condição 
constante 
constante 

No planejamento experimental 22
, os sinais (-'-) e (-) foram utlhz:>d<JS para de:srgnar os 

superior e inferior, respectivamente. Para os valores da relação Qp/Qr temos 0,5 para o 

negativo(-) e 0,86 para o sinal positivo(+). O mesmo ocorre para a concentração inicial 

igual a mg/ml (-) e 7,5 mgím! ( +). As condições para o ponto central recebem a cm1otaçã.o 

zero (O) forma obtemos um planejamento fatorial 22
, como mostrado na tabela 

o 
3. 2 - Planejan1ento experimental linear 2• para estudar os efeitos da concentração 

I na aiimemação e da razão QpiQ1 na retenção de I<>G em His-PEVA. 

ENSAIO 

] 

2 

I Concentração de IgG 
na alimentação 

Re:al!z:ou-se outro planejamento experimental com o intuito de obter uma otimização do 

pnJce:ss<J, conforme as condições exemplificadas na tabela 3 utilizando-se uma concentração de 

na alimentação, cujo o nível de r gG poderia também abranger os pacientes com doenças auto-
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V r= volume total do reservatório (10 ml); 

= área superficial interna das membranas, calculadas na equação 3.1 ( 50,3 cm2
); 

=concentração de IgG na alimentação após sua diluição no interior das membranas (mg/ml); 

=concentração final de TgG após 1 h de recirculação (mglml); 

Ajuste dns modelos empíricos: O modelo polinomial linear foi ajustado em relação aos dados 

experimentais obtidos utilizando-se o método dos mínimos quadrados com o auxílio do programa 

computacional Statistica da empresa Statsoft (EUA), segundo análise conjunta de R2 e teste 

Experimentos de flltraçiio do plasma humano sadio utilizando o módulo membranas His­

PEVA 

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 mudança com relação a capacidade de retenção de TgG ocorreria na presença de outras 

proteínas diferentes de 

Primeiramente, lavou-se o módulo de membranas His-PEVA com tampão Hepes a 25 mM 

a pH 7,0, por todos os modos esquematizados na figura 33. Esgotou-se todo o tampão da concha 

e mangueiras de silicone para que não houvesse diluição da solução contida no reservatório. 

um reservatório foi colocado 5 ml de plasma humano sadio e 5 ml de tampão de equilíbrio e 

acertou-se o pH dessa solução com gotas de HCJ a 0,5 M para pH igual a 7,0. concentração de 

na alimentação da solução de plasma foi medida através de nefelometria (valor igual a 5 

mg/ml) e essa solução foi alimentada através de uma bomba peristáltica (Digi-staltic Ma.sterflex­

bomba 1) no módulo, a uma vazão de alimentação ( Q1), em modo tangencial com recirculação do 

retentado e do filtrado. 

A. vazão de alimentação (Q1) e a vazão do filtrado (OF) foram mantidas constantes usando 

2 bombas peristálticas para fixar a razão Qr/Q1 em 0,50, 0,68 e 0,86, conforme o experimento. 
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tabela e 3.6 respectivamente, o auto-anticorpo anti-SS-A/Ro ("pool" 3) está representado na 

tabela 3. 7 e foram feitos "pools" ( 4 e 5) com vários auto-anticorpos presentes, exemplificados nas 

tabelas e respectivamente. Os valores dos auto-anticorpos de cada amostra sérica nas 

tabelas foram obtidos através de dosagens prévias realizadas no Laboratório de Imunologia 

Tabela 3.5- "Pool" 1 de auto-anticortos anti-dsDNA 
Amostras séricas anti-dsDNA (IU/ml) Volume da amostra (ml) 

l 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 
8 263,0 1,0 
9 32,0 1,5 
10 122,2 1,5 
li 297,5 1,0 
12 45,5 0,5 

* acima do limite de detecção do método. 

Ta ea - 00 bl 36 "P l"2d 'dDNA e auto-ant1con: os ant1- s 
Amostras séricas auti-dsDNA (IU/ml) Volume da amostra {ml) 

l 88,0 1,0 
2 > 300,0* 1,0 
o 107,0 1,0 .) 

4 65,0 1,0 
5 84,2 1,0 
6 > 300,0* l ,O 
7 65,6 1,0 
8 44,0 1,0 
9 37,0 1,0 
10 42,0 1,0 
11 50,0 1,0 
12 66,1 LO 
I3 > 300,0* 1,0 

* acima do limite de detecção do método. 
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Tab l 3 9 "P l" 5 d e a - 00 evanos auto-anttcorpos. 
Amostras anti- anti-SS- anti- anti- anti-RNP Volume 

sé ricas dsDNA A/R o Sm!RNP Sm (IU/ml) da 
(IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) (IU/ml) amostra 

(ml) 
1 + + + - + 1,5 
2 >300,0* ll7,0 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 18,0 8,0 10,0 1,0 
5 >300,0* 241,0 88,0 10,0 78,0 0,5 
6 >300,0* 200,0 1,5 
7 124,0 59,0 4,0 55,0 1,0 
8 72,0 29,0 2,0 27,0 1,0 
9 40,0 183,0 77,0 3,0 74,0 0,5 -
lO 87,0 126,0 2,0 
ll >300,0* 200,0 1,5 

+e-: amostras não testadas quantJtatiVamente; _ausência de auto-anticorpo; *acima do limite 
detecção do método. 

Experimentos de filtração utilizantW-se "pools" de soros de pacientes com doenças auto­

imunes 

experimentos com "pool" de soros de pacientes com doenças auto-imunes foram 

realizados com o intuito de verificar a retenção e a adsorção dos auto-anticorpos em His-PEV A 

utiliz.ando-se os seguintes tampões de equilíbrio: Hepes a 25 mM a pH 

pH 7,4 

e Tris-HCI a mM a 

Primeiramente, equilibrou-se o módulo de membranas de fibras ocas His-PEV A com o 

tampão de equilíbrio respectivo lavando-se conforme a. figura 3 .3. Esgotou-se todo o tampão 

concha e das mangueiras de silícone para que não houvesse diluição da solução contida no 

reservatório onde colocou-se 5 rnl de soro do "pool" e 5 ml de tampão de equilíbrio e acertou-se o 

dessa solução 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 solução sérica. foi alimentada através de urna bomba 

peristáJtic:a (Digi-staltic Masterflex-bomba 1) no módulo, a urna vazão de alimentação (OJ), em 
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(UR) ou massa 



z = UR ( unidades de auto-anticorpos retidas em His-PEVA após 1 hora de recirculação em lU) 

ou !\1R (massa das proteínas: IgG, IgM, IgA e albumina retidas em His-PEV A após 1 hora 

recirculação em mg); 

= diluição no interior das fibras ( 1, 1 ); 

=volume total do reservatório (1 O ml); 

PRE =concentração de auto-anticorpo (lU/mi) ou proteína (mglm1) alimentada; 

POS = concentração de auto-anticorpo (IU/ml) ou proteína ( mglml) após I hora de recírculação; 

A porcentagem removida (%R) e a porcentagem adsorvida (%A) tb;am calculadas de 

acordo com as equações 3.5 e 3.6 respectivamente: 

%R= -íp~J J xlOO l- xVr 

' D 

Equação (3.5) 

%A=[( E] ro PRE u --- xvr 
\ D 

Equação (3. 6) 

%R = porcentagem de auto-anticorpo ou proteína removida; 

%A= pocentagem de auto-anticorpo ou proteína adsorvida; 

z= (unidades auto-anticorpos retidas em His-PEVA após 1 hora de recirculação 

calculada em 3 ou MR (massa das proteínas: IgG, IgM, IgA e albumina retidas em His-PEVA 

1 hora de recírcuiação (mg), calculada na equação 3A); 

E= quantidade de auto-anticorpo (IU) ou proteína (rng) eluíq{\; 
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rese:rvai:ório (lO ml); 

Ca=-

z 

= capacidade 

E "~ unidades ou massa proteína pres:entena elui·~ão; 

z= auto-anticorpo em H!!H":to v 1 

ou MR (massa de proteírtas: 

1 de (mg), na equ!tção 

A= superficial inte:rna das membranas, calculada na equ.açii_o 3 _l ( 50,3 



CAPÍTUL04 

RESULTADOS E DISCUSS.Ã.O 

ADSORÇi\0 DE IgG EM F.ffiRA.S OCAS DE PVA COM HISTIDL'IA 

IMOBILIZADA 

As membranas de fibras ocas de PVA foram escolhidas como suporte para a imobilização 

de hístídina por apresentarem um diâmetro de poro de ~-tm, bem maiores que os poros 

membrana PEVA 0,05 ~J.m), com o objetivo de minimizar o acúmulo de proteínas retidas nas 

vizinhanças e no interior dos poros, fenômenos observados em His-PEV A e que interferem no 

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

Ativação da membrana de .PVA e imobiliznção de histidina 

As membranas foram retiradas de um cartucho comercial e foram finamente cortadas em 

comprimentos de aproximadamente 2 a 5 mm. Em se!:,>uida, foram submetidas a ativação e 

imobilização do ligante 

A ativação das membranas foi realizada por BUENO ( 1995), com 1, 4 butanodiol diglicidil 

éter, devido ao fato da membrana de PV A apresentar grupamentos hidroxilas que pennítem serem 

reagentes que apresentem grupamentos epóxido. Uma vez que 1,4 butanodiol 

w~;mc.1uu éter é um agente bifuncional, histídina pode ser imobilizada no suporte, sendo que a 

rea,cilo de acoplamento ocorreu entre o grupamento epóxido e o grupo a-amino do aminoácido. A 

membrana afinidade denominada His-PV A e a sua estrutura proposta está apresentada na 

4.1. 
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COO - -- NH 

o ,~ o ~ N / c -........--'-...... > 
+ N 

OH H 2 

FiS!: -+ l- Estrutura orooosta da membrana de fibra oca de alcoo! ooli v indico com htstidina 
._.; l l I 

imobilizada. após ativação ·com L-+ butanodtol diglicidil éter (H \L"PT et al, !995) 

4.1. 2. Experimento.'i cromatogr4fico.'i com memhrana.tt His-PV~ 

O objetrvo prmcipal desses ensaros foi verificar a <tdsorção de IgG humana pura em 

membranas His-PVA .-\traves dos resultados obtidos por HAUPT et ai. ., 1995 )_ onde se testou 

p<tr::~ as membranas His-PEVA várias soluções tamponantes em diversas tàixas de pH, ~'o 1 

observado que as melhores condiçõec; de adsorção de IgG foram obttdas com os tampões Hepes a 

25 rnvl a pH 7,0 e Mops a 25 mM ::~ rH 6 5 Devido a esse fMo, parFt os tesles cromatográficos 

com [gG humana pura em membranas His-PVA, toram utilizados os tampões acima citados A. 

eluição foi realizada. com tampão acetato de c:odio a 25 mM contendo I M de Na('l a pH 4,0 e a 

re!leneracào com solucão de NaOH a 25 mivf coníorme descrito em materiats e metodos - ' ' 

,l_._ figuras -+ 2 e 4 3 ilustram os cromatogramac: típicoc; dos experimento<; realizados com 

tampão Hepes e tampão V[ops. respectivamente O pnrneiro grande pico representa a lavagem, ou 

seja , as protemas não adsorvidas em His-PV A, o segundo pico a TgG eiUlda A cromatografia foi 

tinalizada atraves de urna lavagem das fibras com uma solução de NaOH a 25 nuv[ (terceiro pico) 

A tabela -+ I mostra oc; resultadoc: dos experimentos 
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Fig. 4.3 - Cromatograma com IgG pura em membranas de tlb ras ocas His-PVA em tampão Mops 
a 25 mM a pH 6 5 Tnjeçào de 2 mg de fgG diluída em 2 ml de tampão de equilíhrio (A) Eluição 
tampão acetato de sódio a 25 rru\t[ contendo l M de NaCI a pH -+,0 (B) Regeneração· solução de 
NaOH a 25 rruvf (C) . Volume de leito de I ml. Vazão de alimentação de OA ml/rn in Volume das 
frações de 2, 4 ml 
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Tabela~ 1 -Balanço de massa referente aos experimentos com IgG pura em His-PVA utilizando-
- d Tb . H ? - M H 7 O M ? - M H 6 -se o tamoao e eoUi r no epes a_) nu ao 

' 
e 1 ops a_) rru ap ,) 

Tampão ensruos Quantidade de Quantidade de IgG presente em cada etapa 
[gG (mg) (mg) 

injetada recuperada I lavagem eluição regeneração 
Hepes I t I 2,00 2.05 1,36 I n /J -......,-· 0,.+8 

I ; :.oo , 1"\0 

1,:10 I ,3 l ("\ .... I 

V,.!.-t 0.--+3 
\lops l 2,00 

I 
2.02 I .~5 0.25 0.32 

2 I 2.00 2.00 1.53 0,30 0.17 
I I 

Os resultados obtidos nos ensaros com tampão Hepes e :Vlops vtsualizados na tabela ~- l 

apresentam reproduttbihdade, uma vez que as quantidades de IgG obtidas nas etapas de eluição e 

lavagem ->ào ->imilares O alto "alor mass1co de TgG obtido na fração de lavagem pode -;er 

atribuído ao excesso de protema injetada em relação à capacidade maxima da coluna. A 

quantidade de lgG referente à eluição é menor que 15% do total de protema injetada nos 

experimentos com Hepes e vfops Ob<;erva-se que a quantidade de IgG fortemente ret1da em Hís­

PV A no-; experimento.;; com [ampão Hepes é em media I O% maior que em presença de \tfopc; 

Embora os ensaios com tampão vlops e tampão Hepes tenham apresentado resultado~ similares 

referentes à adsorção de IgG humana pura. representada pela quantidade de JgG presente na 

eluição, utilizou-se o tampão Hepes a 25 mL\ti a pH 7,0 para a realização dos experimentos com o 

nlasma humano poic; o o:;eu pH (7,0) é mais pró'<imo do pH do plasma (7,3) 

4d'\orçtio de lgG a partir do plasma humano '\adio em His-PVA 

Esse experimento toi realizado com o objet1vo de testar a seletividade em relação à 

adsorção de IgG em Hís-PVA frente a grande quantidade de proteínas encontradas no plasma. O 

procedimento foi basicamente o mesmo dos experimento.:; anteriores apenas com a mudança de 

algumas condições experimentais de acordo com o descnto em materiais e métodos 

For injetado na coluna contendo membranas His-PV A. 500 !J.l de plasma humano diiUido 

em 2 m1 de tampão Hepes a 25 ml\1[ a pH 7,0. BUENO et al. (1996) demonstraram que se soro ou 

plasma não forem previamente diluídos antes de serem alimentados nas membranas de álcool poli 



etileno vinilico contendo histidina imobilizada, His-PEVA, a quantidade de proteínas adsorvidas é 

cerca de 50 % menor de quando é feita uma diluição prévia do soro ou plasma no tampão de 

equilíbrio. As frações referentes às etapas de lavagem e eluição foram respectivamente agrupadas 

e analisadas através de uma eletroforese SDS-PAGE sob condições não redutoras, cujo o 

resultado está apresentado na figura 4.4. A quantidade de proteína total na eluição foi de 0,9 rng e 

a quantidade de proteínas no plasma injetado igual a 21 mg 

1 2 3 4 

Fig 4.4 - Eletroforese SDS-PAGE em condições não redutoras com gel de acrilarnida, gradiente 
4-15%, referente as frações obtidas na cromatografia com plasma humano sadio em His-PV A 
utilizando-se o tampão de equilíbrio Hepes a 25 mM a pH 7,0. Faixas. 1 - plasma total; 2- frações 
de lavagem (pico l ); 3 -frações de eluição (pico 2); 4 - IgG pura (Sigma). 

Nessa eletroforese, as frações de lavagem, representadas na faixa 2, contém as proteínas 

não retidas em His-PV A, tais como, albumina, imunoglobulinas e outras proteínas do plasma 

humano Na faixa 3 visualiza-se as bandas de IgG, albumina e de uma proteína de alta massa 

molecular que provavelmente corresponde a IgM. O grau de pureza da [gG utilizada neste 

trabalho (Sigma) é igual a 99% e a visualização de outras bandas na faixa 4 podem ser causadas 

pela presença de 1% de contaminante na amostra, pois na coloração do gel utilizou-se nitrato de 

prata, podendo-se detectar a presença de proteínas em baixas concentrações. 

Com base nos resultados obtidos as membranas de fibras ocas His-PV A apresentam-se, 

talvez, como urna alternativa aos suportes existentes para a separação ou remoção de IgG a partir 

do plasma humano. 
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4.2. ADSORÇÃO DE ANTICORPOS EM MEMBRANAS DE FIBRAS OCAS DE PEVA 

COM HISTIDINA IMOBll..IZADA 

Após algum tempo de utilização das membranas de PV A como suporte para imobilização 

de histidina, tomou-se ciência que essas membranas, comumente utilizadas em plasmaferese, não 

estavam sendo mais fabricadas, não se encontrando à venda no mercado devido a comercialização 

de outras membranas que apresentam melhores resultados para a aplicação em plasmaferese. As 

membranas utilizadas atualmente em plasmaferese são de nylon, polimetacrilato, polipropileno ou 

polietileno, sendo estes materiais de mais dificil ativação que o PV A para posterior imobilização 

do ligante. 

Decidiu-se utilizar as membranas de fibras ocas de álcool poli etileno vinílico, PEV A, 

como suporte para a imobilização de histidina, pois BUENO et al. (1995a, 1995b e 1996) 

demonstraram a eficácia da membrana de afinidade His-PEV A em adsorver lgG do plasma 

humano. Membranas de PEVA são biocompatíveis, utilizadas na filtração do plasma para remoção 

de proteínas patogênicas apresentando, no entanto, tamanho de poros menor que os da membrana 

de PV A Devido ao fato desses poros apresentarem pequeno diâmetro, durante a filtração do 

plasma em His-PEV A, BUENO et al. (1996) observaram a formação de uma camada de 

polarização de concentração e acúmulo de proteínas retidas nas vizinhanças e no interior dos 

poros da membrana. Para trabalhar com esse suporte seria necessário alterar as condições 

operacionais para evitar, ao menos, o acúmulo de proteínas que durante a filtração ficam retidas 

nas vizinhanças e no interior dos poros da membrana. 

4.2.1. Adsorção de IgG humana pura em His-PEVA 

Após a ativação e a imobilização de histidina nas membranas de PEVA, conforme descrito 

em materiais e métodos, realizou-se experimentos cromatográficos utilizando-se os tampões de 



equilíbrio Hepes e Mops, a fim de verificar a eficácia de His-PEV A em adsorver TgG humana 

pura. De acordo com o descrito em HAUPT et al. (1995), os tampões de equilíbrio que 

possibilitam maior adsorção de TgG na membrana de PEVA são Hepes a 25 mM a pH 7,0 e Mops 

a 25 mM a pH 6,5. Os resultados obtidos estão apresentados na tabela 4.2, onde se observa que a 

quantidade de TgG presente na eluição em ambos experimentos corresponde à 38% do total de 

IgG injetada. 

Tabela 4.2 - Balanço de massa referente as cromatografias de TgG pura em membranas His-PEVA 
fliz d d "lib . H 25 mM H 7 O M 25 mM H 6 5 Ul an o-se os tampoes e eqm no epes a a pJ ) e ops a a pJ ) . 
Tampão Quantidade de lgG (mg) Quantidade de lgG presente nas etapas (mg) 

injetada recuperada lavagem eluição* regeneração* 
Hepes 2,17 2,14 0,94 0,83 0,37 

Mops 1,90 1,83 0,71 0,74 0,38 

* eluição: tampão acetato de sódio a 25 mM contendo I M de NaCl a pH 4,0; regeneração: 
solução de NaOH a 25 mM; 

Comparando-se os valores da tabela 4.3, referentes à quantidade de IgG adsorvida por 

volume de leito utilizado (T), os resultados obtidos com membranas His-PV A diferem em 18% 

para Hepes e em 12% para Mops em relação aos resultados obtidos com His-PEV A. Esses valores 

foram determinados através do valor médio da quantidade de IgG obtida na eluição (tabela 4.1) 

dividido pelo volume de leito utilizado nos experimentos e para His-PEV A, foram determinados 

através do valor da quantidade de TgG na eluição referente a cada tampão (tabela 4.2) dividido 

pelo volume de leito. 

Tabela 4 .3 - Comparação das quantidades de TgG adsorvida por volume de Jeito utilizado para 
His-PV A e His-PEV A. 

Membranas His-PV A Membranas His-PEV A 
Hepes Mops Hepes Mops 

T* (mg/rnl) 0,23 0,28 0,28 0,25 
VI* (rnl) 1 1 3 3 

*T = quantidade de lgG adsorvida (presente na eluição) por volume de leito utilizado; 
V1 = volume de leito das membranas utilizado nos experimentos. 
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Através de experimentos realizados no laboratório filtrando-se por várias vezes 

consecutivas o plasma humano diluído em tampão, observou-se que o tampão Mops a 25 mM a 

pH 6,5 promovia uma precipitação de proteínas, provocando entupimentos nos poros da 

membrana His-PEVA, fato não ocorrido ao utilizar-se Hepes a 25 mM a pH 7,0, além desse 

tampão apresentar um pH próximo ao do plasma. Dessa forma, escolheu-se o tampão Hepes para 

os ensaios com amostras séricas de pacientes com doenças auto-imunes por possuir um pH 

próximo ao pH do sangue e não promover a precipitação de proteínas, como observado com o 

tampão M ops. 

Definida a membrana His-PEVA como matriz para a imobilização do ligante e o tampão 

no qual o plasma ou soro seria diluído, a próxima etapa do trabalho consistiu em avaliar a 

adsorção de auto-anticorpos em His-PEVA 

4.2.2. Admrção de auto-anticorpos em His-PEVA 

Uma vez que DARNIGE et al. (1999) constataram que anticorpos anti-fosfolipídios 

presentes em pacientes com sídrome anti-fosfolípidio foram retidos em His-PEV A, nesse trabalho 

decidiu-se verificar se outros auto-anticorpos típicos de doenças auto-imunes seriam adsorvidos 

nesta membrana. Foram selecionadas, segundo a disponibilidade do banco de soros do 

Laboratório de Imunologia Clínica, amostras séricas de pacientes com doenças auto-imunes que 

apresentavam uma quantidade significativa de auto-anticorpos (quantidade maior que o valor 

mínimo positivo detectado pelo teste ELISA), as quais estão representadas na tabela 4.4. 



Tbl 44 Am a e a - ostras sencas d e pacientes com d 1 . d d oencas auto-ununes se ec10na as para o estu o. 
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 detecção do teste ELISA; - : ausência 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 típicos da doença auto-imune lupus eritematoso sistêrnico (L.E.S.). 

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

membranas His-PEV A finamente cortadas. Como a quantidade de soro disponível de cada 

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

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

de NaCI ao tampão de equi1íbrio, seguida de regeneração com solução de NaOH a 25 mM e 

lavagem com água ultra pura, conforme representado na figura 4. 5. 

Injeção 
Tampão 
Hepes a 
25 mMa pH 
7,0 

l 

Tampão 
Hepesa 
25mMapH 
7,0 ... 1M 
Na CI 

NaOH 
a 

25mM 

Lavagem com água 
ultra pura 

l 
Fig. 4.5 -Esquema do cromatograma típico dos experimentos com amostras séricas de pacientes 
com doenças auto-imunes em membranas His-PEV A utilizando-se como tampão de equilíbrio 
Hepes a 25 mM a pH 7,0. 
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As frações eluídas foram testadas em kits Kallestad Microplate ElA (EUA) através do 

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

Tabela 4. 5 - Quantidades de auto-anticorpos presentes nas frações de eluição e comparação com o 
al t b I .d l t t v or nurumo positivo es a e ec1 o pe o es e. 

Amostras Teste ELISA (IU/ml) Positivo a partir de 
Séricas (IU/ml) 

1 anti-dsDNA 76,40 30,00 
anti-Srn!RNP 80,00 8,00 

2 Anti-Sm 30,00 8,00 
anti-SS-A/Ro 63,00 8,00 

3 antí-SS-A/Ro 15,70 8,00 

Observa-se pelos resultados apresentados na tabela 4.5 que houve adsorção dos auto­

anticorpos testados, pois as medidas referentes às fi-ações de eluição apresentaram resultados 

positivos. Devido à grande diluição das amostras nos volumes de lavagem e eluição, houve 

dificuldade de medição dessas frações através do teste ELISA, tendo-se a necessidade de 

adicionar um volume maior da amostra do que o indicado pelo protocolo do referido teste (1 O J.LI), 

fato que pode ter provocado discrepâncias nos resultados. 

Tentou-se, em vão, concentrar as fi-ações de lavagem e eluição através de ultrafiltração. 

Devido a grande perda de proteínas, que ficaram retidas nas paredes do recipiente e na membrana, 

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

Como houve dificuldade de análise das fi-ações de lavagem e de eluição dos experimentos 

em membranas His-PEVA finarnente cortadas, decidiu-se utilizar um módulo de filtração e realizar 

experimentos com maior quantidade de soro, através da formação de um "pool" de amostras 

séricas de vàrios pacientes com doenças auto-imunes. Com o intuito de evitar a utilização de 

grandes volumes de proteína, construiu-se um pequeno módulo de filtração contendo membranas 

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



"pools", simulando-se um tratamento extracorpóreo in vitro, conforme apresentado no tópico 

seguinte. 

4.3. REMOÇÃO IN VITRO DE AUTO-ANTICORPOS EM MÓDULO DE FILTRAÇÃO 

IDS-PEVA 

As membranas de fibras ocas de PEV A foram retiradas de um cartucho comercial e fixadas 

em um módulo de vidro. A ativação das membranas foi realizada com 1,4 butanodiol diglicidil éter 

e lústidina foi imobilizada conforme descrito em materiais e métodos. 

4.3.1. Verificação da imobilização de histidina nas membranas por sulfato de cobre 

Através de uma análise qualitativa, a solução de sulfato de cobre a 50 mM foi alimentada 

no módulo de membranas His-PEVA em modo frontal, que se tornou levemente azul (semelhante 

a coloração da solução de sulfato de cobre) devido as ligações de coordenação do cobre com a 

histídína. Em seguida, lavou-se as membranas com água ultrapura para eliminar o excesso de 

cobre que não formou ligações de coordenação com a histidina imobilizada. Verificou-se que a 

coloração azul persistiu nas membranas após a lavagem das mesmas mostrando, assim, que a 

histidina estava imobilizada nas fibras. 

4.3.2. Retenção de IgG humana pura em His-PEVA 

Tendo-se imobilizado o aminoácido histidina nas membranas, em seguida, avaliou-se a 

influência da razão QF/Q1 (vazão do filtrado/vazão de alimentação) e da concentração inicial de 

IgG na alimentação na capacidade de retenção das membranas His-PEV A. Esse estudo foi 

realizado com o objetivo de determinar as melhores condições a serem utilizadas nos experimentos 

com amostras séricas de pacientes com doenças auto-imunes. 
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Os experimentos de filtração foram realizados de acordo com um planejamento 

experimental (BARROS NETO et ai., 1995), tomando-se como variáveis independentes a 

concentração de IgG na alimentação e a razão (à/Q, e tendo-se como variável dependente a 

capacidade de retenção de TgG do suporte. 

Para averiguação do efeito dessas duas variáveis na capacidade de retenção utilizou-se a 

faixa de concentração de lgG na alimentação de 2,5 a 7,5 mglml, baseando-se na concentração de 

TgG no plasma de um indivíduo sadio, cuja a concentração máxima é de 15 mglml (HOFFMAN, 

1970) e na necessidade de diluição da proteína no tampão de adsorção (1: 1). Para a razão (à/Q1, 

utilizou-se a faixa entre 0,50 e 0,86. O limite máximo de 0,86 foi escolhido de acordo com 

trabalhos publicados nos quais os autores empregam o valor de 0,86 para QF/Q na circulação 

extracorpórea do plasma através de filtração em cascata (LEGALLATS et ai. , 1994). No entanto, 

nessa condição tem-se freqüentemente observado o fenômeno de colmatagem quando membranas 

com pequeno diâmetro de poros são utilizadas, como é o caso da membrana de PEV A. Assim, o 

valor do limite inferior de 0,50 foi escolhido com a intenção de evitar a colmatagem da membrana 

durante a filtração do plasma. Os resultados para a capacidade de retenção do suporte, segundo o 

planejamento experimental utilizado, são apresentados na tabela 4.6. 

Tabela 4.6 - Resultados do planejamento experimental linear 22 realizado com IgG humana 
pura para avaljar a retenção de IgG em His-PEVA através de variações na concentração de 
I G ali - OF/Qx Lg~ na mentaçao e na razao 

Ensaio Razão 
CA* CAD* CF* CR* 

(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mglcm2
) 

~ / Q 

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 4,23 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 (O) 4,60 2,35 0,447 
7 0,68(0) 5,0 (O) 4,55 2,5 0,408 

*CA- concentração de TgG na ahmentação; CAD: concentração de TgG na ahmentação após sua 
diluição no interior das membranas; CF: concentração final de lgG no reservatório após 1 hora de 
recirculação e CR: capacidade de retenção de TgG das membranas His-PEVA 



O estudo do efeito da concentração de TgG na alimentação e da variação da razão QF/Q1 na 

capacidade de retenção 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 R2 próximo de 1. A 

tabela 4. 7 apresenta os valores da análise de variância (teste F) e R 2 obtidos no estudo onde o 

valor de R: é 33,56 sendo maior que R (9,28) no rúvel de confiança de 95%, indicando uma 

regressão significativa. A confirmação do bom ajuste do modelo em relação aos dados ocorre na 

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

e a falta de ajuste são desprezíveis. 

Tabela 4.7 - Análise de regressão e variância do planejamento experimental linear 22 realizado para 
verificar a influência das variáveis concentração de IgG na alimentação e razão ~ / OI na 

.d d d capac1 a e - d I G e retençao e Lg~ em Hi PEVA s-
Estudo Modelo R2 F tabelado F calculado 

R* P* R:* Pc* 

Retenção Linear 0,97 9,28 18,51 33,56 11 ,20 

* R: valor de F tabelado para a análise de regressão (intervalo de confiança de 95% ); 
P: valor de F tabelado para a falta de ajuste e erro puro (intervalo de confiança de 95%); 
Rc: valor de F calculado para a análise de regressão; 
P c: valor de F calculado para a falta de ajuste e erro puro. 
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Supertic1e de Resposta 

Fig 4.6 - Superfície de resposta do planejamento experimental linear 21 realizado para estudar os 
efeitos das variáveis concentração de IgG na alimentação e razão QF/Q1 na capacidade de retenção 
de lgG em His-PEV A 

Da análise da superficie de resposta obtida, verifica-se que a retenção de IgG e 

prattcamente indiferente em relação a variação de QF/Q1. Apesar dos resultados de capacidade de 

retenção dos experimentos realizados com QF/Qr igual a 0,86 serem maiores que os resultados 

encontrados nos experimentos onde se utilizou Qr./Qr igual a 0,5, referentes à concentração de 

lgG na alimentação igual a 7,5 mg/rnl, tem-se que essa diferença através do modelo é irrelevante 

estatisticamente. A inclmação do gráfico referente ao eixo relacionado a QF/Q1 e muito pequena 

A concentração de IgG na alimentação exerce um efeito relevante na capacidade de retenção do 

suporte, podendo ser observado através da característica crescente da superfície de resposta. 

Com o aumento da concentração obtém-se um aumento na capacidade de retenção, dentro da 

faixa escolhida para o estudo. Observa-se, ainda, que as concentrações utilizadas não foram 

suficientes para saturar as membranas His-PEVA 

Com base nesses resultados, decidiu-se verificar a influência de QF/Q1 empregando-se 

concentrações de IgG na alimentação em uma faixa que poderia abranger também os pacientes 

com doenças auto-imunes, que podem atingir níveis de concentração de IgG no soro muito 



maiores que os níveis de TgG encontrados em individuas sadios, tentando-se obter também a 

saturação de IgG nas membranas objetivando-se uma otimização. 

Estudou-se a faixa de concentração de alimentação de IgG de 7,5 a 25 mg/ml, pois a 

análise dos valores abaixo de 7,5 mg/ml foi realizada no planejamento anterior e seria muito 

dificil encontrar pacientes com doenças auto-imunes com os níveis de IgG acima do valor 

estipulado de 25 mg/ml (como os experimentos são realizados com diluição da proteína no 

tampão de equilíbrio 1: l , seria correspondente a um paciente com nível de [gG equivalente a 50 

mg/ml) Os resultados obtidos nesse planejamento estão na tabela 4.8. 

A superficie de resposta obtida nesse segundo planejamento está apresentada na figura 4. 7 

e a análise de variância e a regressão obtidas através do planejamento experimental linear 22 

estão apresentadas na tabela 4 9 

Tabela 4.8 - Avaliação dos resultados obtidos do planejamento experimental linear 22 efetuado 
para estudar os efeitos da concentração de TgG na alimentação e da razão QF/Q1 na retenção de 
IoG em His-PEVA "I"> 

Ensaio Relação CA* CAD* CF* CR* 

(mg/ml) 
QF/ Q1 

(mg/rnl) (mg/rnl) (mg/cm2
) 

---
1 0,5(-) 7,5(-) 6,82 4,23 0,515 
2 0,86(+) 7,5(-) 6,8 3,6 0,636 
.... 
.) 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, l !, 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: concentração de TgG na alimentação; CAO: concentração de TgG na alimentação após sua 
diluição no interior das membranas; CF: concentração final de IgG no reservatório após 1 h de 
recirculação e CR. capacidade de retenção de IgG das membranas His-PEV A: 
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Tabela 4.9- Análise de regressão e variância do planejamento experimental linear 22 realizado para 
verificar a influência das variáveis concentração de IgG na alimentação e razão QF/Qr na 

.d d d - d I G Hi PEVA capac1 a e e retençao e Lgl em s-
Estudo Modelo R2 F tabelado F calculado 

R* P* ~* Pc* 
Retenção Linear 0,99 9,28 18,51 103, 18 0,98 

* R. valor de F tabelado para a análise de regressão (intervalo de confiança de 95%), 
P valor de F tabelado para a falta de ajuste e erro puro (intervalo de confiança de 95%); 
R.:. valor de F calculado para a análise de regressão, 
Pc· valor de F calculado para a tàlta de ajuste e erro puro, 

Da tabela 4.9, o R7 igual a 0,99 demonstra um bom ajuste linear dos dados Pela análise de 

variància dos dados, o R.: tgual a I 03,18 é bem maior que o R tabelado igual a 9,28, mostrando 

que a regressão é stgnificativa O Pc é 0,98 e encontra-se muito menor que o P tabelado no 

intervalo de confiança de 95% ( 18,5 1 ); portanto, pode-se dizer que a falta de ajuste e o erro 

obtidos no planejamento são praticamente insignificantes, fato que confirma o bom ajuste do 

modelo linear. 

J,O 

z.6 

z.Z 

:) 1.s 
i ,, .. 
~ ,.o 

Sup.:rt1ci~ de Resposta 

Fig 4 7 - Superficie de resposta do planejamento experimental linear 22 reai.Jzado para estudar os 
efeitos das variáveis concentração de IgG na alimentação e razão ~ /Qy na capacidade de retenção 
de [gG em His-PEV A. 



A superficie de resposta obtida na figura 4 7 mostrou um resultado similar àqueles do 

planejamento anterior, onde a influência da variável QF/Q1 não tem um efeito relevante no 

processo de retenção de TgG. Com o aumento da concentração de TgG na alimentação há um 

aumento na capacidade de retenção de IgG em His-PEV A pois, provavelmente, a saturação da 

membrana não foi atingida. 

É importante ressaltar que na retenção de IgG em His-PEV A, há vários fenomenos que 

podem estar ocorrendo, provocando a remoção da proteína, como a formaçã.o de uma camada de 

polarização e o acúmulo de proteínas nas vizinhanças e no interior dos poros da membrana, 

podendo não significar uma interação da proteína com o ligante imobilizado 

A superficie de resposta (figura 4 . 7) apresenta um comportamento crescente, mostrando 

que, como a saturação de TgG em His-PEV A não foi atingida, haveria a possibilidade de realizar 

experimentos em uma faixa de concentração de IgG na alimentação acima dos valores utilizados. 

No entanto, raramente pacientes com doenças auto-imunes apresentam nível de concentração de 

IgG superiores aos estudados sendo, dessa forma, desnecessário aumentar as faixas de 

concentração de TgG na alimentação. 

Como todos os experimentos para determinar o efeito das variáveis estudadas no processo 

de remoção de lgG foram realizados com proteína pura, houve a necessidade de avaliar a 

ta de Qr/Q1 na capacidade de retenção da membrana empregando-se plasma. O intuito 

uv"~ es experimentos foi verificar se a presença de outras proteínas presentes no plasma, diferentes 

e IgG, influenciariam na capacidade de retenção desta proteína em His-PEV A. 

4.3.3. Influência de QFY'(b na filtração do plasma em His-PEVA 

Com o objetivo de verificar a influência de QF/Q1 na retenção de TgG frente as demais 

proteínas presentes no plasma, variou-se QF/Q1 de 0,50 a 0,86 para uma mesma concentração de 

IgG do plasma sadio de 1 O mglml, que diluído em uma razão de I . I correspondeu a 5 mg/rnl. 

O procedimento fo i o mesmo utilizado nos experimentos com fgG humana pura. Mediu-se a 

concentração final de lgG do reservatório após 1 hora de recirculação em cada ensaio realizado 



63 

Capítulo 4: Resultados e Discussão 

através de nefelometria. Para cada valor de Qr-/QI foi feita uma duplicata. A tabela 4. 1 O apresenta 

os valores médios obtidos. 

Tabela 4.10- Análise da influência de QF/Qy na retenção de IgG de plasma humano sadio em His­
PEVA 

0,50 
0,68 
0,86 

* volume do reservatório: 1 O ml. 

Capacidade de retenção 
de IgG (mg/cm2

) 

0,465 
0,460 
0,470 

Analisando-se os resultados obtidos na tabela 4.1 O, há confirmação do resultado obtido com 

IgG humana pura, onde a variação de QF/Qy não demonstrou relevância no processo. Os valores 

de capacidade de retenção para cada experimento foram muito próximos. Portanto, para os 

experimentos com "pool" de soros de pacientes com doenças auto-imunes poderia-se utilizar 

qualquer valor de QFIQ desejado. 

4.3.4. Retenção e Adsorção de auto-anticorpos em His-PEVA 

Visto que a variável independente QF/Qy não influencia na capacidade de retenção de IgG, 

para avaliar a adsorção de auto-anticorpos na membrana de afinidade, utilizou-se QF/Q1 igual a 

0,86 por ser um valor tradicionalmente utilizado em circulação .extracorpórea para a remoção de 

proteínas "patogênicas" do plasma humano (LEGALLATS et ai., 1994). 

Para a realização desse estudo, selecionou-se amostras séricas de pacientes que 

apresentavam auto-anticorpos típicos 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 último, esses auto-anticorpos 

em presença de outros auto-anticorpos. Os outros auto-anticorpos anti-S~ anti-RNP e anti­

Sm!RNP não foram testados separadamente devido à dificuldade de se encontrar uma quantidade 

suficiente de amostras para a formação desses "pools" . Após a elaboração do "pool" foi feita uma 

nova medida para cada auto-anticorpo, onde se obteve o resultado total representado na tabela 

4 .11 . To das as medidas de quantificação de auto-anticorpos foram feitas através de ELISA 

Os valores totais referentes ao anti-RNP foram calculados pela diferença entre os valores 

totais de anti-Sm!RNP e anti-S~ pois não dispomos de kits ELISA para a detecção desses auto­

anticorpos. O valor do auto-anticorpo anti-cardiolipina foi medido apenas para o "pool" total não 

dispondo-se dos dados de cada paciente. 

Tabela 4.11 - Quantidades de auto-anticorpos presentes nos "pools" de amostras séricas de 
pacientes com d b .d ' d ELISA oenças auto-ununes o t1 as atraves e teste 
'1>ools" anti- anti- anti- anti-Sm Anti- anti- Volume 

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

1 130,60 12,50 
2 405,60 13,00 
3 145,20 11,50 
4 105,20 99,20 40,60 1,25 39,35 11,00 
5 167,40 140,00 26,00 1,64 24,36 24,80 13,00 

-ausência de auto-anticorpo; ru = unidade de auto-anticorpo. 

Os experimentos de filtração foram realizados confonne o procedimento descrito em 

materiais e métodos. Corno tampões de equilíbrio foram utilizados Hepes a 25 mM a pH 7,0 e 

Tris-HCl a 25 rnM a pH 7,4 devido ao fato da adsorção de IgG em His-PEVA depender do 

tampão utilizado. 

O tampão Tris-HCI difere do tampão Hepes pelo fato de promover a adsorção de TgG em 

quantidades similares dentro de sua faixa tamponante não dependendo muito do pH e Hepes, 

promove a adsorção de TgG em quantidades maiores quando utilizado em pHs abaixo do seu valor 

de pKa, (a quantidade adsorvida decresce rapidamente com o aumento do pH). Com relação às 
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suas estruturas, Tris-HCI possui uma única carga, enquanto que Hepes possui duas cargas de 

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

OH 

HO+ NH3+ 

OH 

Tris Hepes 

Fig 4.8- Fórmulas estruturais dos tampões utilizados para a adsorção de auto-anticorpos em His-

PEVA. 

Estudos realizados por HAUPT et ai. ( 1995), demonstraram que a distribuição de ponto 

isoelétrico de IgG na fração adsorvida depende também do tampão utilizado. Com tampão Tris­

HCI a pH 8,5 o pl de IgG na fração 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 composição das subclasses de TgG das frações retidas e não retidas 

também depende do sistema tamponante utilizado, Tris-HCl promove a adsorção de IgG3 e parte 

de IgG1 enquanto que Hepes promove a adsorção de lgG1, IgG2 e IgG3. 

Como descrito em MARAN et ai. (1997), os auto-anticorpos presentes em pacientes com 

doenças sistêmicas são em sua maioria, imunoglobulinas G das subclasses 1 e 3. Diante desses 

estudos, resolveu-se utilizar também o tampão Tris-HCI como tampão de equilíbrio para verificar 

se alguma seletividade com relação a remoção dos auto-anticorpos poderia ser obtida em 

comparação com o tampão Hepes. 

Escolhido os tampões de equilíbrio, os experimentos in vitro para a remoção de auto­

anticorpos foram realizados como descrito em materiais e métodos (item 3 .2.1 0). Ao término dos 

experimentos foi detenninada, através do teste ELISA, a concentração de auto-anticorpos 

alimentada no módulo, concentração remanescente após 1 hora de recirculação e a concentração 

de auto-anticorpos nos volumes de lavagem e eluição. Não foi possível a detenninação da 



quantidade de auto-anticorpos presente nas frações de regeneração, pots certamente estes 

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

Pelos resultados com o "pool" 1, observa-se que as capacidades de retenção (Cr) e 

adsorção (Ca) de anti-dsDNA, em presença de tampão Tris-HCl diferem-se em 18% e 16% 

respectivamente em relação aos resultados obtidos com o tampão Hepes. Analisando-se o "pool" 

2, as diferenças entre os dois tampões para os valores das capacidades de adsorção e retenção não 

ultrapassam a 5%. 

Em contraste aos resultados apresentados nos "pools" 1 e 2, para o "pool" 3, as 

capacidades de retenção e de adsorção de anti-SS-A/Ro em tampão Tris-HCl superam em 52% e 

60% respectivamente aos valores obtidos com Hepes. Constata-se a possibilidade de existência de 

seletividade com utilização do tampão Tris-HCI para a remoção desse auto-anticorpo. 

A análise do "pool" 4 mostra que para o auto-anticorpo anti-dsDNA, os valores 

encontram-se relativamente próximos para os tampões Hepes e Tris-HCl e, como ocorrido no 

"pool" 1, as diferenças entre as capacidades de retenção e adsorção foram menores que 20%, não 

apresentando variação frente aos resultados obtidos onde estão presentes outros tipos de auto­

anticorpos no "pool". Para o auto-anticorpo anti-SS-A/Ro, a diferença entre as capacidades de 

retenção obtidas com o tampão Tris-HCl e Hepes foi de 74%, onde a maior remoção foi obtida 

com Tris-HCI. A porcentagem de anti-SS-A/Ro adsorvida com o tampão Tris-HCI foi de 9% e a 

obtida com o tampão Hepes foi de 5%, ressaltando-se que a capacidade de adsorção de anti­

SSA/Ro em Tris-HCI superou em 100% aos valores obtidos com Hepes. Em relação ao auto­

anticorpo anti-Sm/RNP, a capacidade de retenção em Hepes é maior que a obtida em Tris-HCI 

(33%) e as porcentagens adsorvidas diferem-se em 2%. Não foi possível obter as quantidades 

referentes a eluição e a lavagem desse auto-anticorpo, pois os valores encontravam-se abaixo do 

mínimo positivo detectado pelo teste. Os valores de capacidade de retenção para este auto­

anticorpo, nos experimentos com Tris-HCl e Hepes, foi o mesmo. 

Analisando-se os experimentos com o "pool" 5, para o auto-anticorpo anti-dsDNA as 

diferenças de capacidade de retenção e adsorção entre os dois tampões é inferior a 20%, fato 

também observado com o "pool, 4. Para o auto-anticorpo anti-SS-A/Ro, os valores encontrados 

com a utilização do tampão Tris-HCl são bem maiores que os resultados encontrados com tampão 
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Hepes, as capacidades de retenção e adsorção de anti-SS-A/Ro em tampão Tris-HCI superaram 

em 100% aos resultados encontrados com o tampão Hepes. As capacidades de retenção de anti­

Sm!RNP e anti-cardiolipina obtidas com Tris-HCl diferem-se em 14% e 13%, respectivamente, em 

relação aos resultados obtidos com Hepes. Os valores de capacidade de retenção e adsorção do 

auto-anticorpo anti-Sm foram equivalentes na utilização dos tampões Hepes e Tris-HCl, conforme 

observado com o "pool"4. 



Tabela 4.12- Resultados experimentais de retenção e adsorção dos auto-anticorpos anti-dsDNA, anti-SS-NRo, 
anti-Sm e anti-Sm/RNP no módulo de membranas de fibras ocas His-PEV A. 
"Pool" Tampão Auto-Anticorpo PRE* POS* UR * L* E* %R* %A* Cr* Ca * 

~IU/mQ (IU/ml} (lU} {lU) ~lU) (IU/cm2
} {IU/cm2

) 

Hepes anti-dsDNA 65,3 19,4 400 252 91 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 202,8 74,5 1099 590 420,9 60 23 21,8 8,4 

3 Hepes anti-SS-A/Ro 72,6 40,9 251 210 22,7 38 3 5 0,5 
Tris-HCl anti-SS-A/Ro 72,6 27 7 383 317,2 39,9 58 6 76 0,8 

anti-dsDNA 52,6 21,4 264 210 25,2 55 5 5,2 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 11 li 66 11 0,2 li 

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 11 11 66 # 0,2 fi 

anti-Sm/RNP 20,3 11,4 71 55,2 9,1 38 5 1,4 0,2 
anti-dsDNA 83,7 38,5 376 235,6 123,6 49 16 7,5 2,5 

anti-SS-A/Ro 70 48,6 150 111 ,6 22 24 3 3 0,4 
Hepes anti-Sm I ,6 0,9 5,5 11 li 38 " O, l 11 

anti-Sm!RNP 13,0 8,3 35 23,6 7,5 29 6 0,7 0,2 
5 anti-cardioliEina 12,4 7,1 42 24,8 13,2 37 12 0,8 0,3 

anti-dsDNA 83,7 34,5 416 265 98 55 l3 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 5,5 ff 11 38 li 0,1 11 

HCI anti-Sm/RNP 13 8,7 31 22,4 5,6 26 5 0,6 O, 1 
anti-cardioliEina 12,4 8 33 18 9,8 30 9 0,7 0,2 

* PRE = concentração de auto-anticorpo na alimentação; POS = concentração de auto-anticorpo no reservatório após I hora de 
recirculação; UR = unidades retidas de auto-anticorpo em Hjs-PEVA após 1 hora de recircutação; L = wlidadcs de auto-anticorpos no 
volume de lavagem; 
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Para os "pools" 4 e 5, onde se encontram vários tipos de auto-anticorpos fez-se uma 

representação gráfica dos resultados para uma melhor visualização do processo (figuras 4.9, 4.10, 

411 , 412). 

antt-dsDNA 

o 

an!J-SSAJRo 

Tampão de o::quilíbno 

• Hepes 

.Tris-HO 

Fig 4 9 - Representação grafica dos resultados de capacidade de retenção dos auto-anticorpos 
presentes no ·'pool'' 4 em His-PEVA 
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Fig 4 I O - Representação gráfica dos resultados de capacidade de adsorção dos auto-anticorpos 
presentes no "pool" 4 em His-PEV A. 
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Fig. 4. l l - Representação gráfica dos resultados de capacidade de retenção dos auto-anticorpos 
presentes no "pool" 5 em His-PEV A. 
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Fig. 4.12 - Representação gráfica dos resultados de capacidade de adsorção dos auto-anticorpos 
presentes no "pool" 5 em His-PEV A. 

Nos experimentos com os "pools" de amostras séricas de pacientes com doenças auto­

imunes tem-se que apenas para o auto-anticorpo anti-SS-NRo foi obtida uma variação de 
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resultados significativa na utilização dos tampões Hepes a 25 mM a pH 7,0 e Tris-HCl a 25 mM a 

pH 7,4 onde o tampão Tris-HCI apresentou maior capacidade de retenção e adsorção. 

Uma provável explicação para esse fato seria que com a utilização do tampão Tris-HCI a 

pH 7,4, são adsorvidas especificamente em His-PEVA as subclasses 1 e 3 de imunoglobulinas G e 

com a utilização do tampão Hepes a pH 7,0 são adsorvidas em His-PEVA as subclasses 1, 2 e 3. 

Com Hepes haveria uma maior competição entre as imunoglobulinas pelos sítios de ligação da 

histidina, que poderiam ser ocupados por imunoglobulinas que não seriam especificamente auto­

anticorpos e de subclasses 1 e 3. Já com Tris-HCl, haveria uma maior especificidade que 

promoveria uma melhor adsorção dos auto-anticorpos nesse sistema de afinidade, uma vez que 

MARAN et al. (1997) demonstraram evidências de que os auto-anticorpos em doenças sistêmicas 

são em sua maioria TgG1 e TgG3, e supostamente os auto-anticorpos anti-SS-A!Ro estudados 

seriam dessas subclasses (MARAN et al., 1993; BENNION et al., 1990). Portanto, para a 

remoção do auto-anticorpo anti-SS-A!Ro, a utilização do tampão Tris-HCl seria a mais adequada, 

enquanto que para a remoção dos outros auto-anticorpos estudados, poderiam ser utilizados tanto 

o tampão Tris-HCI quanto o tampão Hepes. 

Há vários dados em literatura referentes ao tratamento extracorpóreo de pacientes com 

doenças auto-imunes, contudo, estes estão voltados para a situação clínica do paciente, sendo que 

a maioria dos trabalhos não divulga valores de capacidades de retenção (IU/cm2
, TIJ/ g suporte) e 

adsorção (IU/cm2
, TIJ/ g suporte) dos sistemas de afinidade empregados. Para a comparação dos 

resultados de remoção de auto-anticorpos desse estudo com trabalhos publicados, imaginou-se um 

processo extracorpóreo em grande escala baseando-se nos resultados aqui relatados através de 

experimentos in vitro. 

Remoção de IgG: Comparação entre os sistemas de afinido.de His-PEVA e Phe-PVA 

Considerando-se a utilização de um cartucho de membranas His-PEVA de 2 m2 (44 ml) 

para o tratamento extracorpóreo de um paciente contendo auto-anticorpos anti-dsDNA em uma 

concentração inicial no plasma de 50 TIJ/ml, valor equivalente a quantidade de anti-dsDNA 



presente no "pool" 4, onde a capacidade de adsorção de anti-dsDNA em His-PEVA obtida foi 

igual a 0,5 IU/cm2 em presença de tampão Hepes (tabela 4.12) e fazendo o tratamento de 2 litros 

de plasma do paciente em um período de 3 horas (correspondente a uma sessão extracorpórea), 

após três sessões de tratamento, a quantidade de auto-anticorpo adsorvida por volume de suporte 

seria de 682 nJ de anti-dsDNA /ml de His-PEV A. 

Comparando-se o sistema His-PEV A com o sistema onde utiliza-se fenilalanina imobilizada 

em gel de álcool poli vinilico (SCHENEIDER et ai., 1990) e um volume de leito de 300 ml, 

fazendo-se o tratamento de 2 litros de plasma do paciente, após três sessões de tratamento a 

quantidade de auto-anticorpo adsorvida por volume de suporte obtida foi de 267 IU/ml, sendo que 

com a utilização do sistema His-PEVA obteríamos teoricamente um valor 2,6 vezes maior que a 

do suporte Phe-PV A. 

Quanto à quantidade de auto-anticorpos presentes no plasma do paciente após as três 

sessões de tratamento extracorpóreo, com o sistema His-PEVA restariam 10.000 lU de anti­

dsDNA e com o suporte Phe-PV A restariam 20.000 ru de anti-dsDNA. Os cálculos para a 

comparação dos suportes estão apresentados no anexo. 

Uma vez que o sistema mostrou-se eficaz para a remoção in vitro dos auto-anticorpos, 

avaliou-se, também, a adsorção e a retenção de IgG, lgM e lgA desses experimentos, pois os 

auto-anticorpos estudados podem ser dessas três classes de imunoglobulinas. Investigou-se 

também a perda de albumina no processo, pois urna das maiores vantagens da terapêutica das 

doenças auto-imunes por adsorção seletiva sobre a troca de plasma, é a eliminação da necessidade 

de reposição de proteínas essenciais ao paciente minimizando os riscos de contração de infecções 

virais e outras complicações. 

Avaliação da adsorção e da retenção de lgG, IgM, IgA e albumina em His-PEVA 

Na tabela 4.13 estão apresentados os resultados referentes às análises nefelométricas de 

lgG, IgM, IgA e albumina dos experimentos com "pools" de amostras séricas de pacientes com 

doenças auto-imunes. 
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Em relação à IgG, para os "pools" 1 e 2, a capacidade de retenção e a capacidade de 

adsorção são menores em 30% e 75%, respectivamente, na presença de tampão Tris-HCJ em 

relação aos experimentos com o tampão Hepes. Para o "pool" 3, essas diferenças foram de 20% 

na capacidade de retenção e de 60% nas capacidade de adsorção. Para os "pools" 4 e 5 não 

houveram diferenças entre as capacidades de retenção na utilização de Hepes e Tris-HCI; em 

contrapartida, as capacidades de adsorção diferiram em 66% para o "pool" 4 e em 60% para o 

"pool" 5 onde os valores maiores foram obtidos em presença de tampão Hepes. 

Os resultados de capacidade de adsorção mostraram-se superiores em presença de tampão 

Hepes, pelo fato desse tampão promover maior adsorção de IgG, comparado à outros tampões 

como Tris-HCI a 25 mM a pH 7,4 como observado em HAUPT et al. (1995). Para explicar esse 

fenômeno de adsorção há a seguinte hipótese: os íons do tampão Tris-HCI e os respectivos 

contra-íons interagem com as moléculas da proteína via carga-carga e ocultam o sitio de ligação 

da histidina porém, Hepes na sua forma zwiteriônica não o faz. 

A porcentagem média removida (%R) de TgG dos experimentos com o tampão Hepes foi 

de 69% e em relação aos experimentos com Tris-HCI foi de 60%. Para os resultados de 

porcentagem adsorvida (%A), há uma diferença maior entre a utilização dos dois tampões sendo 

de 7,4% para os experimentos com Hepes e de 2,2% para os experimentos com Tris-HCI. 

Comparando-se os resultados de adsorção de TgG obtidos nesse trabalho com dados 

publicados em outros sistemas de afinidade, verifica-se que a maior capacidade obtida do sistema 

His-PEV A foi de 50 mg de TgG/ml, salientando-se que, nesse estudo, provavelmente a saturação 

da membrana não foi atingida e a capacidade máxima do sistema que utiliza proteína A 

recombinante imobilizada em fibras ocas de polisulfona (KLEIN et ai., 1994) foi de 28 mg de 

IgG/ml. Evidencia-se que a capacidade do sistema His-PEV A é maior que a do suporte proteína 

A-polisulfona, fato também constatado por BUENO et ai (1996), onde o resultado obtido de 

capacidade máxima de adsorção de IgG em His-PEV A, em modo dinâmico, foi de 86 mg de 

TgG/ml, ou seja, 3 vezes maior que o obtido por KLEIN et ai. (1994). 



Tabela 4 . 13 - Resultados experimentais referentes as análises nefelométricas realizadas para 
verificar a adsorção e retenção em His-PEV A de IgG, IgM, IgA e albumina. 

"Pool" 1 2 3 4 5 
Tampão H* Tr* H Tr H Tr H Tr H Tr 

IgG 6,1 6,1 6,0 6,0 7,0 7,0 9,8 9,8 10,2 10,2 
PRE* IgM 0,4 0,4 0,6 0,6 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 

(mg/ml) lgA 1,2 1,2 1,6 1,6 1,3 1,3 1,6 1,6 1,6 1,6 
Alb 14,1 14,1 15,6 15,6 15,5 15,5 16,0 16,0 15,5 15,5 
IgG 1,2 2,0 2,1 3,0 1,5 2,3 2,8 3,0 3,7 3,8 

POS* lgM 0,03 0,04 0,03 0,16 0,13 0,04 0,06 0,02 O, 14 0,13 
(mglml) lgA 0,2 0,3 0,6 0,6 0,4 0,6 0,3 0,6 0,7 0,6 

Alb 5,2 6,6 9,7 9,6 7,3 7,8 8,3 6,9 9,6 9,2 
lgG 43,5 35,5 33,5 24,5 48,6 40,6 61,1 59,1 55,7 54,7 

MR* lgM 3,3 3,2 5,2 3,9 .... 'J 
~ . - 4,1 3,9 4,3 3,1 3,2 

(mg) lgA 8,9 7,9 8,5 8,5 7,8 5,8 11,5 8,5 7,5 8,5 
Alb 76,2 62,2 44,8 45,8 67,9 62,9 62,5 76,5 44,9 48,9 
IgG 34,8 32,5 25,1 22,1 37,0 36,6 52,0 53,0 45,3 47,7 

L* lgM 2,7 2,9 4,6 3,7 2,8 3,5 ~ .... 
;) , ;) 3,5 2,2 2,5 

(mg) lgA 7,8 7,15 8,0 7,9 6,0 4,7 9,0 7,1 6,2 6,3 
Alb 81 ,4 67,7 51,5 54,3 78,6 69,5 71,9 84,4 56,0 56,4 
IgG 5,2 1,3 3,8 1,0 5,0 2,1 5,3 ] ,8 5,5 2,2 

E* lgM 0,4 0,2 0,7 0,4 0,3 0,3 0,5 0,2 0,5 0,3 
(mg) IgA 0,13 0,18 0,12 O, 11 a a 0,11 a • 0,12 - - - -

Alb 0,25 0,35 0,47 0,54 0,55 0,46 0,47 0,33 0,37 0,31 
IgG 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 32 32 48 45 43 53 32 35 
IgG 9 2 7 2 9 .... 

;) 6 2 6 2 
%A* lgM 11 6 13 7 7 7 11 4 ll 7 

lgA 1,2 1,7 0,8 0,7 a a 0,7 a a 0,8 - - - -
Alb 0,2 0,3 0,3 0,4 0,4 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2 
IgG 0,9 0,6 0,7 0,5 1,0 0,8 1,2 1,2 1,1 1,1 

C r* lgM 0,07 0,06 0,1 0,08 0,06 0,08 0,08 0,09 0,06 0,06 
(mg!cm

2
) lgA 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,3 0,2 0,2 0,2 

Alb 1,5 1,2 0,9 0,9 1,3 1,3 1,2 1,5 0,9 1,0 
IgG 103,4 25,8 75,5 19,9 99,4 41,7 105,4 35,8 109,3 43,7 

Ca* IgM 8,0 4,0 13,9 8,0 6,0 6,0 9,9 4,0 9,9 6,0 
(ttg/cm2) lgA 2,6 4,0 2,4 2,2 • • 2,2 • • 2,4 - - - -

Alb 5,0 7,0 9,4 10,7 10,9 9,1 9,3 6,6 7,4 6,2 
*H= tampão Hepes a 25 mM a pH 7.0; Tr = tampão Tris-HCl a 25 mM a pH 7.4: PRE = concentração de proteína 
na alimentação: POS = concentração de proteína no reservatório após 1 hora de recirculação: MR = massa de 
proteína retida em Hís-PEV A: L = massa de proteína obtida na etapa de lavagem do módulo: E = massa de 
proteína obtida na etapa de eluição: %R = porcentagem de proteína remO\ida: %A = porcentagem de proteína 
adsorvida: C r = capacidade de retenção de proteína em His-PEV A:. Ca = capacidade de adsorção de proteína em 
His-PEV A:. a - = abaixo do limite de detecção do método. 
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Analisando-se os resultados referentes à IgM, observa-se que a diferença na capacidade de 

retenção em relação a utilização dos dois tampões não ultrapassa a 35%. Avaliando-se as 

capacidades de adsorção, para todos os "pools" com exceção do "pool" 3, esta mostrou-se maior 

com a utilização do tampão Hepes, onde para o "pool" 3 a capacidade de adsorção 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 1 0% e 6% para os experimentos com Hepes e 

Tris-HCI respectivamente. 

As porcentagens adsorvidas (%A) de IgM em His-PEV A mostraram-se maiores que os 

valores obtidos com TgG em ambos os tampões Hepes e Tris-HCl. O mesmo fato foi observado 

nas porcentagens removidas (%R) dessas proteínas. 

Em relação aos resultados obtidos da análise de fgA, praticamente não há adsorção dessa 

proteína em His-PEV A. Os valores de capacidade de adsorção e porcentagem adsorvida (%A) são 

pequenos quando essa proteína foi detectada no volume de eluição. Analisando-se a retenção, não 

se constatou diferenças significativas na capacidade de retenção de IgA em His-PEV A na 

utilização dos tampões de equilíbrio Hepes e Tris-HCl para os "pools" estudados. A porcentagem 

média removida de IgA foi de 67% para os experimentos com Hepes e de 59% para os 

experimentos com Tris-HCI e a porcentagem média adsorvida foi de 0,5% e 0,6% respectivamente 

para os experimentos com Hepes e Tris-HCI 

Na análise de albumina dos experimentos com amostras séricas de pacientes com doenças 

auto-imunes observa-se que a diferença entre as capacidades de retenção dos experimentos não 

ultrapassa 25% As variações entre as capacidades de adsorção com os tampões Hepes e Tris­

HCl, para os "pools" 2, 3 e 5 foram menores que 20%, para os "pools" 1 e 4 foram de 40% e 3 0% 

respectivamente onde os resultados de maior adsorção foram obtidos em presença de tampão 

Hepes. No entanto, pode ser observado que a perda média de albumina em relação a porcentagem 

adsorvida em His-PEVA é de 0,3%. 

Considerando os resultados de perda de albumina apresentados, a quantidade adsorvida 

dessa proteína seria muito pequena no caso de um tratamento extracorpóreo podendo a reposição 

dessa proteína no paciente ser rninirnizada ou eliminada na utilização do sistema His-PEVA da 

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



passana por um separador de plasma, promovendo a separação dos componentes celulares e 

plasma. O plasma seria diluído em tampão Tris-HCI ou Hepes, que provocaria modificação em seu 

pH. Essa solução seria recirculada em um cartucho contendo His-PEV A onde os auto-anticorpos 

seriam adsorvidos. As proteínas não adsorvidas, incluindo a albumina, seriam removidas do 

interior das fibras através de uma lavagem do módulo com o tampão de equilíbrio e a solução 

protéica obtida passaria por diálise e ultrafiltração para ajuste de pH e remoção do tampão, 

retornando ao paciente, conforme representado na figura 4. 13 . 

Homba 
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Plasma 

---+-
- t 

t 
~G - - -

·-.___ 
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Fig. 4.13 - Simulação de uma sessão de tratamento extracorpóreo para a remoção de auto­
anticorpos utilizando o sistema de afinidade His-PEV A 

Pelos resultados observados nesse estudo, o sistema His-PEV A proposto apresenta-se 

como uma possivel alternativa aos tratamentos extracorpóreos existentes para a remoção de auto­

anticorpos de pacientes com doenças auto-imunes que utilizam outros sistemas de afinidade. 
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capacidade de retenção de aumentou de acordo com a concentração de IgG na alimentação 

(quanto a concentração, maior a quantidade retida por unidade de área da membrana) e que 

a capacidade máxima de retenção das membranas His-PEV A não foi atingida (obteve-se com os 

eXJ)Cfltmemti)S realizados, uma retenção de 2,076 mg/ml). Devido à ausência da necessidade de se 

expandir o planejamento utilizando-se maiores concentrações de IgG na alimentação que as 

estudadas, (uma vez que não se encontram pacientes com os níveis maiores os estudados), 

testou-se plasma humano sadio e verificou-se que a presença de proteínas diferentes de IgG 

afetar;am na retenção de lgG e que as capacidades de retenção obtidas nesses experimentos 

às encontradas nos experimentos com IgG pura. 

Como etapa final, verificou-se a adsorção e a retenção dos auto-anticorpos de amostras 

st>ríe" de pacientes, detectando-se a presença dos mesmos nos volumes de lavagem e .,,u,yau, 

Para estes experimentos foram utilizados dois tampões de equilíbrio (Hepes a mM a pH 7,0 e 

Tris-HCl a 25 mM a pH 7,4), com o objetivo de verificar alguma seletividade com relação à 

adsorção e à retenção dos auto-anticorpos, O tampão Tris-HCI exibiu valores superiores 

capacidade de retenção e adsorção do auto-anticorpo anti-SS-A/Ro comparado ao tampão Hepes, 

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

A título de comparação com outros sistemas de afinidade, imaginou-se um tratamento 

extracorpóreo in vivo utilizando-se His-PEV A para a remoção do auto-anticorpo anti-dsDNA 

onde se detectou que a quantidade de anti-dsDNA removida por volume de leito utilizado 

supostamente 2,6 vezes maior que a do sistema Phe-PEV A utilizado por SCHEl',íEIDER et al. 

(I 

relação à adsorção de proteínas em His-PEV A, foi observado que IgG é adsorvida em 

maior quantidade quando é utilizado Hepes como tampão de equilíbrio, conforme observado por 

HAUPT et O suporte His-PEV A mostrou-se capaz de adsorver IgG em quantidades 

m'•incrP< que as observadas com a utilização do sistema proteína A-polisultbna retratado por 

,,..,._,,_," et a! (1994 ), confirmando-se os resultados obtidos por BUENO et (1996). IgM 

adsorvída em maior quantidade em comparação com IgG em His-PEVA e a adsorção de em 

foi praticamente insignificante atingindo valores abaixo do limite mínimo de detecção 

do teste. A perda de albumina considerando-se a adsorção em His-PEV A é de aproximadamente 

0,3%, podendo a sua reposição no caso de utiiização de His-PEV A em um sistema extracorpóreo 
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um módulo maior de 2 de área superficial interna das membranas e verificar se os resultados 

reprodutíveis em relação aos obtidos nesse estudo, Além disso sugeriria: 

" Investigar, através de análise de custo, a viabilidade desse suporte na aplicação em um 

tratamento extracorpóreo de pacientes com doenças auto-imunes comparando-se com os 

suportes já disponíveis para tratamento in vivo_ 

.. Analisar a adsorção do auto-anticorpo SS-A/Ro em His-PEVA na presença de tampão 

HCl, comparando-se com os resultados de adsorção obtidos com o tampão Hepes. 

" Determinar a necessidade de reposição ao paciente de proteínas como complementos, 

fibrínogênio, etc. 

" Investigar a possibilidade de se tratar o volume de lavagem, onde poder-se-ia implantar um 

novo sistema para a adsorção dos auto-anticorpos presentes nesta fração. As proteínas 

provenientes da lavagem posteriormente tratada retomariam ao paciente. 

• Verificação da implantação de um sistema para a retirada do tampão de equilíbrio da 

solução de plasma de modo que este não venha a causar danos ao paciente. 

" quantitativa da histídína imobilizada em His-PEV A e investigação um 

métocto para dosagem de histídina após a utilização do módulo em sessões extracorpóreas. 
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ANEXO 

Comparação do sistema de afinidade His-PEVA com a literatura 

uma concentração de anti-dsDNA no plasma do paciente de 50 IU/ml, realizando-se 

o tratamento de 2 litros de plasma em três sessões ex'tracorpóreas tem-se os seguintes cálculos: 

=50 IU/ml: 

2litros ou 2.000 ml de plasma há 100.000 IU de antí-dsDNA antes do tratamento 

His-PEVA 

-;, Capacidade de adsorção de anti-dsDNA (Ca), refente a C= 50 IU/ml, é de= 0,5 IU/cm2 

-;, A área ocupada pelas membranas (50,3 cm2
) corresponde a um volume de 0,11 cm3

, portanto 

para um módulo contendo membranas His-PEVA com área de 2 m2 (20.000 o volume 

ocupado pelas membranas (V) seria de ml: 

(0,11)(20.000) 
v= 50,3 =44ml Equação 1 
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em 1 

= (0,5)(20.000) = I O.OOOIU 

Slroorldo-se a 
., 
J colum1s em uma 

em l no 3 horas sessão tratamento 

remanescente: 

l 



P. A quantidade de auto-anticorpo adsorvida por volume de membrana = 

Equação 3 

onde: 

N = n° de extracorpóreas (3); 
UA =unidades adsorvidas em sessão extracorpórea (30.000 IU); 
C= de cartuchos His-PEVA (3); 

=volume membranas (44 ml); 

Phe-PVA 

Volurr1e do de PV A = 300 ml 

inicial= 100.000 IU 

Quantidade antí-dsDNA removida em 3 sessões de tratamento ex~racorpóreo = 80.000 IU 

Quantidade de anti-dsDNA remanescente= 100.000 IU- 80.000 TIJ = 20.000 IU 

P. A quantidade de auto-anticorpo adsorvida por volume de gel = 

80.000 lU 
--=267-

300 ml 


