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"Processo para reduzir a contaminag8o de
solug8es de macromoléculas por endotoxi

nas de origewm bacteriana”
para que

SCRIPPS CLINIC AND RESEARCH FOUNDATION,
pretende obter privilégio de invencf&o em
Portugal.

RESUTUMO

O presente invento refere-se a um processo para reduzir
endotoxinas bacterianas, contaminantes numa macromolécula bio=-
logicamente Gtil. Um meio aquoso, contendo uma macromolééula
contaminada por endotoxinas, é misturado com um surfactante dia
lisdvel e a mistura assim formada é posta em contacto com um
sorvente de endotoxinas para formar uma mistura de fase sdblida-~
d1igquida. O contacto € mantido até a endotoxina se ter ligado
ao sorvente. O surfactante € separado por didlise da fase liqqi
da aquosa numa altura ndo anterior ao passo de manutencfo. Sepa

ra-se e recupera-se a fase liquida contendo a macromolécula,



¢

68 186
SCRF 75,0 - EPG:11

s, S

MEMORIA DESCRITIVA

Campo de Aplicacdo

0 presente invento descreve processos de separa@go e,
em particular, um processo para separar endotoxinas de macromo
léculas. ’

Antecedentes

As bactdrias s8o muito resistentes e desenvolvem-se na
dgua com exigéncia minimas de nutrientes., As bactérias gram-ne
gativas podem produzir endotoxinas a partir das paredes das su
as cdlulas, As endotoxinas s8o também referidas como lipopolis
sacdridos (LPS). As endotoxinas s8o portanto um contaminante
potencial de qualquer solugfo aguosa, Além disso, as endotoxi-
nas s8o extremamente estdveis e resistem a temperaturas e a va

lores de pH extremos.

As endotoxinas tém um largo espectro de actividade bio-
16gica. Em particular, as endotoxinas s8o tdxicas para o homem
e outros animais, provocam febre (s8o pirogénicas) quando pre-
sentes apenas em vestigios e podem causar choque hipotensivo,

coagulagf8o intravascular disseminada e mesmo a morte.

Ainda que utensilios de vidro ou de plédstico, a dgua e

muitos tampdes possam ser eficientemente descontaminados de en

dotoxinas livres [/ ver por exemplo, Sofer Biotechnology, 2:I035
1038 (1984) e Issekutz, J. Immunol. Methods, 61: 275-281

(1983)_7/ muitas macromoléculas proteindceas como as hormonas,

imunoglobulinas e enzimas s8o biologicamente inactivas apds
tais tratamentos. Isto constitui um problema particularmente
importante nos recentes progressos em biotecnologia. A contami-
nag8o bacteriana de produtos biologicamente dteis &€ considerada
problema., / Wightsmith et al., Prog. Clin. Biol, Res. 43, 287

(1982)_/. As bactérias produtoras de endotoxinas usadas em expe
riéncias de engenharia gendtica podem aumentar muito o risco de
contaminagdo, por endotoxinas, dos materiais produzidos por es-

tas técnicas.
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A ultrafiltrag8o, a didlise e muitos processos cromato
grdficos separam pegquenas moléculas das endotoxinas, com base
na diferenga de tamanhos entre a pequena molécula e a endotoxi
na a qual se agrega em micela@s de elevado peso molecular nas
solugBes aquosas. As endotoxinas e muitas macromoléculas sfo
contudo de tamanho demasiado semelhante para poderem ser sepa
radas usando sb estas técnicas como meios de separag8o. Em so-
lug8o, os mondémeros de endotoxinas podem ligar-se a macromolé-
culas proteindceas e manifestar ainda actividade de endotoxina

em sistemas biolégicos.

Tém sido usadas matrizes de cromatografia com substituin
tes adequados para adsorver as endotoxinas de solug¢des aquosas.
A patente americana N9, 3.897.309, de Grabner, descreve o uso
de resinas bdsicas troca-aniBes como os dietilaminoetildextra-
nos para reduzir o nimero de endotoxinas de soluc¢8es de aspara-
ginase., O enzima € dissolvido em tamp8o contendo sal (0,I e
0,2 M) e passa atravds de uma coluna cheia com um derivado de
dextrano. As endotoxinas aderem ao enchimente da coluna forne-
cendo portanto um eluido com menor concentragcdo de endotoxinas.,
As concentracges de endotoxina em solugles de asparaginase po-
dem ser reduzidas por aquele método, como se comprova pelos va
lores do ensaio de lisado de amebébcitos de Limulus (LAL) de so
lugdes tratadas e ndo tratadas,

A patente americana N2, 4,381.239, de Chibata, descreve
a remog8o de pirogénios (como sendo endotoxinas) pelo uso de
adsorventes compreendendo veiculos insdluveis como a agarose, e
um composto heterociclico contendo azoto, directamente ligado
aoc veiculo ou ligado por um espacador ("spacer"). A maior parte
das solug®es que serviram de exemplo e que foram descontamina-
das eram solug¢Bes salinas ou continham molédculas peguenas como
as de glucose ou de um aminodcido. Também se trataram, contudo,
solugBes de imunoglobulina, enzimas e hormonas. Os niveis de pi
rogénios nas solug®es tratadas, aguosas ou salinas, variaram en
tre O e 11 nanogramas por mililitro (ng/ml), medidos como endo-
toxinas. Com a insulina o nivel de endotoxinas foi de 5 ng/ml

até 0,4 ng/ml, isto &, uma redugdo de aproximadamente 10 vezes.
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Morrison et al., Immunochemistry, 13 : 813-818 (1976}
relatam que a polimixina B (PMB), um antibidético de péptido

ciclico lipofilico segregado pelo Bacillus polymyxa / The Uni
ted States Pharmacopeia, Revis8o 2c2, 638 (1980)_/, se liga a

parte de lipido A da endotoxina dum modo gue sugere uma rela-
¢8o estequiométrica de uma molécula de PMB para um mondmero de
endotoxina (LPS)., A ligagd8o de PMB ao LPS blogueia as proprie-
dades mitogénicas e outras propriedades bioldgicas, dependen-
tes do lipido A, do LPS. Alédm disso, o LPS modificado pela

PMB (PMP-1.PS) €, segundo agquele trabalho, menos letal em em-

bri8es de frangos, ratinhos, coelhos e c8es.

Duff et al., em Clinical Research, 30, 365A (1982) des-~-

crevem um método de remogdo de endotoxinas por afinidade croma
togrdfica usando a PMB, Resumidamente, a polimixina B (PMB) 1li
gada a Sepharose 4B activada foi misturada com endotoxina dis-
solvida em dgua ou soro salino, livres de pirogénios, e a mis-
tura resultante foi agitada até se obter o equilibrio. Pelo me
nos 9C% de endotoxina ficou retida na resina associada & PMP.
C método de Duff et al. separa solugdes de dgua ou de soro sa-
lino, isentos de pirogénios, de ILPS adicionado. 0 método ndo
foi usado com solugles de macromoléculas e LPS, Alédm disso os
autores ndo afirmam que o processo seja adequado para remover

endotoxinas de solugles de macromoléculas,

Issekutz, em J. Immunological Methods, 61 : 275-281
(1983) descreve um método semelhante em que se usa a PMB liga-

da a Sepharose 4B, como adsorvente de afinidade para o LPS.
Issekutz também usa o adsorvente para separar o LPS de solugdes
de pequenas moléculas como as de um meio de cultura de tecidos
isentos de sal ou de soro e mostra ainda um exemplo isolado em
que a endotoxina € separada dum meio de cultura de tecidos con
tendo 10% de sore. Issekutz afirma que a presenca de soro nfo

altera a eficiéncia da remog8o das endotoxinas,

Issekutz também descreve a remog8o de pelo menos 85% de
500 microgramas de endotoxina ligada a PMB, numa coluna, por
eluig8o com uma solugdo de dexicolato de sbdio a 1% num tamp§o

Tris 0,1 molar a um pH de 8,0. O desoxicolato foi separado, por
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didlise, da endotoxina eluida.

Como adiante se descreve, trataram-se solugles gue con
tinham o enzima catalase contaminado com endotoxina, por cro-
matografia de afinidade com Sepharose 4B ligada a PMB, segundo
o processo de Issekutz, A solug8o resultante, contendo catala-
se, retinha apenas metade da proteina da solugdo original e
cerca de 7 a 12% da endotoxina original. Aproximadamente 10%
da endotoxina restante estava firmemente associada ao enzima
e permaneceu associada ac enzima durante os tratamentos subse-
quentes com PMP-Sepharose 4B. Cré-se portanto que a remog&o me
nos eficiente de endotoxina de uma solucfo contendo proteina
se deve aso facto da endotoxina estar complexada com a proteina
no soro.

A patente americana N2, 4,276.050, de Firca et al., des
creve um método para detectar endotoxinas em fluidos do corpo
como sangue, plasma e soro. De acordo com a patente, a associa
¢80 de endotoxinas com lipidos e proteinas no fluido mascara a
actividade bioldgica da endotoxina. Além disso sabe-se que os
fluidos do corpo contém inibidores do ensaio de lisado de ame-
bbécitos de Iiimulus, usado para avaliar a presenga de LPS.

A patente descreve genericamente como desmascarar as en
dotoxinas por tratamento com sal, detergentes ou solugbes de
produtos quimicos orgédnicos como o Tween 80 a 2%, o sulfato de
dextrano a 2%, cloreto de sbdio a 3%, ou o tiocianato de amdnio
a 2% e, de preferéncia, a benzamidina. O exemplo da patente de
Firca et al. utiliza solugdes 0,002 M de benzamidina ou dos
seus sais dcidos de adig8o biologicamente compativeis. Estas
solugdes sd8o0 misturadas com os fluidos do corpo e separadas por
cromatografia de afinidade. As endotoxinas "desmascaradas®™ ade-
rem & coluna e sdo eluidas com solugB®es fortes de detergentes
ou de sais, como as de dodecilsulfato de sbdio a 2% (Sps), deso-
xicolato de sbdio a 3% ou MgCl 2M. As endotoxinas eluidas s8o

precipitadas com dlcool e detectadas por métodos j& conhecidos.

Ainda que se afirme que a técnica separa endotoxinas de
proteinas e lipidos dos fluidos do corpo obtendo-se endotoxinas
’ r 4
purificadas, ndo se refere que a separagfo de proteinas e 1li-
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pidos de endotoxinas produza proteinas e lipidos purificados,
suficientemente isentos de endotoxinas para serem usados via

parentérica num animal,

Por exemplo, se forem removidas 90% de endotoxinas e
concentradas na coluna, como acima se descreveu por técnica se
me lhante dada por Duff, o método de Firca et al produzird endo
toxinas suficientemente purificadas para permitir a quantifica

9500

Esse método, contudo, permitird que cerca de 10% da en-
dotoxina presente na origem, ainda permaneca associada & pro- -
teina a ser elufda da coluna. A presenca desses 1l0% de endoto-
xina associada & proteina pode n&o afectar a avaliac8o da endo
toxina. NSo obstante, a proteina contaminada com endotoxina po
de permanecer pirogénica. Assim, ainda due o método de Firca
et al seja Util para a purificag8o de endotoxinas n8o permite
purificar a proteina ou outras macromoléculas ao ponto de se-
rem suficientemente isentas de endotoxinas para serem usadas
por via parentérica, segundo a avaliag8o de Limulus ou por ou-

tras determinag¢des.

Seria Gtil dispor de um método para separar endotcoxinas
de macromoléculas biologicamente dteis gue pudesse remover su-
ficiente endotoxina e produzir uma macromcldcula que passasse
o ensaio pirogénico no coelho,da farmacopeia americana / The

Pharmacopeila of the United States of America, 172 Revis&o, 863

(1965) /. Seria vantajosoc gque esse método nfo prejudicasse su-~
bstancialmente a actividade bioldégica da macromolécula e que
ndo resultasse num produto com ocutras substédncias adicionadas

que pudessem ser perigosas para a administracdo parentérica.

Resumo do Invento

O presente invento refere-se a um processo para reduzir
a concentragdo de endotoxinas bacterianas numa solugdo conten-
do macromoléculas biologicamente dteis, caracterizado por com-

preender as seguintes operacdes:

(a) misturar um surfactante dialisdvel com uma macromolécula
biologicamente Gtil que contenha uma gqguantidade de endotoxina,
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contaminante, num meio agquoso, obtendo-se uma mistura aquosa.
0 surfactante assim utilizado tem uma concentrac8o critica de
micelas {cmc) de pelo menos cerca de 0,2% em peso ou pelo me-
nos de cerca de 5 milimolar e, de preferéncia cerca de 0,5%

em peso ou pelo menos cerca de 8 milimolar, é nfo pirogénico,
& tolerdvel fisioclogicamente, é nd¥o desnaturante e nfo revela
carga eléctrica global ao pH da mistura agquosa. O surfactante

é usado em concentragdo superior & da sua cmcy

(b} agquela mistura aquosa é posta em contacto com um adsorven-
te de endotoxinas, insolivel em dgua, de fase sblida, contendo
um agente adsorvente de endotoxinas como a polimixina B ligada
a uma matriz sdlida que pode ser monolitica ou em particulas,

para formar uma mistura de fase sdlida-liquida,

(c) mantém-se o contacto da mistura de fase sblida-liquida, de
preferéncia de modo substancialmente continuo, por agitagfo ou
por fluxo, durante um periodo de tempo predeterminado suficien
te para que a endotoxina se ligue ao adsorvente de fase sélida
formando assim uma segunda mistura de fase sélida-liquida na
qual a fase liguida contém dgua, a macromolécula e uma reduzi-
da proporcdo de endotoxina/macromolécula quando comparada com
a proporgdo que estava presente na primeira mistura de fase solida-—
-iiyﬁB.A segunda mistura da fase sélida-liquida pode ainda con-
ter surfactante,

(d) separaram-se as fases sdblida e liguida da segunda mistura
de fase sdélida-liquida, '

(e) o surfactante & separado por didlise da fase liquida néo
antes da fase (c), isto €, (i) gquer durante a operacf@o de man-
ter o contacto, (ii) quer apds separagf8o das fases sbélida e 11
quida, obtendo-se uma fase liguida substancialmente isenta de

surfactante,

(£) e recolhendo depois a fase ligquida, isenta de surfactante,
que contém a macromolécula e uma concentracdo reduzida de endo
toxina contaminante a um concentragdo de macromoléculas adequa

da para administrag8o in vivo.

Num arranjo deste invento, o surfactante estd presente
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na segunda mistura liquida e € separado por didlise da solucgfo
na operagdo (e), isto é, apds separagdo das fases s8lida e 11-
quida. Num outro arranjo, o surfactante & separadeo por didlise
da composigdo durante as operacgBes de pdr em contacto e de man

ter esse contacto.

A macromolécula descontaminada produzida por um dos pro
cessos deste invento € particularmente dtil na administracfo
parentérica in vivo a animais como os animais de laboratério,
p. ex., ratinhos, ratos e coelhos, e animais como cavalos, va-

cas, cdes e carneiros e ainda ao homem.

bislo %g%axgntagem do invento é que as solugBes de macromold-
culas /Gteis, contaminadas com endotoxinas, podem ser desconta-
minadas pelo processo do invento de modo a que as solugles pas
sem o Ensaio Pirogénico do Coelho U.S.P. a uma concentracdo de
macromoléculas adequada & introdug8o em animais como agueles.

Outra vantagem € gue as macromoldculas purificadas pelo
método do invento permanecem biologicamente activas.

Uma outra vantagem do invento é que as wmacromoldculas
podem ser utilizadas in vitro ou in vivo, livres dos efeitos
das endotoxinas do sistema.

O processo tem a vantagem de ser simples, prdtico e ade
quado para tratar grandes volumes de material numa instalacg8o

comercial,

Outros beneficios e vantagens tornar-se-8o evidentes aos

peritos na arte a partir da descrigdo detalhada que se segue.

Breve Descricdo dos Desenhos

A Figura 1 é um desenho que contém sete grdficos (pai-
neis) (A-H) que ilustram a resposta & febre em coelhos durante
o ensaio pirogénico U.S.P. adiante descritc + Os coelhos foram
injectados com 1 mililitro (ml) de solucgdo contendo 0,2 mili-
gramas (mg) de catalase tratada ou n8o tratada ou 1 ml de solu
¢80 de controlo. Todos os animais s8o estabilizados duas horas
antes da injeccdo e tém uma temperatura basal de 37,5 a 29,5¢eC,
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Os animais do grdfico A foram injectados com catalase
ndo tratada, os do grdfico G foram injectados apenas com SOro
salino como um controlo, engquanto que os do grdfico H foram
injectados com uma solugdo que continha 1 micrograma ng) de

endotoxina da Salmonella minnesota Re595 como segunde controlo.

Os animais foram injectados com catalase que, para outras expe-
riéncias, foi tratada do modo seguinte: painel de experiéncia

B = polimixina B ligada a Sepharose 4B (PB-Seph 4B)}; painel C =
= polimixina B (PB) nfo ligada e octilglucopirandsido (OBDG) ;
painel D = PB sdbzinha; painel E = OBDG sozinhay; e painel F =

= PB-Seph 4B mais OBDG. Os resultados indicam que apenas a cata
lase dada por tratamento completo (painel F) satisfez os crité -
rios de nSo-pirogeneidade.

A Figura 2 contém cinco grédficos de painéis de experién-
cias (A-E) que ilustram os comportamentos de gradientes de CsCl
em composi¢gdes: de catalase sdzinha (linha a cheio assinalada
com @; painel A); 3H-LPS sdzinho (linha a tracejado assinalada
com O; painel B) e suas misturas. Quando a catalase e 3H-LPS
sdo misturados e mantidos em contacto, observa-se (painel C) um
deslocamentoc do 3H—LPS para a regifo da catalase, indicando li-
gag8o0, & proteina, da endotoxina. O tratamento PB-Seph 4B da
mistura (painel D) produziu uma reducfo de 3H-LPS mas o LPS per
manece claramente associado ao pico de proteina. O painel E com
prova gue o tratamento com PB-Seph 4B mais OBDG tem comoc resul-—
tado uma remog¢do completa do 3H-LPS, indicando a capacidade do
OBDG dissociar o 3H—LPS ligado & proteina.

A actividade da catalase (@), em unidades Bergmeyer por
10 microlitros (Unidades/10 4k1), estd indicada no eixo de orde-
nados da esquerda. A actividade LPS (0), em contagens por minu-
to (com), estd indicada no eixo interior de ordenadas, & direi-
ta., O peso especifico, em gramas por centimetro cilbico (g/cc),
estd indicado na linha a cheio das ordenadas mais & direita., As
fracgBes do gradiente, do fundo para o topo e da esquerda para

a direita, est8o indicadas em abcissas,.

A figura 3 contem seis paineis de experiéncias (grdficos
A-F) gue mostram comportamentos de ultracentrifugac8o de CsCl
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do 3H--Re595 LPS (3H—LPS) gquando tratado ou ndo tratado com OBDG
antes de misturar e de manter em contacto (incubac¢do), com soro
normal de coelho (NRS). O painel A mostra o comportamentc obser
vado do gradiente qguando 3H-LPS ¢ incubado com NRS sem o trata-
mento pelo OBDG. O painel B mostra o comportamento observado do
gradiente quando 3H--LPSt ¢ tratado com OBDG a uma concentracfo
final/5 milimolar (5 mM), antes de incubar com NRS. O painel C
mostra os resultados observados quando a concentrag8o de OBDG

€ aumentada atéd 10 mM e mostra um deslocamento parcial das con-
tagens de 3H-LPS em direcgdo & posig8o da lipeproteina de alta
densidade (HDL). O painel D mostra o resultado obtido quando a
concentragdo de CBNG foi ainda aumentada até 20 mM e mostra um
deslocamento completo das contagens de 3H-LPS para a posic8o da
HDL. O tratamento de 3H-LPS com OBDG 20 mM, seguido de incuba-
c&0 com soro salino mas na auséncia de NRS, mostrou nSo haver
deslocamento da posig8o do pico de contagem (painel E)., O pai-
nel F mostra o resultaao obtido qguandc o NRS foi tratado com
CBDG 10 mM antes de incubar com o 3H—LPS e mostra um efeiteo ndo
distinto do visto no painel C que utilizou um pré-tratamento de

3H-LPS com @ mesma concentracdo final de OBDG.

Descricdo Detalhada do Invento

A ~ Processo para Remover Endotoxinas

O presente invento descreve um processo prdtico e efici=-
ente de reduzir a quantidade de endotoxina bacteriana contami-
nante numa solugdo gque contenha macromoléculas biologicamente
dteis, em particular macromoldculas proteindceas tais como um
enzima, uma imunoglobulina, ou semelhantes, sem prejudicar su-
bstancialmente a actividade biolégica das macromoldculas. Na
variante prdtica preferida, o processo permite obter uma macro-
molécula substancialmente isenta de endotoxina, com a concentra
¢80 particular & qual a macromolécula € usada na adwministracdo

in vivo, como no caso da administrac8c parentdrica a um animal.
O processo inclui, genericamente, as seguintes operagdes:

(a) misturar a macromoldcula biologicamente 4Gtil gue contenha

uma guantidade contaminante de endotoxina com um surfactante dia
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lisdvel num meio agquoso, obtendo-se uma mistura liguida, aquo-
sa, tendo o surfactante utilizado uma concentracgfo cgitica de
micelas fcmc} de, pelo menos, cerca de 0,2% em peso ou, pelo
menos, cerca de 5 milimolar, e estando presente sob a forma de

dispersdo, no wmeio aquoso, em quantidade acima da sua cmc;

(b) a mistura agquosa € posta em contacto com um adsorvente de
endotoxinas, insolével em dgua, de fase sdblida, contendo um a-
gente adsorvente de endotoxinas como a polimixina B ligada a
uma matriz sélida, obtendo-se uma mistura de fase sélida-liqui
da;

(c) o contacto da mistura de fase sdlida-liguida & mantido (de
preferéncia de modo continuo) por um predeterminado periodo de
tempo suficiente para a endotoxina se ligar ao adsorvente, for
mando-se assim uma sSegunda mistura de fase sdblida-liguida cu-
ja fase liquida contfm dgua, a macromolécula e uma proporgdo

em peso de endotocxina/fmacromoldcula reduzida em relagdo & mes-
ma propor¢do na primeira mistura aquosa; a segunda mistura 1i-
quida pode ainda conter surfactante; forma-se também uma fase

sdlida que contdm o adsorvente e a endotoxina a ele ligada;

(d) separam-se as fases sdélida e liguida da segunda mistura de
fase sélida-liquida;

(e} o surfactante é substancialmente separado por didlise da
fase liguida nunca antes da operac8o (c) de manuteng#o- .

isto &, quer (i) durante a operacdo em gque se mantém o conta-~
cto, quer (ii) apdbs separag8o das fases sdlida e ligquida; e

(f£) recolhe~se a fase liguida substancialmente isenta de surfa
ctante.

Em qualguer das sequéncias, a fase liguida produzida no
fim € uma solugf8o aguosa da macromoldcula gue estd substancial-
mente isenta de surfactante e contédm apenas uma reduzida quanti
dade de endotoxina, a uma concéntraggo de macromoléculas utili-

zada para administra¢do in vivo.

Num arranjo do processo mencionado, a didlise é realiza-
da apds ¢ passo de manutenglio decontacto, enguanto que, num outro

arranjo de maior preferéncia, as operagles de manutengSo do con
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tacto e de didlise se realizam praticamente aoc mesmo tempo. Eg

tes dois arranjos e as suas variantes s8o discutidas abaixo.

Numa primeira variante do arranjo mencionado em primei-
ro lugar, o adsorvente de endotoxinas apresenta-se em particu-
las sob a forma de pequenas pérolas ou em pd (gquando seco) e
estd de preferéncia contido numa coluna usada como coluna cro-
matogrdgica. O meio aguoso contendo as macromoldculas, a endo-~
toxina sua contaminante e o surfactante sfo carregados na colu
na contendo adsorvente e depois eluidos segundo as operagdes
de pbdr em contacto e de manter esse contacto. O elufdo aguoso
resultante que constitui a fase ligquida separada da segunda mis
tura de fase sdélida-liguida &€ depois dialisado para remog¢8o do
surfactante.

Numa segunda variante, o adsorvente sdlido € monolitico
tendo o agente adsorvente de endotoxinas fixado numa ouw mais sy
perficies. Normalmente, um adsorvente monoliticeo encontra-se
sob a forma de uma ou mais folhas ou telas, ou de uma superfi-
cie dum tubo ou de outro tipo de vaso. Nesta wvariante, as.ope-
ragdes d~ pdr em contacto e de manter esse contacto, sfo ainda
realizados pela passagem de um meio aquoso sobre a superficie

gue contém o adsorvente, seguida de didlise,

Num outro arranjo ainda mais preferido, as operacgdes de

contacto e de didlise realizam-se praticamente ao mesmo tempo.

Numa& primeira variante deste segundo arranjo, o adsor-

vente em fase sélida encontra-se sob a forma de particulas e
pode ser o mesmo adsorvente em particulas atrds descrito. Nes-
ta variante, a mistura atrds descrita é posta em contacto com a
adsorvente de endotoxinas, em fase sdblida, num saco de didlise
cuja exclusf8o de pesos moleculares do soluto meolecular € infe-
rior ao peso molecular da macromolécula, 0O contacto entre o a-
dsorvente de fase sdblida e a fase liquida é de preferéncia man-
tido de modo praticamente continuc quer agitande quer revolven-
do o saco com ¢ liguido de didlise, de modo a gue as concentra-
¢Ses de macromoléculas, endotoxinas e surfactantes sejam prati-
camente homogéneas em toda a fase liguida e em qualquer altura

durante o periodo de tempo da operagdo cenjunta contacto-didli-
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se, e o adsorvente de endotoxinas possa facilmente contactar

o liquido dentro do saco de didlise. A operag8c contacto-did-
lise normalmente termina quando a fase ligquida da segunda mis
tura formada esteja substancialmente isenta de surfactante,

As fases sélida e ligquida s8o depois separadas, P. €X. por cen
trifugac¢d8o, de mecdo a cbter uma fase liquida,baquosa, separada
que contenha a macromolécula substancialmente livre de surfa-
ctante, bem como uma quantidade reduzida de endotoxina contami
nante, a uma concentracfo de macromoléculas utilizada para

administracgdo in vivo.

Uma segunda variante deste segundo arranjo utiliza um
adsorvente de endotoxinas, monolitico, que constitui a Superfi
cie de uma membrana semi-permedvel. cuja exclusfo de peso mole
cular de soluto sejé inferior ao da macromolécula, Esta varian
te é semelhante & variante referida imediatamente acima, exce-
pto em gue o adsorvente de endotoxinas, como a polimixina B,
estd fixado 3 superficie da membrana, de modo a gue o fluxo da
primeira mistura agquosa através da superficie da membrana que
inclui o agente adsorvente de endotoxinas, permite obter o con
tacto continuo preferido durante ¢ periodeo de tempo que a mis-

tura ligquida percorre o dispositivo de didlise.

Assim, esta variante permite obter uma descontaminagﬁo
e separacgdo relativamente simples e directas. A primeira mistu
ra aquosa de macromoléculas contaminadas com endotoxinas e de
surfactante vai alimentar o dialisador, p. ex. um dispositivo
de didlise por fibras b8cas usado em hemodidlise, a endotoxina
presente € adsorvida é_superficie da membrana em contacto com
a mistura & medida qgue o liguido atravessa o dispositiveo, o
surfactante € separado por didlise da mistura durante esse mes
mo percurso, e as fases sdélida e liguida s&c separadas & medida
que o ligquido sai do dialisador, onde a fase liquida emergente
contém a macromolécula e uma quantidade reduzida de endotoxina
contaminante, a uma concentrac8o de macromoléculas utilizada
para administrag¢do in vivo.

Examinando os arranjos descritos e as suas variantes,

pode ver-se que, no primeiro arranjo, macromoléculas biologica
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mente fteis, contendo uma quantidade de endotoxinas pirogéni-
cas ou contaminantes, s8o misturadas com um surfactante diali
sdvel num meio aquoso, obtendo-se uma mistura aquosa. Esta mis
tura € posta em contactg com um adsorvente de endotoxinas, de
fase s&lida, em particulas ou monolitico (primeira e segunda
variante, respectivamente), gue contém um agente ou agentes
adsorventes de endotoxinas ligados, ou fixados por gualquer ou
tro modo, a uma matriz sdlida, obtendo-se uma primeira mistura
de fase sélida-liguida. Este contacto € mantide por um periodo
de tempo predeterminado suficiente para a endotoxina se ligar,
formando portanto uma segunda mistura de fase sélida-liguida.
Separaram-se as fases sé8lida e liguida resultantes, e a fase
ligquida contendo o surfactante e as macromoléculas é dialisada
para se remover o surfactante e se obter uma solugdo agquosa

das macromoléculas.

A primeira variante do segundo arranjo inclui as opera-
¢Bes de contacto continuo da mistura liquida acima descrita com
o adsorvente de fase séblida, em particulas; para formar uma pri
meira mistura de fase sélida-liguida, enquanto se dialisa a mis
tura de fase sdlida-liquida assim formada. A didlise e o conta-
cto continuo s3o mantidos por um periodo de tempo suficiente pa
ra gue a endotoxina se ligue ao adsorvente e para qué se separe
por didlise o surfactante do liquido, formando-se uma segunda
mistura de fase sélida-liguida. Separaram-se as fases sdélida e
liguida da segunda mistura e recolhe-se a fase liguida contendo

as macromoldculas substancialmente isentas de surfactante.

A segunda variante do segundo arranjo inclui as seguin-
tes operag8es: uma mistura liguida como acima se descreveu &
dialisada usando uma membrana semi-permedvel, de fase sblida,
contendo um agente adsorvente de endotoxinas fixado sobre a su-
perficie da membrana contactada pela mistura liguida. Continua-
-se a didlise por um periodo de tempo suficiente para ligar a
endotoxina bem como para remover o surfactante presente na mis-~
tura liguida (formando assim uma segunda mistura '‘de fase sdélida

-ligquida), e recolhe-se o dialisado (fase liguida separada).

A solugdo de macromoléculas acima descrita, antes do tra
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tamento por um dos processos do invento, & referida como con-
tendo uma quantidade contaminante de endotoxina. Depois da apli
cagdo do processo, a solugfio de macromoléculas diz-se desconta-
minada, isto &, contém uma concentracfo reduzida de endotoxinas
contaminantes ou é referida com uma frase semelhante. A presen-
Ga e as concentragBes reduzidas (ou quantidades) de endotoxina
s8o0 avaliadas & concentrac®o da macromolécula em causa a ser
utilizada na administrag¥o in vivo a um animal, p. ex. um ani-
mal de laboratério comoc o ratinho, o rato ou macaco, ou um ani-

mal como o cavalo, vaca, c%o ou carneiro, ou ainda o homem.

Sem atender & macromolécula ocu animal ao qual ela deve
ser administrada, a presenga ou relativa iseng8io (concentragZo
reduzida) de endotoxina é determinada por um de dois ensaios
de avaliagZo. A primeira avaliag8o é pelo lisado de amebécitos
de Limulus (LAL) enquanto que o segundo é o ensaio pirogénico
do coelho, U.5.P.. Ambos os processos s%o discutidos a seguir.

Assim, uma solug¥o da macromolécula com uma concentra-
G%o para uso in vivo num animal que no ensaio LAL ssja negati-
va quanto a endotoxina ou que seja n¥o pirogénica no ensaio piro
génico do coelho, USP, & considerada como sendo isenta de endo-
toxina contaminante ou como contendo uma quantidade reduzida ou
ndo contaminante de endotoxina. Por contraste, a solug@o da ma-
cromolécula que, na concentragfo de uso, for positiva quanto &
endotoxina no ensaio LAL ou que for pirogénica no ensaioc do
coelho, U.S5.P., serd considerada contaminada ou conterd uma
quantidade contaminante de endotoxina. Note-se que uma dada so
lug8o de macromoléculas pode conter endotoxinas pelo ensaio
LAL e ndo ser pirogénica. De modo andlogo uma solucBo pode es-
tar isenta de endotoxinas pelo ensaio LAL e ser contudo pirogé
nica. 0 ensaio a utilizar serd portanto dependente do uso que
se pretender para a solug®o, como é sabido dos peritos da arte.

Numerosos tipos de macromoléculas biologicamente dteis
podem ser separados das endotoxinas contaminantes pelo proces-
so deste invento. Por exemplo, o processo pode ser usado para
descontaminar solugBies de protefnas contaminadas com endotoxi-
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nas, incluindo os enzimas como a catalase, imunoglobulinas co
mo a IgG do ratinho ou do homem, hormonas como insulina, tiro
globulina e hormonas da pituitdria e outras proteinas que se
en~ontram no corpo como os factores de crescimento, interfe-
rdes, factores de coagulac8o e semelhantes. O invento é ttil
para separar solugdes contaminadas de proteinas da parede das
cédlulas derivadas das bactdrias gram-negativas, proteinas de
invélucro viral, e outras macromeléculas dteis na preparacdo
de vacinas. O invento é também dtil para separar outras macro
moléculas que nd8o contenham co-factores lipidicos essenciais
como os dcidos nucleicos e semelhantes,

A macromolécula contaminada deve ela prdpria ser sufi-
cientemente grande para que nf8o passe através da membrana de
didlise. As macromoléculas com pesos moleculares de peloc me-
nos cerca de 10,000 daltons s8o suficientemente grandes para
que ndo sejam separadas da solugHo por didlise com as membra
nas de didlise vulgarmente usadas. Assim, uma moldécula com re
so0 molecular de cerca de 10.000 dalton ou superior, pode ser
aqui definida como uma macromolécula., Podem obter-se membra-
nas de didlise na Amicon Corporation, p. exX., que tém exclu-
s8o de pesos moleculares abaixo de 10.00C daltons. Por conse-
gquéncia uma definig¢fo mais adequada de macromolécula € a de
uma molécula que ndo se separa da mistura por didlise nas con

digBes em que o surfactante & separado por didlise,

A macromolécula é portanto n8o dialisdvel enquanto gue
o surfactante € dialisdvel quando se usa o ensaio padrfoc de
didlise a seguir discutido.,

Num arranjo preferido, a macromoldcula & uma proteina
presente na wmistura aquosa macromoldcula-surfactante antes de
contactar com o adsorvente de endotoxinas, a uma concentracfo
de cerca de 200 microgramas por mililitro (Alg/ml) até cerca
de 100 miligramas por mililitro (mg/ml) e, com maior preferén
cia, de cerca de 1 até cerca de 50 mg/ml. Como se poderé ver
pelos resultados adiante indicados, perde-se uma parte relati
vamente pequena das macromoléculas durante o processo de puri
ficagdo enquanto gque a concentrag¢do da endotoxina decresce 100
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a 10,000 vezes. Assim, a proporg¢do em peso de endotoxina/macrgo
moldcula € mais pequena na fase liguida da segunda mistura de
fase sélida-liquida do que a mesma proporgdo na mistura liqui-
da aquosa original. Que a provorgdo tenha sido reduzida peode
facilmente ser verificado comparando a diluig¢do no ensaio de
Limulus necessdria para a auséncia de endotoxinas, a uma dada
concentracSo de protefna na mistura liguida aquosa antes de

usar este processo, com a da fase ligquida apbs didlise.

Um surfactante dtil no presente invento &€ por si pré-
prio nfo pirogénico, tolerdvel fisiologicamente, nf8o desnatu=-
rante e dialisdvel. O surfactante nfo revela carga eléctrica
global ao valor do pH da primeira mistura aguosa e é, de prefe

réncia, n8o idnico.

0s termos "n8o pirogénico" s8o agqui usados para signifi
car que qualgquer residuo de surfactante, presente na solugdo
de macromoldéculas dialisada ou presente numa solugdo de macro-
moldculas mais concentrada resultante da solug8o de macromolé-
culas dialisada, n8o provoca por si préprio uma resposta piro-
gédnica no ensaio padrdo do coslho, U.S.P., adiante discutido.
Dito de modo diferente, o surfactante é nfo pirdgenico as con-
contrag¢Bes presentes quando a macromolécula for utilizada in

vivo (via parentérica).

Sendo ndo pirogénico, o surfactante esté isento de endo
toxinas. A auséncia de endotoxinas pode ser facilmente verifi-
cada velo ensaio do lisado de amebdcito de Limulus (LAL). De
novo, a auséncia de endotoxinas no surfactante é avaliada 3
concentragdo do surfactante residual presente gquando se utili-
zarem as macromoléculas, Descreve-se adiante um estudo de exem

plo de um surfactante.

0 surfactante € geralmente também tolerdvel (aceitdvel)
fisiologicamente em animais, numa guantidade residual gque pode
acompanhar a macromolécula & concentracdo em gque a macromolécu
la € utilizada in vivo. A pircgeneidade é uma forma de intole-
réncia fisioldégica que pode ser revelada por uma substéncia
administrada por via parentdérica. Contudo, uma vez gque uma das

finalidades deste invento é descontaminar uma macromolécula pa
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ra uso parentdrico in vivo, o surfactante residual ndo poderd
também causar efeitos secunddrios adicionais intolerdveis como
€ o caso de gqualguer substéncia administrada por via parentéri
ca., A tolerdncia fisiolbégica do surfactante residual pode ser
determinada pelos ensaios farmacoldgicos normalmente utilizados
e bem conhecidos dos peritos da arte,

A caracteristica n8o desnaturante de um surfactante 4til
é normalmente determinada em fung8o da capacidade do surfactan-
te solubilizar, e depois reconstituir, as proteinas da membrana
usando técnicas jd bem conhecidas. A literatura ewmitida pelos
fabricantes e distribuidores frequentemente d4 informac¢do sobre
as caracteristicas desnaturantes de um particular surfactante

bem como sobre os ensaios para as determinar,

A frase "isento de carga eldctrica global" e outras equi
valentes aqui usadas significam que o surfactante & electricamen
te neutro a um certo valor de pH. Assim, o surfactante pode ser
ndo ibdnico, forma preferida, ou pode ser zwitterionico onde as
cargas positivas e negativas se equilibram, mas n8o pode ser
aniénico, como no caso do SDS ou de um dcido da bilis, nem ca-
tidnico como no caso de um surfactante contendo uma amina qua-
terndria.

A capacidade de um surfactante ser dialisado & de parti-
cular importdncia para o presente invento pois gue & através da
didlise, como aqui se define, gue o surfactante é separado das
macromoléculas biologicamente dteis. Praticamente todas as molé
culas de surfactante podem ser removidas de uma solugdo por did
lise se for usado um perfodo de tempo suficiente, sendo a didli

se agqui considerada uma ocorréncia relativamente rdpida.

Normalmente, um surfactante com uma concentracdo critica
de micelas fcmc) relativamente elevada &€ mais rapidamente sepa-
rado por didlise de uma soluc8o (ou disvers8o) do gque um surfa-
ctante com uma cmc relativamente baixa. Pensa-se que isto &€ de-
vido & presenca de uma concentragdo relativamente elevada de
surfactante mondmero presente na solugdo para um surfactante de
elevada cme, quando comparado com um surfactante de cme relati-

vamente baixa, pois que é o surfactante mondmero que dialisa
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através da membrana.

O ponto de separagdo entre valores de cmc relativamen-
te elevados e valores de cmc relativamente baixos, para os fins
do presente invento, parece ser a uma concentracfo de pelo me-
nos cerca de 5 milimolar (mM) e de preferéncia a pelo'menos cer
ca de 8 mM., Assim, é considerado #til um surfactante com uma
cmc de cerca de 5 mM ou superior até cerca de 50 mM, desde que
o surfactante seja também por si préprio fisiologicamente tole-
rédvel, n8o pirogénico, isento de endotoxinas e ndo desnaturan-

te,

Numa base de percentagem em peso, de preferéncia a uma
base milimolar, um surfactante dtil tem uma cmc de relo mencs
cerca de C,2 gramas por 100 mililitros (g/l00 ml) ou pelo me-
nos cerca de 0,2% em peso e, de preferéncia, uma cmc de pelo
menos de 0,5% em peso e até cerca de 2-3% em peso. (Note-se que
a percentagem em pesc e o0s valores milimolares nfo est8o exacta
mente correlacionados para todos os surfactantes dteis pois que
estes surfactantes podem diferir muito nos seus pesos molecula-
res).

Outro meio de avaliar a capacidade de didlise & por um
ensaio padronizado. Um ensaio (til € semelhante aoc aqui utili-
zado para a remogdoc de endotoxinas mas realizado na auséncia
das macromoléculas e do adsorvente de endotoxinas,., Assim, o sur
factante € disperso em cerca de 40 ml de soro salino tamponado
com fosfato (PBS-Phosphate-Buffered Saline) a uma concentracio
de surfactante cerca de 4 vezes a cmc do surfactante, p. ex.
para o OBDG & cerca de 100 mM. Aqueles 40 ml de ligquido s&o co-
locados num saco de didlise Spectrophor com uma exclusfo de pe -
sos moleculares da ordem dos 12.000-14,000, O saco e o seu con-
tedido sf8o depois colocados num vasc fechado de 2 litros cheio
com PBS como fluido de didlise, e submeteram-se o vasc e sacé a
agitag8o constante por um perfodo de tempo de 48 horas & tempe-
ratura ambiente (20-~229C), com pelo menos quatro mudangas do
fluido de didlise realizadas a intervalos regulares durante 48

horas.

A quantidade de surfactante gque permanece no saco & en-
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tdo determinada. Se o surfactante que permanece na solucdo,
neste ensaio, ndo for mais do que cerca de 2% da guantidade
originalmente presente, isto &€, 2% de uma guantidade que se-
ja 4 vezes o valor da emc do surfactante, o surfactante pode
considerar-se dialisdvel para os fins deste invento e o 1{-
quideo aguoso que contém agquela qguantidade de surfactante, pode
considerar-se substancialmente livre de surfactante. Por exem-
plo, usando OBDG a uma concentracdo inicial de 100 mM (2,94%
em peso), encontrou-se, apds remogdoc de endotoxinas, um valor
médio de 0,016% em peso. ou cerca de 0,5% em peso da gquantidade

originalmente presente,

Usando as wmacromoléculas nas mesmas condicBes com uma
concentragfo inicial conhecida de cerca de 1-10 mg/ml, a reten
¢80 de pelo menos cerca de 95% em peso das moldculas inicial-
mente presentes indica que as macromoldéculas nfo s8o dialisd-
veis, '

Prefere-se o uso de surfactante desde cerca de 2 atéd
cerca de 6 vezes a sua concentragdo critica de micelas para as
segurar que todos os complexos endotoxina-macromoldcula este-
jam dissociados. Contudo o uso de concentracBes maiores nSo
oferece gualquer vantagem adicional. Além disso concentracdes
maiores fazem perder surfactante e aumentar o tempo necessdrio
para reduzir a concentragdo de surfactante até & concentracdo

dese jada.

Um surfactante é um emulsionante eficiente apenas a
concentragdes acima da sua cmc., O surfactante usado no método
deste invento deve portanto estar presente inicialmente a uma
concentragdo superior & da sua cmc.

C quadro 1 abaixo, indica as cmec de vdrios surfactantes
disponiveis no comdércio, expressas em gramas por 100 ml de so-
lugd8o e, nalguns casos, em concentrag8es milimolares (mM). Os
valores do equilibrio hidrofilico-lipofilico (HLB-Hydrophilic-
-Lipophilic Balance) para vdrios surfactantes escolhidos, es-

t8o também indicados.
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QUADRO 1

Concentrag®o Critica de Micelas de Vdrios Surfactantes

Surfactante CcMC cCMC _HLB™
(g/100 m1)* (mM)*
Tween 80 0,0013 - 15,0
digitonina’ 0,001-0,004 - 0,4
Triton N-101° 0,085 - 13,4
Triton X-100° 0,015-0,02 0,24 13,5
Nonidet P-40° - 0,29 13,5
dodecilsulfato de 0,15~ 0,52~

sédio 0,23%% 8 ,2%X 40,0
desoxicolato de sé6dio 0,20 4-6 16,0
CHAPS & CHAPSQ® 0,49-0,50 8 -
colato de sédio? 0,57 15 18,0
octil-beta-D-

—glucopiranésido4 0,736 25 -
octil-beta-D-

--t’.i«:nglucopiranésido[‘l 0,28 9 -
Zwittergent 3-10% 1,2 - -
Zwittergent 3-084 grande5 - -
Zwittergent 3-064 grande - -

£SO W N

disponivel na Calbiochem, La Jolla, CA.

maior do que 1,2.

disponfvel na ICI Americas, Inc., Wilmington, DE.

disponfvel na Sigma Chemical Company, St. Louis, MO.

6

disponivel na Rehm and Haas Company, Inc., Philadelphia, PA,

HLB significa Equilfbrio Hidr6filo-Lipéfilo. Os némeros de

HLB constituem um sistema para selecgfo de agentes emulsionan

tes para um determinado uso. Os emulsionantes lipofilicos

(n8o pglares) t&m ndmeros de HLB abaixo de 9, enquanto que os
emulsionantes hidrofilicos (polares) teém ndmeros HLB acima de
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QUADRC 1 (Continuagéo}

11. *cmc = concentragdo critica de micelas, expressa em gramas
por 100 mililitros (g/100 ml) e milimolaridade (mM). *Eralores
de CMC relativos a NaCl 0,5 molar e a dgua respectivamente. He
lenius et al,, Biochim, Biophys, Acta, 415 : 29-79 (1975).

As solugdes de SDS sfo citadas como capazes de remover
LPS de polimixina B fixa a uma matriz sélida, SDS é um desnatu
rante de proteina bem conhecido e por essa raz8o nfc & agui
utilizado. Além disso, verificou-se que o SDS se separa mal,
por didlise, de uma solugfo nas condig8es agqui consideradas
Gteis, e portanto parece gue o valor da cmc do SDS estd mais
perto do valor 0,015 indicado no Quadro 1 do gque do valor
0,23% em peso também indicado naquele quadro nas condigdes nor

malmente aqui usadas,

Os dcidos da bilis, colato de sédio e desoxicolato de sé
dio, poderiam ser agui dteis com base nos seus valores de cmc
mas, como no caso de outros surfactantes que revelam, em solu=-
¢80, carga eléctrica global, n8o sfo agui utilizados. 0s dcidos
da bilis, ainda que se jam geralmente classificados como brandos
e nfo desnaturantes, tém sido citados como provocande desnatura
¢do. Além disso, devido &s suas cargas anidnicas acs valores de
PH do uso normal, os dcidos anidbnicos da bilis (bem como os de-
tergentes catidnicos) podem ligar-se & macromoldcula o que &
desfavordvel. Ainda mais, como anteriormente se fez notar, Isse
kutz e Firca et al. descrevem o uso de 1 a 3% de desoxicolato,
respectivamente, para retirar dos adsorventes de afinidade a en
dotoxina ligada, havendo portanto mais uma razdoc para evitar o
uso destes surfactantes.

Cs surfactantes dteis no presente invento estfo tambdm
livres de carga eldctrica global, ao valor do pH da didlise, is

to é, pH 6-9. De preferdncia o surfactante 4 tambdm nfo idnico.

S8o0 também aqui dteis os surfactantes octil~beta-D-gluco
piranésido, octil-beta-D-tioglucopiranbdsido, MEGA-8, -9 e ~10
( o octanoil-, n2noil- e decanoil~-N-metilglucamidas, respectiva
mente; podem obter-se na Calbiochem}, CHAPS (3-/ (3-colamidopro
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pil)~dimetilaménio /-l-propano-sulfonato), CHAPSO (3-/ (3-cola
midopropil)dimetilamédnio 7-2-hidroxi-l-propano-sulfonato} e
ZWITTERGENT 3-10, 3-08, 3-06, (N-decil- e N-octil- e N-hexil-~
~N,N-dimetil=3-aménio-l-provano-sulfonatos, respectivamente).
Estes surfactantes tém concentrag¢des criticas de micelas supe-
riores a cerca de 0,2% em peso ou, pelo menos, cerca de 5 mM
de acordo com a informagd8o citada, Os surfactantes MEGA sdo ci
tados na literatura dos distribuidores como sendo facilmente
removidos por didlise e ndo desnaturantes., No primeiro relatd-
rio sobre os surfactantes MEGA / Hildreth, Biochem, J., 207 :

363-366 (1982) 7 o autor diz que os valores cmc ndo puderam ser
medidos mas que os resultados obtidos indicavam valores de cmc

sem=2lhantes aos do octil-glucopirandsido.

Qualguer dos surfactantes mencionados ndo mostra carga
eléctrica global aos valores de pH aqui considerados.'Contudo,
como jd se fez notar, os surfactantes n8o idnicos, como o octil
-glucopiranéside, s8o preferiveis aos surfactantes zwitteridni-
cos.

Um surfactante de maior preferéncia € o octil-beta-D-
~glucopirandsido (também referido como octil-glucopirandsido ou
OBDG) (Calbiochem, La Jolla, CA). O surfactante tem uma cmc de
0,736% em peso £ 25 mM_/. O octil-glucopirandésido € usado a uma
concentragdo acima de cerca de 25 mM e, de preferdncia, a uma
concentragdo desde cerca de 50 até cerca de 150 mM. Com cerca
de 48 horas de didlise, em saco de didlise contra tampdo isento
de surfactante, pode reduzir-se uma solugdo de OBDG de uma con-
centragdo de 100 mM até menos do que cerca de 0,05% em peso

(cerca de 1,7 mM).

A didlise, a ultrafiltrac8o (tambédm chamada osmose inver
sa) e a diafiltragdo sfo processos de separacgdo gque realizam
fungdes semelhantes, A didlise € um processo de concentracfo
quimica conduzido por osmose, por difus8o selectiva de moldcu-
las relativamente pequenas através de uma membrana semi-permed-
vel até igualar a concentracfo das pequenas moldculas em cada

lado da membrana. A ultrafiltrag8o ¢ um processo de membrana
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conduzido por press8o hidrostdtica no gqual as moléculas s8o
retidas ou passadas através da membrana com base no seu tama-
nho de modo semelhante, nos outros aspectos, ao da didlise., A
diafiltracdo & também conduzida por pressfo hidrostdtica, mas
o 1iguido entra na cédmara de diafiltrag¢8oc numa guantidade su-
bstancialmente esquivalente & gque passa através da membrana. O
liguido diafiltrado resultante contém portanto aproximadamen-
te a mesma concentragdoc de macromoldculas antes e depois de
se realizar a diafiltrac8o,. |

Ainda gue a didlise, a ultrafiltrac&oc e a diafiltrac8o
sejam processos diferentes, cada processo opera usando uma
membrana semi-permedvel que exclui ou passa moldculas com base
no tamanho molecular e cada um deles produz um resultado seme-
lhante nas condig¢les deste inventc. Qualguer desses processos
pode ser usado para remover mondmeros de surfactantes dteis,de

solug8es contendo macromoléculas.

A palavra "didlise" & agui usada para referir a didlise
no seu sentido restrito, como anteriormente se definiu, e tam-
bém a ultrafiltrac8oc e a diafiltracfo.

As membranas para didlise podem obter-se na Spectrum Me
dical Industries, Inc., Los Angeles CA, e os seus distribuido-
res como a Cole-Parmer Instrument Co., Chicago, IL, socb a mar-
ca SPECTRA/POR e s80 normalmente fornecidas em formato de tu-
bos que se podem transformar em sacos fechando ambos os extre-
mos,., Estas membranas s8o feitas de celulose regenerada e podem
ser submetidas a vdrios tratamentos, antes de serem usadas, pa
ra ajustamento do tamanho do pore e, portanto, do pesb molecu-~
lar das moléculas retidas (ou excluidas) do soluto. Ver Craig,
Capitulo 8, "Dialysis and Ultrafiltration", em Methods in Immu-

nology and Immunochemistry, ed. Williams and Chase, Vol,.,ITI,
Academic Press, New York (1968), pdg., 119-133,

As membranas porosas de didlise preparadas a partir de
vdrios materiais e adequadas para este fim podem também encon-
trar-se em diversos fornecedores do comércio, tal como sfo des
critas na patente e na literatura cientifica. Por exemplo, a

polissulfona porosa pode obter-se na Amicon Corp, Lexington,



68 186
SCRF 75.0C - EPG:1l1l

-25-

MA, enguanto que as fibras celuldsicas se podem obter na Cole-
-Parmer. A patente americana N2, 3,441,142 descreve uma mewbra
na porosa feita de um material celuldsico, do gqual uma parte
dos grupos hidroxilo € convertida em grupos oxi de metal alca-
lino que reagem depois com uma halo-algquil-dialquilamina e s&o
depois quaternizados. O sal quaterndrio reage ent&o com um sal
de metal alcalino de um composto anti-trombogénico como a hepa
rina, nf8o sendo este Ultimo passo agui necessdrio. Outras mem-
branas porosas Uteis para didlise qgue s8o preparadas a partir
de polimeros de enxertc de polil(etilencimina} e de nylen
6-6 ou acetato de celulose, estSc descritas na patente america
na N2, 3.857.782, enquanto gque a patente americana N9.
3.457.,256 descreve membranas celuldsicas com grupos carboxilo
que reagem com aminas ou com dcidos carboxilicos na presenca

de uma carbodiimida soldvel em dgua.

Podem também obter-se na Amicon Corp. membranas planas
Gdteis para didlise. Estes filtros s8¢ normalmente utilizades
em células agitadas de ultrafiltrag8o ou de diafiltracfo e po-
dem obter-se numa larga gama de pesos wmcleculares de exclusdo,
em solugfo. Estes filtros podem também ser usados numa grande
variedade de meios agquosos e numa larga zona de pressfes de
didlise.

Todo o material apresenta um minimo de solubilidade em
dgua. Por consequéncia os termos "insdluvel em dgua”™ agqui usa-
dos pretendem significar que, quando se prepara a primeira mis
tura sdlida-liquida, a matriz e o adsorvente desse material
s80 recuperados substancialmente intactos e substancialmente
na mesma quantidade gue foi misturada com o meio agquoso. A ma-
triz e o adsorvente normalmente aumentam de volume na dgua e
podem formar uma fase sdlida tipo gel, mantendo-se porém den-
tro do &4mbito da definig80 de material insdluvel na dgua aqui
considerada,

Como se fez notar tém sido considerados dteis vdrios
agentes adsorventes de endotoxinas quando ligados a uma matriz
de fase sdlida insoldvel em dgua para formar um adsorvente de
endotoxinas. Algumas matrizes insoliveis em dgua e agentes

adsorventes de endotoxinas considerados Qteis serfo agqui discu
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Por exemplo, Gendrich et al, na patente americana N¢2.
4,491,660 descrevem adsorventes de fdérmula geral A-X-B-Y-Z on
de A é um polimero insoltvel em dgua; X é um primeiro grupo de
ligag8o; B é um grupc espagador; Y é um segundo grupo de liga-
cq%0; e Z é um grupo arilo substituide ou nfc substituido. A,
X, B, Y e Z podem ser, cada um, um entre vdrios grupos especi-
ficos. De modo andlogo, Chibata et al, na patente americana

2, 4,381,239 descreveram adsorventes de endotoxinas compreen-
dendo um polimero insoltdvel em dgua ligado a um composto hete-
rociclico contendo azoto, substituido. O uso de resinas, inso-
ldveis em dgua, permutadoras de anies, como adsorventes de en
dotoxinas estd descrito por Grabner na patente americana Ne,
3.897.309., Cada um dos adsorventes de endotoxinas acima descri
tos e cujas descricBes s8o aqui incluidas para referénecia, en-
contra-se sob a forma de particulas e & usado como tal para
ser posto em contacto com uma solugfo agquosa contende endotoxi
nas. Estes adsorventes em particulas s8o aqui considerados G-
teis.

Um adsorvente de endotoxinas particularmente preferide
contém polimixina B (PMB ou PB) ligada a uma matriz de polime-
ro insoldvel em 4gua, Como anteriormente se descreveu, a PMB &
um antibiéti¢o lipofilico que complexa éom endotoxinas livres,
em solugdo. Na The Merck Index, 102 ed., 1093 (1983) encontra-
-se uma breve descrigfo dos antibibticos de polimixina, incluin
do a polimixina B e o sulfato de polimixina B. The United Sta-
tes Pharmacopeia, 202 ed, 638 (1980) também descreve a polimi-

xina B. Quando fixa a uma matriz de fase sblida insoldvel em
dgua, a PMB forma um eficiente adsorvente de afinidade para en
dotoxinas, de fase sdlida insoldvel em 4gua.

Uma matriz de fase sdlida, em particulas, preferida &€ a
agarose reticulada. Uma agarose recticulada especialmente pre-
ferida € a Sepharose 4 B activada pelo brometo de cianogénio
(Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, NJ) que se liga facil-
mente & PMB para formar um adsorvente de fase sdblida, Como

exemplo, um volume de 5 ml de polimixina B-Sepharose 4 B (PB-
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-Seph 4 B) € capaz de adsorver cerca de 12 mg de endotoxina,

o que & bastante mais do que a quantidade de endotoxina presen
te em todas as solugBes de macromoléculas excepto nas mais al-
tamente contaminadas. Alédm disso o adsorvente pode voltar a
ser lavado com, por exemplo, detergentes fortes como seja uma
solugfo de SDS a 1% ou de demxicolato de sddio a 1-3%, para
restaurar a capacidade derligaggo 8 endotoxina. O adsorvente
pode portanto ser reusado.

A Sepharose 4 B é agui utilizada como exemplo de matriz
de fase sélida. Contudo, s8o também dteis outras matrizes de
fase sdélida em particulas ou monoliticas S8o0 exemplo destas ma
trizes a Sepharose 6 B, pérolas de vidro, ou superficies inte-
riores e exteriores de fibras porosas dteis na hemodidlise ou
ultrafiltragdo (discutidas adiante}, e as vdrias matrizes des-—
critas nas patentes americanas N2, 4.491.660, N2, 4,381.239 e
Ne, 3.897.309 atrds referidas, bem como os polimeros amino-reg
ctivos descritos nas patentes americanas N9, 3.,597.220, N2,
3,597.221, N°. 3.597.351, N2, 3.650.900 e N2. 3.650.901, aqui
citadas para referéncia,

Normalmente & adequada toda a matriz de fase sélida in-
solivel em dgua gue reaja com um grupo amino ou um grupo car-
boxilo. Além das matrizes aqui especificamente mencionadas, vé
rias matrizes adequadas, em particulas ou em pérolas, estfo in
dicadas no cdtalogo de 1984 da Sigma Chemical Company nas pédg.
98 a 113,

0s métodos de fixag8o da PMB & matriz s&o também bem co
nhecidoOs pelos peritos na arte e nfo precisam ser agqui trata-
dos em maior detalhe. A titulo de exemplo, contudo, cita-se
que estes métodos incluem o uso de grupos carboxilo activados
como os obtidos por tratamento pelo brometo de cianogénio de
orodutos sdélidos contendo glucose, e reacc8es gquimicas que uti
lizam a tecnologia da carbodiimida soldvel em 4gua, a ligag8oc
pelo glutaraldeido e outros semelhantes,

Além disto, a patente americana N9, 4.357.,311, de Schutt,
descrev> um processc para preparar um substrato microporocso

activado ao qual se pode ligar, de modo covalente, um anticorpo
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atravds da tricloro-triazina, obtendo-se um substrate activa-
do. Este método pode tambédm ser usado para ligar a PMB ou ou-
tro agente adsorvente de endotocxinas, em vez do anticorpo, ao
substrato microporoso. Vdrios métodos para imobilizagfo de en
zimas, aplicdveis para a fixacg&o de um agente adsorvente de

endotoxinas a um suvorte, est8o0 discutidos na Enzyme Technolo-

gy., publicado pela Noyes Data Corporation (1983)naspdginas 38-
—590

vdrias técnicas jd publicadas s8o (teis para ligar o
agente adsorvente de endotoxinas a uma matriz monolitica, como
é o caso da segunda variante, atrds descrita, dos arranjos do

invento, onde o adsorvente de endotoxinas € monolitico.

Por exemplo, Sampson et al, Trans., Am. Soc, Artif., Int.,
Organs, XVIT : 54-59 (1972), cita a ligag8o L-asparaginase a
superficies de placas de polif(metilmetacrilato) (PMM). A reac-

¢80 realiza-se em trés fases: (1) a superficie 3spera de PMM &
aminada por reac¢do com uma solugdo aquosa de gama-aminopropil
trietoxi-silano; (2Y os grupos amino s8o depois activados por
reacc8o com glutaraldefdc aquoso; e (3) segue-se a reaccfoc com
0,1 mg de asparaginase/ml de tampd8o fosfato 0,15 M, pH 6,7, A
substituic8o da L-asparaginase por uma guantidade equimolar de
um agente adsorvente de endotoxinas, como a PMB, permite obter
um adsorvente til para por ele passar o meio aguoso contendo
as macromoldculas. Um dispositivo semelhante estd tambdm des—
crito por Tapia et al, Trans. Am. So¢t, Antif., Intern. Organs,
XXITI, 443-337 (1977).

Podem também ser preparados adsorventes {teis de endoto
Xinas a partir de um agente adsorvente de endotoxinas e de ny-
lon tubular por um processo andlogo ao descrito por Allison et
al., Biochem. Biophys. Res, Com, 47 ¢ 66-73 (1972) ou partir

de dacron como foi descrito por Cooney et al., Biochewm. Pharm.

24 : 503-515 [1975), em que a L-asparaginase & substituida pe-
lo agente adscorvente de endotoxinas,

A polimixina B, ou outro agente adsorvente de endotoxi-
nas, pode tambdm ser ligada a um dialisador de fibras porosas
por métodos jé& conhecidos. Por exemplo, Jackson et al., J.
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Pharmacol., Exp., Ther, 209 : 271-274 (1979) ligou ur enzima a

superficie exterior de uma membrana de didlise, de fibra poro

sa de celulose reconstituida. O agente adsorvente de endotoxi
nas € aqui ligado & superficie interior das fibras porosas do
seguinte modo: apds lavagem das fibras celulédsicas, faz-se pas
sar uma solugdo 0,15 N de NaOH através das fibras para adicio=-
nar grupos hidroxilo., Apds lavagem e ajustamento do pH com tam
pdo de bicarbonato e de carbonato, fez-se passar uma solugdo
de CNBr através das fibras para as activar e lavam-se depois
as fibras até ficarem livres de CNBr. Passa-se depois uma solu
¢d0 aquosa contendo um agente adsorvente de endotoxinas, con=-
tendo amina, tal como a PMB, atravds das fibras activadas e
deixa-se reagir com a fibra activada pelo CNBr. Apds elimina-
¢do, por lavagem, do agente adsorvente de endotoxinas que nfo
reagiu, quaisquer grupos de imidocarbonato que nfo tivessem rea
gido podem agora reagir com lisina, glucina, dietanolamina ou
semelhantes. Apds lavagem final, as fibras porosas estfo pron-—-
tas a serem usadas,

Os métodos de preparagdo de membranas de didlise revela
dos nas patentes americanas Ne, 3,457,256, N9, 3;799.356 e N2,
3.857,782, cujas descrigles sf8o aqui incorporadas para referén-
cia, sf8o também dGteis, Para a patente americana N2, 3.799.356 o
agente quaternizante contém de preferéncia um &cido carboxilico
como o dcido 3-cloropropiénico, e a fase de quaternizacio & se-
guida de uma fase em que o adsorvente de endotoxinas, contendo
amina, € ligado & matriz do polimero. Normalmente, a ligacg8o
realiza-se depois de se formar a fibra e & facilmente consegui
da pelo uso de uma carbodiimi&a solldvel em dgua. As membranas
da patente americana N2, 3.857.782 podem tornar-se dteis neste
processo fazendo reagir primeiro o agente adsorvente de endoto
xinas com tricloro~triazina e fazendo depois reagir aquele adu
cto com as fibras da membrana, contendo amina, da patente, seguin
do o processo do Exemplo 2 da patente americana N2. 4.357.311.
A mistura aquosa constituida pelo liquido contendo macromolécu~
las contaminadas com endotoxinas é de preferéncia mantida conti
nuamente em contacto com o adsorvente de fase sdlida gue forne-

ce uma drea superficial suficientemente grande para a ligac8o a
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endotoxina. O contacto € praticamente continueo quer o adsorven
te seja monolitico quer esteja em particulas., As endotoxinas
libertadas s8o ent8o adsorvidas pelo adsorvente por afinidade.

0 contacto continuo é obtideo, no caso do adsorvente mo
nolitico, por passagem da mistura liguida aquosa sobre a super
ficie do adsorvente. O contacto continuo de um adsorvente em
particulas pode ser obtido numa coluna, por passagem de umd
primeira mistura aquosa através da coluna com o adsorvente co-
mo fase sélida. O adsorvente em particulas pode também ser agi
tado num recipiente, como um copo ("beaker") de laboratdrio que
contenﬁa a mistura ligquida. Normalmente este recipiente & manti

do fechado para evitar contaminagdo e evaporacdo.

O contacto continuo pode também ser obtido agitandec um
suporte de fase sdélida, em particulas, no meio agquoso de modo
a conseguir-se uma suspensdo do adsorvente de fase sdblida na
fase ligquida, por exemplo, colocando um dispositivo de didlise
por saco numa plataforma sob agitag8o, ou usando um dispositi-
vo que faz rodar o aparelho de didlise, ou agitando a mistura
de didlise, ou por processos semelhantes, No presente estudo
usou-se inicialmente uma plataforma agitada sobre a qual se co
locou um recipiente que continha o saco de didlise e a solugfo
de didlise, Para diminuir a possibilidade de ruptura mecénica
do saco e de trauma na proteina, o aparelho foi mudado para um
dispositivo de rotag8o (de revoltear) no qual a wmistura de fa-
se sblida-ligquida contida no saco de didlise foi agitada por
rotagdo lenta do saco e da solugdo externa, dentro de um reci-
piente alongado, fechado, cuja rotac8o provoca a agitacgfo den-
tro do saco de didlise, Assim, usou-se a gravidade para ajudar
a assegurar que o adsorvente permanecia em suspensdo de modo a

gue o contacto fosse continuo.

Prefere-se manter o contacto e dialisar a mistura surfa
ctante-macromoldcula com o adsorvente de fase sdlida, num meio
aguoso com uma concentragdo ibnica inferior a cerca de 2 molar
(M), com maior preferéncia de cerca de 0,01 a cerca de 1,0 M.
E claro que o fluido de didlise deve ter a mesma concentracgfo
iénica para gue se mantenha a concentrag8o em sal através do

periodo de contacto e de didlise,
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O processo deste invento para reduzir a concentracdo
de endotoxinas em solugSes contendo macromoléculas € um siste
ma eficiente, fdcil e reprodutivel, para descontaminar macro-

moléculas, como as proteinas em solucfo.

Como adiante se refere, o0 uso acima discutido de poli=-
mixina B ligada & Sepharose 4B, sem um surfactante, nfo conse
gue reduzir adequadamente, durante a didlise, a concentracfo
de endotoxinas de solugSes de proteinas coniaminadas com LPS.
Este resultado, que utilizou técnicas semelhantes s descritas
por outros e acima discutidas, e os resultados da didlise, su-
gerem que a ligac¢f8o da endotoxina 3 proteina pode limitar a ca
pacidade do sistema de adsorventes sééinhos, ou mesmo quando
ligados por didlises simultdéneas, de eliminar eficientemente
as toxinas de tais solug8es. Nenhum dos métodos anteriormente
descritos para descontaminar solugBes de proteinas encara o pro
blema da inacessibilidade das endotoxinas ligadas a macromold-
culas na remoc8o por métodos cromatogrdficos de adsorventes por
afinidade, gualgquer gue seja o adsorvente de fase sblida usa-
do.

Em termos de eficiéncia, a vantagem do processo deste
invento, em comparagdo com os processos anteriormente publica-
dos, € evidente., Aldm de provocar um decrdscimo de cerca de
uma a dez mil vezes, na reactividade do ensaio de Limulus de
uma prepara¢do de catalase bovina, o uso do processo eliminou

respostas pirogénicas, em coelhos, a&s proteinas tratadas.

Além disto, os animais a guem foi dada catalase, apdbs
a sua descontaminag¢8o pelc processo do invento, ficaram prote-
gidos da reac¢lo geral de Schwartzman produzida com catalase
ndo tratada, contaminada com endotoxinas,

A actividade da catalase nfo foi significativamente afe
ctada pelo processo de redugf8o de endotoxinas, COutras macromo-
léculas examinadas retiveram, de modo semelhante, a sua activi
dade e resistiram ao tratamento do surfactante juntamente com

uma didlise prolongada e agitac8o.

Ao contrdrio dos processos cromatogrdficos por afinida-
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de que n8o quebram o complexo macromoldcula-endotoxina, este
processo pode realizar-se repetidas vezes com uma reducgdo con
tinua da concentrag8o de endotoxinas. Uma caracteristica cons
tante do processo foi a perda de alguma proteina devida & Ili-
gac8o n8o especifica ao adsorvente de fase sélida, ainda que
esta perda tenha diminuido com o uso de um elevado teor de
sal @e cerca de 0,3 até cerca de 0,8 molar, e especialmente
C,5 molar) durante a didlise. Além disso, com a ajuda de um
micro-dialisador, foi possivel extrair endotoxinas de volumes
t8o pequenos como 200 microlitros (ul) e guantidades da ordem
dos 500 microgramas 9“@" Ainda que se perlesse alguma protei-
na durante a descontaminag@o, antes do tratamento nenhuma por
g8o de proteina estava em condigdes de ser usada para introdu
¢80 no sangue ou numa cavidade do corpo de um animal, enquan-~
to que, apbs descontaminacgf8o pelo processo do invento, as ma -

cromoléculas purificadas estavam normalmente utilizdveis.

Ainda que nfo se pretenda estar preso a umad sé hipdbte-
se, cré-se gue os reagentes e manipulagdes do presente proces
so contribuem para a obtencgdo dos resultados observados pelo
mecanismo seguinte: o surfactante separa a endotoxina- que es-
td ligada & macromolécula gue se deseja purificar e emulsiao-=
na, pelo menos em parte, tanto a macromoldcula como a endoto-
xina nas suas micelas, A didlise liberta lentamente a mistura
de moléculas do surfactante e liberta portanto as endotoxinas

e macromoldculas emulsionadas para o meio agquoso.

A endotoxina, dissolvida no meio, pode recombinar-se
com a macromolédcula ou complexar com O agente adsorvente de
endotoxinas, de fase sdlida. Como a endotoxina & no fim encon
trada complexada com o adsorvente, pensa-se gue a afinidade
do agente adsorvente, como a polimixina B pelo LPS, € maior
do que a afinidade do LPS pela macromolécula., O contacto con-
tinuo da fase liquida da mistura com o adsorvente sélido aju-
da a assegurar gue haja uma relativamente elevada concentra-
¢80 ou capacidade do agente adsorvente, fixo a fase sbélida, de
complexar a endotoxina libertada, Assim, & medida que a didli

se prossegue, mais e mais LPS & libertado das micelas do sur-
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factante e cada vez mais LPS se complexa com o adsorvente, des

contaminando ou purificando a macromolécula.

Os resultados adiante descritos referem-se a dados obti
dos usando como exemplo, arranjos particulares do presente in-
vento. Note-se que os resultados s8o meramente ilustrativos do
inventoc e, portanto, nfo o limitam.

B. Avaliac8o da Reducdo de Endotoxinas

Os resultados do guadro 2, abaixo, mostram gue se conse
guiu uma importante redug¢8o da reactividade das endotoxinas,
medida pelo ensaio de Limulus descrito em pormenor na Seccgdo
J (7)a, em todas as solugBes de macromoléculas descontaminadas
de acordo com o processo deste invento. Os resultados do Qua-
dro 2 mostram as diluig®es (titulos de Timulus) das fases
agquosas contendo macromoldculas, necessdrias para se conseguir
nenhuma reactividade no ensaio de Limulus., Os resultados do
Quadro 2 também mostram uma recuperagdo inicial relativamente
baixa da macromolécula pretendida (uma média de 57%) que foi
me lhorada (média de 68-72%) pelo uso de cloreto de sédio 0,5
molar (M) num tamp8o de bicarbonato de sédio 0,1 M a um pH de
8,0 para a amostra e para o dialisado. Estes resultados mos-
tram tambédm que um exemplo do processo deste invento fez bai-
xar a reactividade de IAL das solug8es contendo macromoléculas,
em 2 ou 3 ordens de grandeza, eﬁquanto se perdiam guantidades
relativamente pequenas da macromolécula pretendida, neste caso

a catalase ou um anticorpo monoclonal.
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QUADRO 2
Titulos de Limulus
Solug8o de Antes do Apébs Perda Média de
Macromoléculasl Tratamento Tratamento Protefna (%)
2 3 ! 4
Catalase ™ (8) +»1:10C.,000 +1:50 43(25=-54)
-12:100
catalase”(3)3 +31:10C.,000  +1:50 24(20-39}%
-1:100
6, 3 - ! 4
Catalase (8) +31:100,000 +1:20 28(22-43)
-1:50
oxra ab®r7(3)>  +1:500 +1:20 32(21-20)%
-1:100 -1:50
ExXtr, bact.8€1)3 +71:100.,000 +1:50 80
-1:100

lAs concentrag®es das solugles de macromoléculas, a origem das
macromoléculas e quaisquer manipulac@es realizadas antes do mé
todo de redugdo, estfdo descritas na Secc8o J(1l). O sinal "ma-
ior do que" (> ) indica a presenga de endotoxina a diluig8es
maiores do que a indicada. Os sinais "mais" (+) indicam a pre-
senga de endotoxinas a uma diluigdo particular, enguanto que o
sinal "menos" (-) indica a auséncia de endotoxinas A& concentra
¢¥o dada. ' '

2A concentragdo de endotoxinas foi reduzida por um exemplo do

processo do invento, usando PMB ligada & Sépharose 4B e ao sur
factante octil-glucopirandsido 100 mM, como se descreveu na
Secclo J(2).

3 . . .
O nimero de ensaios realizados encontra-se entre paréntesis .

4a faixa de valores do ensaio estd entre paréntesis.

50 processo de redug8o de endotoxinas estd indicado na Nota 1

excepto em gque a solugfo de macromoldculas e o dialisado foram
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ajustados até & concentracgdo 0,5 molar (M) de Nacl, para mini

mizar a perda de proteinas.

60 processo de redug8o de endotoxinas estd indicado na Nota 5,
excepto em gue a solugfo de macromoléculas foi misturada e man
tida com o surfactante (0OBDG) durante 6 horas antes de coﬁta-
ctar com a PMB-Sepharose 4B, a fim de wmelhorar a separac¢do da
endotoxina e da macromolécula que interessava.

7Anticorpo monoclonal OKT4, obtido da Ortheo Diagnostic Systems
Inc., Raritan, N.J., patente americana N2, 4,381,295 (ATCC
CRL 80C2)

8Um extracto bacteriano de "pili" da Neisseria gonorrhoea foi

tratado pelo processo de redugfo de endotoxinas como se descre
veu na Nota 6, excepto em que se manteve a solugfo a um valor
de pH de 9,5 para evitar precipitacgdo.

C. Determinac8o da Reducfo de Endotoxinas

C ensaio de lisado de amebbecitos de Limulus (ILAL) e o
ensaio pirogénico de coelho,U.S.P., sfc dois métodos vulgarmen
te usados para determinar a presenga de endotoxinas numa solu-
¢do. Ambos os ensaios est8o adiante discutidos em pormenor.
Uma comparag8o dos métodos e dos resultados dos processos encen
tram-se no Journal of Laboratory and Clinical Medicine, 78 :
138-148 (1971). '

O ensaio pirogénico sobre coelhos, descrito em pormenor
na Secg¢fdo J(7)b, foi usado para determinar a eficiéncia de re-
dugdo de pirogénic, do processo, para uma solucdo da macromo-
lécula catalase em comparagfo com os processos que omitem sur-
factantes, polimixina B ou a ligacg8c do agente adsorvente da
endotoxina da polimixina B a uma matriz de Sepharose 4B, Foi
usada como controlo uma amostra de solugfo de catalase purifi-
cada usando o método do invento como se descreve em pormenor
na Secg¢do J(2). Cutras amostras da solucfo de catalase foram
misturadas, postas em contacto e mantidas em contacto com um
dos seguintes reagentes durante a didlise: sé polimixina B-Se-

~pharose 4B; sé surfactante (octil-glucopirandsido 100 mM); s&
polimixina B (100 mg); e polimixina B (100 wmg) mais surfactan-
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te (octil-glucopirandésido 100 mM). Depois deste tratamento,
0,2 miligramas (mg) de cada amostra de catalase foram levados
até ao volume de 1 mililitro (ml} com soro salino isento de
pirogénios e foram injectados em coelhos como se descreveu em

pormenor na Secg¢do J(7)b.

A Figura 1 mostra os resultados expressos em graus cen
tigrados (C) de variac8o de temperatura (T) por cada perifiodo
de tempo de 30 minutos para os cinco grupos de tratamento, com
o soro salino isento de pirogénios e a catalase n8o tratada
servindo de controlos respectivamente negativo e positivo.

Como se mostra na Figura 1, 1 mililitro (ml) de solu=-
¢80 de catalase bovina n8o tratada (0,2 mg/ml;y painel A} foi
sempre pirogénica nos coelhos com as subidas iniciais de tem-
peratura ocorrendc nos 30 minutos apds injec¢fo, alcangando-
-se um mdximo entre as 3 e as 3,5 horas. O aumento mdximo na
temperatura basal foi de I a 2 graus C (média 1,452C). O tipo
de subida da temperatura e o seu nivel wmdximo foram semelhan-
tes ao apresentado por coelhos injectados com 1 nanograma
(ng) de um padr8o conhecido de endotoxina (ReS595LPS; painel H).
Cs animais de controlo com soro salino isento de pirogénio
(painel G) nfo mostraram um aumento significativo na tempera-
tura basal ao longo de 6 horas (mdximo 0,3°C). Enquanto que os
outros tratamentos pareceram influenciar ligeiramente a curva
da temperatura, o uso do processo deste invento (painel F) for
neceu uma solugdo de catalase que satisfez os critérios de um
ensaio negativo pirogénico da U.S.Pharmacopeia, isto &, uma su
bida de temperatura, ao longo de 3 horas, dgﬂmenos de 0,6°C pa
ra trés coelhos, com uma soma de subidas de temperatura, para
estes trés animais, inferior a 1,4¢C,

Num outro ensaio para determinar a eficiéncia bioldgi-
ca da técnica de redugf8o de endotoxinas, determinou-se a capa=-
cidade de catalase, tratada e n8o tratada, estimular a coagula
¢do intravascular da reacg8o geral de Schwartzman. Observou-se
uma leucocitose de 24 horas, caracteristica da administracdo
de endotoxinas, em coelhos que receberam catalase n8o tratada

mas ndo nos que receberam catalase tratada, como se pode ver
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QUADRC 3

Modificagdo da Reacgdo de Schwartzman Induzida por

Catalase Contaminada por Endotoxinas

Estimulacso (Desafio) Contagens Resultados no Rim
por catala- pela Endoto- wgg . VMacros Histo- PFibri-
se xina (xqg) (médiz)  a b ' C
24 hr/mm¢ copia logia  na
\' 1C mg 50 (n=6) 13.500 2/6 276 276
ndo tratada 250 (n=5) 19.300 3/5 575 5/5
10 mg 50 (n=7 7.2C0 oféd 0o/6 0/6
tratada 250 (n=5) o.300 o/4% o/a  os4
Soro salino 50 (n=5) 7,500 c/5 0/5 0/5
250 (n=7) 9,400 0/6% o6 0/6

a . . . . .
Evidéncia de hemorragia e de necrose cortical bilateral.

bNecrose difusa ou segmentdria com depdsitos capilares glome-
\' rulares,

cDepésitos de fibrina capilares glomerulares.
Um coelho morreu pouco depois da administrag8o de endotoxina,

*q primeiro algarismo indica o nimero de animais que revelam

essa caracteristica, enquanto que o segundo algarismo represen
ta o nUmero de animais estudados.

Nos coelhos estimulados com catalase n8o tratada e
com 250 microgramas gug) de Re595 LPS encontraram=-
-se sinais evidentes de necrose cortical bilateral ou de necro
se focal e deposigdo de fibrina capilar glomerular consistente
com coagulagdo intravascular, N&o se encontraram elementos da

reacg¢do de Schwartzman em coelhos estimulados com a preparacgdo
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de catalase tratada pelo processo deste invento. A frequéncia
da reacg8o de Schwartzman foi menor quando se usou um estimulo
de 50 Mg de endotoxina.

D, Concentrac8o de Octil-glucopirandsido e Actividade da Cata-

lase apds Descontaminaclo

0 octil-glucopirandsido residual foi avaliado em solu-
¢Bes de anticorpo meonoclonal OKT4 apds descontaminagfoc por um
processo deste invento e deu em média 0,016% em peso (entre
0,C1l1% e ©0,023%). A adic8o de octil-glucopiranédside, nesta ga-
ma de concentragfes, a solugBes de referédncia de endotoxina

Shigella flexneri (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO} com

concentragdes de 0,1 mg/ml, 0,5 mg/ml e 1 mg/ml de endotoxina,
ndo afectou o resultado do ensaio de Limulus.

A actividade foi avaliada em todas as amostras de cata-
lase, antes e depcois do tratamento de purificagéo. A juncgdo,
em média, apds descontaminacfo foi de 89% dos niveis antes da
descontaminagdo (de 75% a 95%).

E. Reduc8c das Endotoxinas em SolucSes de Proteinas

Os resultados do Quadro 4, abaixo, mostram gque o conta-
cto continuo da solugcfo de macromoléculas (catalase), contami=-
nadas com endotoxinas, com a PMB-Sepharose 4B, ao longo da dié
lise durante a operagdo de contacto-didlise, nfo & t8o eficien
te como o uso do processo deste invento gue tambédm inclui o
surfactante dialisdvel, durante a operac8o de contacto-didlise,
Neste caso, juntou-se LPS radio-marcado CBH-LPS) a solucgdes de
macromoléculas de proteinas (IgG humana ou catalase) e mistura
ram-se porgdes iguais das solugdes resultantes, com PMB-Sepha-
rose, com PMB-Sepharose mais OBDG, ou foram deixadas sem adi-
¢do de reagentes, sendo depois dialisadas sob agitac&8o por um
perfodo de tempo de 48 horas. Procedeu-se entfo a uma estimati
va da proteina da fase agquosa e determinou-se o ndmereo de con-
tagens numa aliquota da fase aquosa, de modo a que as quantida
des relativas de proteina e de LPS presentes na fase aquosa Pu

dessem ser determinadas,
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A seguir & redugdo de endotoxinas de acordo com este in
vento, tratou-se o adsorvente PMB-Sepharose 4B, em fase séblida,
com uma solugdo a 1% de SDS para remover o LPS ligado. As con-
tagens retiradas da mistura macromoléculas-LPS foram eluidas
£97,4%) do adsorvente, demonstrando assim que o restoc de LPS
estava ligado ao adsorvente. 0s resultados de estudos adicio=
nais mostraram que o adsorvente PMB~Sepharose 4B, em fase séli
da, que se tinha libertado das endotoxinas ligadas, pelo trata
mento SB3, poderia ser re-usado com sucesso em postericres re-

mo¢des de endotoxinas.
QUADRO 4

CPM de Preparacgdes Dialisadas de Macromoldéculas com BH-LPS

Sem Reagentes

Proteina Adicionais PMB-Sepharose PMB-Sepharose/0OBDG
IgG humano  331,3571 39,470t 2601
2
(99,4) (11,8)2 ( o,o)’2
Conc. prot. 533 233 253
) 4
(1oc)® (43,4)" (47,2)"
Catalase 398, 3001 28,5441 1,a721
2 .
(99,7) (7,1)2 (0,0)2
Conc. prot. 13 0,6253 0,63
(100y* (62,5)% (60,0)*

lContagens por quantificagdo por radiagfo beta, em contagens
por minuto (cpm).

2Percentagem de contagens adicionadas.
Conc. prot. = concentrag§o da proteina em miligramas por mili-
litro (mg/ml), determinada pelo ensaio de Lowry.
4Proporg§o protef{na recuperada/proteina inicial, expressa em
percentagem.
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Cs resultados do Quadro 4 mostram um decréscimo na con
centragdo de LPS de cerca de 3 ordens de grandeza, entre a pro
tefna de controlo nfo tratada e a proteina descontaminada de
acordo com este invento. Estes resultados também mostram o de-
créscimo em LPS de cerca de 1 a 2 ordens de grandeza devido &
presenga de um surfactante dialisdvel durante a didlise da mis
tura de fase sdélida-liquida em continuo contacto, nfo se obser
vando substancial diferenga na quantidade de proteina recuperé
vel presente, guer na presenga guer na auséncia do surfactante
dialisdvel, Assim, os resultados indicam que a presenga de sur
factante dialisdvel, durante a didlise, melhora a redugdo de

LPS sem influenciar a recuperacg8o de proteina.

F. Andlise, por Gradiente de Densidade do Cloreto de Césio, da

Ligacdo da Endotoxina & Proteina em Soluc8o

Uma vez que os estudos acima resumidos sugerem que hd
uma quantidade pirogénica de endotoxina que resiste & remoclo
da solugdo pela extracgdo pela polimixina B-Sepharose 4B sem
surfactante, a localizac¢8c da endotoxina, em relacdo & protei-
na da catalase presente na solug8o, foi determinada por andli-
se de gradiente de densidade de CsCl como adiante se descreve
em pormenor. 0s resultados desse estudo estfo indicados na Fi-
gura 2.,

Comc se pode ver no painel € dessa Figura, hd um deslo-
camento significativo do pico da endotoxina (painel B) no gra-
diente, em direcg¢f@o & vizinhancga do pico da actividade da cata
lase (painel A), Além disso, ainda que cerca de 75% da endoto-
xina tenha sido removida por didlise e contacto com a polimixi
na B-Sepharose (painel D)}, o resto fica muito estreitamente as
sociado ao pico da catalase. Na amostra descontaminada de acor
do com este invento (painel E), contudo, nfo se registaram con
tagens de tritio e portanto nfo estava presente nenhum LPS ra-
dio-marcado. As linhas de gradiente de densidade sobrepdem-se
nos grdficos confirmando que cada amostra foi submetida ao mes
mo gradiente.

Estes resultados confirmam que a endotoxina gque ndo é

removida das solugles de proteina pelo tratamento da polimixi-
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na B-Sepharose estd ligada & proteina, Essa ligacg8o é respon-
sdvel pela resisténcia & remoc8o da endotoxina e pelo sucesso
do uso de um surfactante dialisdvel para melhorar a eficién-

cia da descontaminacdo.

G. Reducdo das Endotoxinas pelo Uso de uma Coluna

Num outro arranjo do invento, a concentragdo de endoto
xinas numa soluc8o de catalase foi reduzida por cromatografia.
Neste caso, uma solugd8o aquosa de macromoléculas de catalase
contaminadas com LPS foi misturada com OBDG e a mistura aquosa
resultante foi posta em contacto com ¢ adsorvente em particu-
las de polimixina B-Sepharose 4B, anteriormente mencionado,
por passagem através de uma coluna contendo o adsorvente como
fase sélida. O eluido da coluna (fase liquida separada) foi re
colhido e dialisado para remover o surfactante. O teor de endo
toxina foi controlado pelo ensaio de Limulus (LAL). A recolha
de protefina foi em média de 78%. Os resultados est8o indicados

no Quadro 5, abaixo.
QUADRO 5
Reducdo de Endotoxinas Usando OBDG e Cromatografial

Reactividade TAL (diluicZio mais elevada +/-)
Tratamento Antes da Cromat. Apds Cromat.

Catalase + CBDG
sobre adsorvente +1:10C,000 -1:100 {n=3Y

Ccatalase sd&zinha
sobre adsorvente +1s:10C, 0O0C ~121¢,000 (n=3)

Catalase + OBDG

n¥o exposta ao +1:10€.000 -1:1000 (n=1)

adsorvente’ +1:100.000 -1:10,000 (n=1)
+1:10,.000 ~-1:1000 (n=1)
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l‘I‘odas as amostras foram dialisadas contra Tris 50mM (pH 9,5)

antes do ensaio, com resultados referidos &s diluigles discu
tidas no Quadro 2.

2Antes da Crom, = antes da cromatografia; apds Crom. = apds cro

matografia e didlise.

3Usaram-se 3 amostras diferentes de catalase.

Como se pode ver nos resultados do Quadro 5, a mistura
com OBNG seguida de cromatografia sobre PB-Seph 4B e didlise
do eluido para remover o OBDG produziu uma redugdo da reactivi
dade LAL (1000 vezes) semelhante & alcancada com o método no
qual a mistura ligquida, contendo macromocléculas contaminadas,

foi dialisada na presenga do adsorvente em particulas.

A solug8o cromatogrdfica usou uma proporcgic PB-Seph
4B/Catalase mais elevada do gue a do método de didlise. Quando
se reduziu a proporg¢do, baixandeo a quantidade de adsorvente co
locado na coluna, a guantidade de reactividade LAL removida
baixou de um volume de 0,4 ml de adsorvente, isto é, 0,2 ml na
coluna do mesmo didmetro, fez baixar apenas 100 vezes a reacti
vidade LAL. Pensa-se que o decréscimo observado na remoc8o de
endotoxinas se deve a um tempo de contacto, entre o adsorvente
e a mistura aguosa, relativamente mais pequeno.

A catalase passada sobre a coluna sem prévia exposicfo
a OBDG apresentou uma redugdo de 10 vezes da reactividade LAL.
A mistura OBDG com catalase mas sem exposic8o ao adsoréente de
fase sdlida, seguida de didlise, teve como resultado redugdes
de 1C a 100 vezes da reactividade LAL, quando se estudéram dai-
ferentes lotes de catalase,

He Efeitos do OBDG sobre Reb595 T.pS

A mistura de Re595 T.PS com OBDG parece reduzir de algum
modo a resposta pirogénica in vivo normalmente provocada pelo
LPs (fig. 1, painel E). Uma explicac8o para este facto & que o
OBDG altera a estrutura desta preparagdc de LPS e facilita ali
gagdo do LPS & HDL presente no sangue. J4 tinha sido assinala-
do por Ulevitch e seus colaboradores que os complexos LPS-HDL
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tém a sua capacidade de induzir uma resposta pirogénica, niti
damente reduzida / Ulevitch et al., J. Clin. Invegt. 62 : 1313
-1324 (1978) 7,

No caso do Re595 LPS, a ligacfo & HDL no soro & contro-
lada em parte pelo teor de éatiaes divalentes no soro, e a pre
senca de EDTA aumenta a quantidade de complexos Re595 LPS~-HDL
formados in vitro. Em estudos separados, verificou-se que se
conseguia reduzir o tamanho das particulas de LPR, com deter-
gentes., Ver Shands et al., J; Biol. Chem, 255 : 1221-1226
(1980).

Procurou~se portanto determinar se o pretratamento dos
Re595 LPS com OBDG facilitava a ligac8o do LPS & HDL no soro
normal de coelho (NRS). 0Os resultados deste estudo est8o resu-~-
midos na Figura 3 onde se mostra gue a exposigcdo de Re595 LPS
a OBDG altera a estrutura dos Re595 LIPS de modo a promover a
sua ligag¢d8o & HDL no soro norwmal de coeslho, na auséncia de
EDTA adicionado,

I. Descontaminac8o com Detergentes Adicionais Dialisdveis

Foram estudados outros detergentes didliséveis que se
compararam ao COBDG por um processc deste invento, usando, como
macromoldécula, 43 wmg/ml de catalase e o processo de didlise
por revolugd8o (rotacional), agui discutido como meio de pdr em
contacto o adsorvente de fase sdlida com a mistura agquosa que
continha as macromoldculas. 0Os resultados desse estudo usando
o ensaio LAL est8o indicados no Quadro 6, abaixo.
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QUADRO 6

Reducdo de Endotoxinas com VArios Surfactantes;
Surfactante Diluic8o do ensaio LAL 7
Misturado? 107% 107 10™ 107° 107® 1077
Sem tratamento3 + + +/- -
1 + + -
2 + - -
3 o+ o+ + -
4 + + -
sé adsorvente4 + + - -

lAs amostras foram preparadas conterido o adsorvente e os surfa
ctantes particulares indicados abaixo, e dialisadas pela té-
cnica de revolugfo discutida na Secg¢fo de Materiais e M&todos.
Apbs didlise, as amostras foram avaliadas pelo ensaio TLAL usan
do as diluigles indicadas. Um sinal (+) indica gue a amostra,
@ essa diluigdo, deu resultado positivo quanto & presenca de
endotoxina, enquando que o sinal negativo (-) indica que a
amostra, a essa diluig¢8o, mostrou, no ensaio, estar isenta de
endotoxinas.

205 surfactantes usados foram: 1 = octil-beta-D-glucopirandsi-

do a 100 mM; 2 = octil-beta-D-tioglucopirandsido a 40 mM;
3 = Zittergent 3-08 /S N-octil-N,N-dimetil-3-amino-l-propano-
-sulfonato_” a 2% em peso; e 4 = Zittergent 3-10 £ N-decil~N,N-

~-dimetil~3~amino~l-propano-sulfonato 7 a 2% em peso.
3Soluggo de catalase ensaiada sem tratamento.

4Adsorvente usado sem detergente.,

Como se pode ver dos resultados no referido Quadro, obti
veram-se melhorias atéd cerca de 10000x usando um processo deste
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invento que incluiz um dos surfactantes dialisdveis anteriormen
te referidos, Cada um desses surfactantes foi usado a uma con-
centragdo acima da sua concentrag8o critica de micelas. Cada
uma dessas melhorias apresentou também um nivel de endotoxinas,
apds didlise, que foi de pelo menos um décimo do apresentado
por uma composigdo tratada de modo semelhante mas sem surfactan
te.

J. Materiais e Métodos

1 - SolucBes de Macromoléculas

Usou-se uma preparacfdo de catalase de figado de boi (pe
so molecular 248,000 daltons), cristalizada duas vezes e suspen
sa em dgua contendo um por cento (1%) de timol (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MQ). A solugdo, a uma concentracdo de 43 wmg/ml,
foi dialisada durante 48 horas contra soro salinc tamponado com
fosfato 0,01 M (PBS) a pH 7,4, a 4°C, para remover o timol pre-

sente na preparagdo como agente bacteriostdtico.

A seguir ao tratamento de redugdo de endotoxinas pelo
processo deste invento e & liofilizagd8o, a preparacg@o de catala
se purificada foi reconstituida formando uma solucfo de 1 mg/ml

para uso em outros estudos agui descritos.

© OKT4, um anticorpo monoclonal (IgG2b; peso molecular
cerca de 150.0CC daltons) contra um determinante de linfécitos,
foi fornecido por Orthe Diagnostic Systems, Inc., Raritan, N.J.,
numa solugdo salina tamponada de pH 7,4 a uma concentracfo de
1 mg/ml,

Um extracto de paredes de cdlulas de proteinas (pili)

da bactéria Neisseria gonorrhoeae foi fornecido per Dr, Magda-

lene So daScripps Clinic and Research Foundation, La Jolla, CA.
C extracto foi suspenso num tampdo Tris 0,05 M, de pH 9,5, a
uma concentragdo de 0,45 mg/ml.

IgG humano, liofilizado, estéril (da Hyland, S.A, Trave
nol Laboratories N.V., Lessines, Bélgica) foi reconstituido,
formando uma solugdo de 50 mg4ml e tratado pelo processo deste
invento.
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2. Processo de Reduc8c de Endotoxinas

Ligou-se polimixina B a Sepharose 4B para se obter um
adsorvente de endotoxinas, em particulas, insolGvel em dgua,
como adiante se descreve na Secgfo G, Misturou-se o surfactan
te, octil-glucopirandsido (OBDG) com solugf8o de catalase a
uma concentragdo de 43 mg/ml, a uma concentragf8o final de 100
mM de octil-glucopirandésido, para se obter uma mistura liqui-
da aquosa. Manteve-se (incubou-se) esta solugfo & temperatura
ambiente por um periodoc de tempo de 30 minutos. Misturou-se um
volume de adsorvente Sepharose 4B-polimixina B com quatre volu
mes da mistura catalase-~OBDG para se obter uma mistura de fase
sbélida~-liquida.

A mistura de fase sélida-liquida foi imediatamente trans
ferida para um saco de didlise Spectrophor (Spectrum Medical In-
dustries Inc., Los Angeles, CA) com uma exclus8o de pesos mole-
culares de 12,0C0-~14,000., ©C saco foli ent8o ceolocado num recipi-
ente fechado de 2 litros cheio de PBS como fluideo de didlise. A
unidade inteira foi submetida a agitac8o vigorosa para manter a
Sepharose em suspens8o e em contacto com a mistura aquosa den-
tro do saco de didlise. O contacto continuo e a didlise simultd
nea continuaram por um periodo de tempo de 48 horas com, pelo
menos, quatro mudangas de fluido de didlise até que o surfactan
te tenha sido substancialmente dialisado da primeira mistura de
fase sélida-l{gquida, obtendo-se uma segunda mistura de fase sé-
lida-ligquida que estava praticamente isenta de surfactante.

No f£fim do periodo de didlise, abriu-se o saco e transfe-
riu-se a segunda mistura de fase sdlida-1liquida para um tubo de
pldstico, de centrifuga, estdril, usando uma pipeta estdril. A
solugdo foi entfo centrifugada a 1500 rpm durante 10 minutos pa
ra sedimentar o adsorvente de fase sdlida e separar portanto as
fases liquida e sélida. A fase liquida (scbrenadante) foi trans’
ferida para um outro tubo e avaliada gquanto ao seu teor protei-

co e reactividade Limulus, como se descreveu nas Secgles J(4) e

J(7Ya, respectivamente,

O sobrenadante foi ainda avaliado quanto & actividade do
enzima catalase que foi comparada com a actividade da amostra
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nfo tratada com&a mesma concentragdo proteica., Realizou-se tam-

bém um ensaio de octil-glucopirandsido.

Depois de se retirarem aliquotas para o ensaio, a solu-
¢8c foi dialisada por mais 48 horas a 42C contra dgua destila=-
da para remover o sal, O composto resultante, virtualmente isen
to de sal, foi ent8o liofilizado em material de vidro previamen
te tratado com um reagente destinado a remover endotoxinas de
superficies de vidro (E-Toxa-Clean; Sigma) e foi guardado a 4°¢°C
até ser usado. Quando se re-dissolveu a catalase, tratada, exe-

cutou-se um novo ensaic de Limulus na solugdo resultante.

Deve ser frisado e entendido pelos peritos na arte que
todo o material de vidro e reagentes usados num processoc de des
contaminagfo de endotoxinas devem eles prdprios estar isentos
de endotoxinas, devem ser estéreis, e asmanipulagdes devem ser
executadas em condic8es préprias para evitar a recontaminacg¢do
de endotoxinas de bactérias,

3. Modificac®es ao Processo de Reduc8oc de Endotoxinas

vdrias modificag¢8es ac processo referido podem influen-
ciar o rendimento em proteina e reduzir a pirogeneidade' da
amostra da catalase.

0 teor de sal da solugd8o de proteinas e do dialisado
foi aumentado para baixar a perda de proteinas por adsorcid
ndo especifica sobre o adsorvente contendo Sepharose,., Misturou
-se cloreto de sébédio & solugdo de proteinas para se ocbter uma
concentracdo final de 0,5 M. Juntou-se também bicarbonato de
s8dio até uma concentragdo final de 0,1 M para tamponar a solu
¢80 a um valor de pH de 8,0. 0 dialisado foi ajustado de modo

a manter estas concentragles através do periocdo de didlise.

0 surfactante foi mantido (incubado} com a amostra por
um perfiodo de tempo alargado, antes da mistura com o adsorven-
te, para maximizar a dissodiag&o da endotoxina e da proteina,
verificou-se gue um periodo de tempo de incubacdo de 6 horas,
antes do contacto e didlise, aumentava a eficiéncia da redugdo
de endotoxinas por um factor de 2, em comparacgdo com solugles
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gue tinham contactado o adsorvente 3C minutos apds a adicgfo de

octil-glucopirandsido.

Devido ao pegquenc volume das amostras usadas nos estu-
dos de catalase bovina-LPS com tritio, descritos nas Seccles 4
e 5 (adiante), introduziu-se uma nova modificac8oc no processo.
Em vez de um saco de didlise usou-se um microdialisador (BRL,
Gaitherberg, MD) gue emprégou um sistema de fluxo de dialisado
de uma s& passagem, O aparelho inteiro foi colocado num recipi
ente fixo a um banho de dgua, agitado, e foi vigorosamente agi
tado por um perfodo de tempo de 48 horas durante o qual se rea
lizou a didlise. Logo gue a didlise se completou, tomaram-se
aligquotas de 20 microlitros (AMl) para determinagfo do 3u-rps
por quantificagdo por radiacg8o beta e para determinac8o do te-
or em proteina pelo processo de LOWLY.

O processo de agitac8o vigorosa foi tambédm substituido
por um dispositivo rotativo mais suave que utilizou a forga da
gravidade para manter as particulas do adsorvente em suspensdo
durante o periodo de tratamento em que os estudos eram realiza
dos usando maiores volumes de amostras. Ainda que ndo haja in-
dicag8o que esta modificacg8o tenha tido qualguer efeito na re-
dugdo de endotoxinas, ela submeteu a proteina a um trauma me-
nor no decurso do tratamento e pode ter aumentado a actividade
da amostra tratada.

4., Reducgdo de Endotoxinas Adicionadas, de Proteinas em Solucdo

Preparou-se bio-sinteticamente lipopoli-sacdridoc marca-
do com tritio f3H-LPS) a partir de S. minnesota (Re595)(Scrip-
ps Clinic and Research Foundation, La Jolla, CA) por incorpora

¢8o de 3H-—écetato no meio de cultura de Salmonella wminnesota

Re595, sendo depois isolado e caracterizado o LPS, de acordo
com o descrito por Tobias et al., J. Immunol., 128 : 1420~
-1427 r1982),

Misturaram-se 50 wmicrolitros de solug¢8o de 3H-LPS, con-—
tendo 225 microgramas (Ug) de 3H-LPS e 1x106 cpm de 3H, com 4
ml de solug8o IgG humana (50 mg‘ml}Y. A mistura resultante foi
mantida (incubada) num suporte de tubos rotatives durante 6 hp
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ras a temperatura ambiente. Dividiu-se a mistura em trés par-
tes aliquotas de igual volume.

Misturou-se uma aliguota de 20 sl da solugfo de 3H-LPS,
contendo 90 Lg de 3H--LPS e 4xlo5 cpm de 3H, com cada uma de
trés aliquotas de 300 (1 de uma preparagdo de catalase, recons
tituida a 1 wmg/mil, que tinha sido previamente descontaminada
por um dos processos do invento. Manteve-se cada aliguota num
suporte de tubos rotativo, pbr um periodo de tempo de 6 horas,
a temperatura ambiente, como acima se referiu.

Aliquotas de um terg¢o de cada uma das misturas de IgG e
de catalase BHéﬂﬁi foram misturadas em separado com (1) polimi
xina B ligada a Sepharose-éB e octil-glucopiranébsido, .(2) ape-
nas polimixina B-Sepharose 4B, ou (3) nenhum reagente adiciona
do. Cada mistura de aliguotas assim preparada foi entfo diali-
sada durante 48 horas, sob agitacdo.

No fim da didlise, estimou-se a protefina pelo processo
de Lowry, J. Biol. Chem, 193 : 265-275 1951y, Uma aliquota de
200 M1 de cada amostra foi contada, durante um minuto, num con
tador beta, apds a adigSo de 3 ml de “cocktail™ de cintilacdo
liquida. Os resultados estfo indicados no Quadro 4 anterior.

O sedimento do adsorvente de fase sélida da preparacgfo
da amostra purificada de acordo com este invento, foi suspenso
em tampdo de bicarbonato de sédioc 0,1 M, pH 8,0, que continha
cloreto de sd&dio 0,5 M, para se obter uma mistura de fase sé1i
da-liquida que se manteve (gue se incubou) & temperatura ambi-
ente durante a noite num suporte de tubos rotativo., No dia se-
guinte, centrifugou-~se a mistura a 1500 ropm durante 10 minutos
para separar as fases liquida e sélida, A fase liguida foi ava

liada quanto ao seu teor de proteina e gquanto & radiacg8o beta.

A fase sdlida, contendo adsorvente, foi ent8o misturada
com uma8 solugdo de SDS a 1% para se obter uma segunda mistura
de fase sélida-ligquida que se manteve (incubou) 3 temperatura
ambiente durante a noite. Seguiu-se a separacdo das fases 1i-
guida e sélida por centrifugac8o, sendo a fase liguida de novo
avaliada guanto as contagens'beﬁa. Por eluig8o das contagens
do adsorvente por tratamento com SDS, demonstrou-se que O res-
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to do LPS se tinha ligado a matriz de polimixina B-Sepharose.

5. Andlise de Densidade, pelo Cloreto de Césio, da Ligacdo das

Endotoxinas &s Proteinas em Solucfo

Executou-se a andlise de gradiente de densidade para ava
liar a ligagdo das endotoxinas introduzidas numa solugdo de pro
teinas e para demonstrar gque o usc de polimixina B-3epharose 4B
e octil-glucopirandsido diferiu do usoc do adsorvente de apenas
polimixina B-Sepharcse 4B, na sua capacidade de reduzir as endo
toxinas das proteinas durante a didlise com agitacfo. A protei-
na estudada foi a catalase bovina previamente tratada para redu
zir a contaminagdo por endotoxinas, pelo processo deste inven-
toe.

Resumidamente, misturaram-se 20/}1 de 3H-—LPS com aliguo-
tas de 300 (1l de uma solug¥o a 10 mg/ml de catalase. As mistu-
ras resultantes foram mantidas (incubadas) por um periodo de
tempo de 6 horas & temperatura ambiente, As amostras foram de-
pois misturadas quer com (1} polimixina B-Sepharose 4B wmais
octil=glucopiranésido, guer com (2) apenas polimixina B-Sepha-
rose 4B, quer ainda (3) sem reagente adicionado, seguindo-se a

didlise das misturas resultantes, como acima se descreveu.

Dissolveu-se cloreto de césio de grau analitico (Cheme-
tall GmbH, Frankfurt am Main, FRG) em tampSo Tris 0,IM, pH 8,C,
até uma concentragdo final de 42 g/100 ml. Juntaram-se uma ali
quota de 5 ml de solugdo de CsCl e uma aligquota de 320/L1 de
uma amostra a cada um de seis tubos de ultracentrifuga de Bec-
kman. Cs tubos foram centrifugados a 40.000 rpm durante 72 ho-
ras num rotor SW50.l numa ultracentrifuga de Modelo L, Beckman,
a 4¢C., Recolheram-se 18 fracg8es de cada tubo de centrifuga
usando um tubo capilar, inseride centralmente, ligado a um co-
lector de fracgdes Gilson FC-10C. Usando um refractdmetro (Ca-
rl Zeiss ) determinou-se o indice de refraccdo de uma aliquota
de cada uma das fracgBes. Calculou-se também a correspondente
densidade para cada aligquota. Determinaram-se as posicg8es da
catalase e do LPS em cada fungdo gradiente, por um ensaio in
vitro de actividade da catalase, como se descreveu na Secc¢do 9

e por quantificac8o da radiagdo beta, respectivamente,
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6. Ligacdo da Polimixina B & Matriz da Sepharose

0 adsorvente de fase sélida, aqui utilizado como exemplo
continha Sepharose 4B como matriz que se ligou & polimixina B.
Consegue-se a ligag¢do da matriz & polimixina B por activacgdo
da matriz pelo brometo de cianogénio, seguida da adic8o de po-
limixina B as ligacgses activadas assim formadas, O processc se-

guido foi semelhante ao de Issekutz, J., Immunol. Methods 61 :

275-281 (1983) para a preparacdo de uma coluna, de 5 ml, de pu~
rificagfo por afinidade.

Resumidamente, 1,6 gramas de Sepharose 4B activada pelo
brometo de cianogénio (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO) foram
solubilizados (inchades-"swollen") e lavados, e depois'misturg
dos com 50 miligramas de sulfato de polimixina B (Sigma) de

acordo com as instrucgles do fornecedor (Sigma).

Os locais que n8o reagiram activados pelo brometo de
cianogénio, foram bloqueados usando uma solugdo aguosa a 0,2 M
de glicina.

Depois da ligac¢do e do blogueamento, a polimixina B-Se-
pharose 4B foi lavada & temperatura ambiente usando trés mistu-
ras alternadas com acetato de sédio 0,1 M, pH 4,0, e com borato
de sédio 0,1 M, pH 8,0, A matriz do adsorvente polimixina B-Se-

pharose 4B foi sempre usada no préprio dia da sua preparacg8o.

7. Avaliacdo da Contaminac8o por Endotoxinas

a8, Ensaio Limulus (LAL-"Limulus amoebocyte lysate")-

Usou-se E-Toxate (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) em
todos os ensaios de acordo com o protocolo do Sigma Technical
Bulletin, N¢ 210. Resumidamente, misturaram-se 100 microlitros
(Ml) de uma amostra com lOO/Al de E-Toxate, em pd, reconstitui
do. Usou-se uma solugdo de referéncia, de endotoxina (Shigella
flexneri; Sigma) como controlo positivo e dgua isenta de piro-
génics ou soro salino isento de pirogénios (Travenol Laborato-
ries, Inc., Deerfield, IL) como controlo negativo. Estas mistu
ras foram mantidas, sem gqualquer perturbac@o, em banho de dgua

a uma temperatura de 372C durante 1 hora.
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Conseguia-se um resultado positivo (presenga de endoto-
xinas) quando se formava um gel firme que podia ser ccmpleta-
mente invertido sem perda de integridade, Os geles gque nfo re-
tinham a sua integridade guando invertidos eram considerados
resultados negativos, isto €, as endotoxinas estavam ausentes.,
A sensibilidade deste ensaio foi consistentemente entre 0,1 e
C,5 nanogramas por mililitro (ng/ml) de endotoxina., Foram exe-

cutadas diluig8es em série para todas as amostras ensaiadas.

Cs resultados expressam-se como positivos ou negativos,
4s vdrias dilui¢des. Por exemplo, nalguns casos, a diluicfo 1:
:5C foi a mais alta diluigdc estudada que deu um resultado po-
sitivo no ensaio Limulus, enquanto gque a diluigfo de 1:100 foi
a dilui¢do mais baixa & gual o gel perdia a sua integridade e
fornecia um resultado negativo. Tais resultados est8o indica-
dos no Quadro 2 como +1:50C e -1:100. Quando se mostra apenas
uma dnica diluig8o +1:100.000, € necessdria uma maior diluic&o

para fornecer um resultado negativo, de isencfo de endotoxinas

b. Ensaio Pirogénico em Coelhos

Imobilizaram-se sobre pranchas coelhos brancos, machos,
da Nova Zeldndia, pesando entre 2 e 3 guilogramas (Kg) e inse-
riram-se termbémetros nos seus rectos (6 polegadas). A tempera=-
tura medida para cada animal foi lida por meio de um transdu-
tor portdtil ligado aos termbémetros. Os coelhos foram deixados
quietos durante duas horas enguanto a temperatura interior do
corpo baixava e estabilizava entre os 38 e os 38,5°C. Juntaram
-se 1lCC microlitros de solucgBes da amostra a 0,9 ml de soro sa
lino isento de pirogénios, e injectou-se um volume final de 1
ml na veia marginal da orelha de cada coelho. As temperaturas
foram depois controladas em cada 30 minutos, ao longo de 5 h.
Como controlo positivo usou-se 1 micrograma de uma endotoxina
conhecida (Salmonella minnesota, Re595; Scrips Clinic and Rese

arch Foundation, La Jolla, CA) dissolvido num ml de soro sali-
no isento de pirogénios, e, como controlo negativo, I ml de so

ro salino isento de pirogénios.
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8. Avaliagdo de Octil-glucopiranbsido

0 método de ensaic de Spiro, "Analysis of Sugars Found
in Glycoproteins", em Methods in Enzymology, ed2 Colowick and
Kaplan, VIII, 3, Academic Press Inc. (1966) foi adaptado ac
uso de placas de microtitulag8o, BEste ensaio baseia-se na

quantificagdo de agﬁcares neutros f‘hexoses).,

Neste ensaio, os acglcares neutros sf8o convertidos em de
rivados do furfural, Assim, depois da cisf8o das glicoproteinas
nor tratamento com 4cido sulfirico concentrado e fervura, os
derivados de furfural assim cbtidos reagem com ant;dna e o0 pro
duto da reacgdo é analisado colorimetricamente. Prepararam-se
padrdes de octil-glucopirandésido as concentragdes de 0,01%,
0,05% e 0,1% (p/v). Usou-se dgua destilada como controlo nega-
tivo.

Para preparar uma solucfo de antrona, misturaram-se 720
ml de 4cido sulfdrico concentrado com 280 ml de dgua destilada,
A esta mistura juntaram-se 50C miligramas de antrona e lorg de
tioureia e arrefeceu-se a mistura resultante até & temperatura

de 4°C para se obter a solugf8o de antrona utilizada.

Misturaram-se aligquotas de lbo microlitros de cada amos
tra com 500/41 de solugf8o de antrona em tubos de pirex., Cada
mistura destas foi aguecida num aquecedor de tubo seco (“dry
tube heater") a 1C0eC durante 15 minutos. Arrefeceram-se as
misturas até 37°C e, apds 20 minutos, pipetaram-se trés aliquo
tas de 50/41 de cada mistura para um pogo de uma placa de mi-
crotitulagdo.

Os valores da absorvédncia foram lidos a 620 nandmetros
(nm) . Fez-se uma curva com os valores dos padrdes. Os valores
de absorvédncia dos padr8es foram usados para estabelecer a con
centragdo do surfactante em cada amostra. As protéinas das so-
lugles a serem avaliadas foram também submetidas ao ensaio de
octil—glucopiranésido para eliminar falsas leituras baseadas

na reactividade das proteinas no sistema do ensaio.
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9, Avaliac8o da Catalase

Usou-se a técnica de Beers et al., J. Biol., Chem., 195:

133-14C (1952) para quantificar a catalase. O ensaio baseia-se
na capacidade do enzima cindir uma quantidade conhecida de perd
xido de hidrogénio adicionado. Resumidamente, uma aliquota de
lo/ul de uma amostra a ser ensaiada é wmisturada com 2 ml de tam
pdo fosfato 0,05 M (pH 7,0) para se obter uma primeira wmistura.
Mistura-se 1 ml de solug8o de perdxido de hidrogénio no mesmo
tampdo, com a primeira mistura para se obter uma segunda mistu-
ra tal gque a concentracf8o final de perdxido de hidrogénio na se
gunda mistura seja 15 mM,

A cis8o do perébdxido de hidrogénio foi seguida espectro-
fotometricamente a 240 nm., As leituras dos valores da absorvédn-
cia foram tomadas a intervalos de 15 segundos. A velocidade
constante do enzima foli calculada a partir da taxa inicial de
gueda dos valores da absorvéncia. A comparag8o das constantes
de velocidade calculadas e das concentragles proteicas, antes e
depois da purificagdo, permitem obter um ensaio de estabilidade
do enzima neste processo de purificac8o.

A actividade da catalase foi expressa em unidades Ber-
gmeyer usando a seguinte equagdo

1 unidade = K
6,93x103
B
onde K = 223 4 logf—=3—)
dt El

e dt € 20 segundos, e E, e By, s8o os valores
da absorvédncia medidos a 240 nm no tempo zero

e aos 20 segundos.

10. Valores da Contaminacdo Inicial por Endotoxinas das Solu-

c8es -~ Exemplo, pelo Ensaio de Limulus

Todos os lotes de E-Toxate mostraram sensibilidade seme
lhante na detecgfo de endotoxinas. Todas as solugdes foram en-

saiadas pelo menos seis vezes. Um gel firme que resistia a uma
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inversdo completa no tubo foli considerado como reacgdo positi-
va, como se descreveu no Sigma Technical Bulletin e, anterior-
mente, aqui. Os resultados do ensaioc de Limulus usando d&gua
destilada e ainda quatro macromoldculas de proteina antes da
sua descontaminagdo com LPS, estf8c indicados no Quadro 7, abai

xo0, para diluigBes em que se obtiveram ensaios positivos e ne-

gativos,
QUADRO 7

Resultado do Bnsaioc LAL
Substdncia Ensaiada DiluicBes da Amostra
{Concentrac8o inicial) Positivo Wegativo
Agua isenta de pirogéniosl n8o observado 1:1
Endo. de ref, (0,1 ng/ml)2 1:1 1:2
Catalase (43 mgfml)3 1:10C,000 n8o registado
CKT4 (1 mg/ml)4 1:500 1:1,000
Bxtr. bact. (0.4 mgfml)5 1:100.200 1:1,000,000
Kgua destilada 1:10-1:100 1:1,000

Disponivel nos Travenol Laboratories, Inc., Deerfield, T1li-
nois .

2Soluggo de referéncia, de endotoxina (Shigella flexneri) da

Sigma Chemical Company, St. Louis, MO.

3Disponivel na Sigma Chemical Company e dialisada como se des-—

creveu na Secgdo 1 para remogdo do timol.
4 . . . .
Disponivel na Ortho Pharmaceutical Corporation, Raritan, N,J.

5Extracto de paredes de cdlulas bacterianas (pili) da Neisseria

gonorrhceae em tampdo Tris 0,5 M, pH 9,5.
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C que acima se mencionou destina-se a ilustrar o presen
te invento mas nfo a limitd~-lo. Podem realizar-se numerosas va
riag8es e modificagdes sem afastamento do espirito e dmbito dos
novos conceitos do invento. Entenda-se gque nd8o se pretende nem
deve inferir qualquer limitac¢8o em relacd8oc 3s composicgBes espe-
cificas e usos aqui descritos.
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REIVINDICACOTES

1 - Frocesso para reduzir endotoxinas bacterianas con-
taminantes duma composigfo aguosa contendo uma macromolécula
biologicamente Util, caracterizado por compreender os passos

seguintes:

(a) misturar uma macromolécula biologicamente til,
contaminada por endotoxinas, com um surfactante dialisdvel,
em meio aguosc, para formar uma mistura agquosa, na qual o re-
ferido surfactante nf8o exibe carga eléctrica efectiva ao valor
do pH da referida mistura agquosa, e esteja presente, na referi
da mistura, numa concentragdo superior & concentracdo critica
das micelas do surfactante;

(b) pér em contacto a referida mistura aguosa com um
sorvente de endotoxinas de fase sdlida, inséllvel em dgua, que
compreende uma matriz de fase sdbdlida ligada a um agente sorven
te de endotoxinas, para formar uma mistura de fase sélida-1{-

quida;

(c) manter o referido contacto durante um periodo de
tempo suficiente parsa qué as referidas endotoxinas se liguem
ao referido sorvente e formem uma segunda wmistura de fase séli
da-liquida cuja fase liguida contém 4gua, a referida macromolé
cula e uma reduzida proporc¢8o em peso de endotoxinas para ma-
cromoléculas, quando comparada com a proporcdc em peso presen-
te na referida wmistura aguosa;

(d) separar as fases sélida e liquida da referida segun
da mistura de fase sélida-liguida;

(e) dialisar o referido surfactante da referida fase 1%
quida, numa altura nfo anterior ao passo (c), para se obter
uma fase liguida que contenha as referidas macromoldculas e es
teja substancialmente isenta de surfactante; e

(£) recuperar em seguida a fase liguida que estd subs-
tancialmente isenta de surfactante.

2 - Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracteri

zado por o referido passo de didlise ser realizado apds o pas
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3 - Processo de acordo com a reivindicac@o 2, caracte-
rizado por o contacto, a manutengfo e a separacfo dos passos
(b), (c) e (d) se realizarem numa coluna,

4 -~ Processo de acordo com a reivindicag¢8o 1, caracte-
rizado por o referido passo de didlise ser realizado durante o

referido passo de manutencgfoc (c).

5 - Processo de acordo com a reivindicag¢doc 1, caracte-
rizado por o referido agente sorvente de endotoxinas ser a po-
limixina B.

6 - Processo de acordo com a reivindicac8o 1, caracte-
rizado por a referida matriz insolével em 4dgua se apresentar

em particulas.

7 - Processo de acordo com a reivindicagfo 1, caracte-
rizado por o referido surfactante ter uma concentrac8o critica
de micelas de, pelc menos, cerca de 0,2 por cento em peso ou

de, pelo menos, cerca de 5 milimolar,

8 - Processo de acordo com a reivindicacg8o 1, caracte-
rizado por o referido surfactante ser escolhido entre os do
grupo constituido por 3~/ (3-colamidopropil)-dimetilambdnioc /-
-l-propano-sulfonato, 3-/ (3-colamidopropil)-dimetilamdénio /-
~-2~hidroxi-l-propano-sulfonato, N-octil-N,N-dimetil-3-aménio-
-l-propano-sulfonato, N-decil-N,N-dimetil-3-amdénio-l-propano-
-sulfonato, octil-beta-D-glucopirandsido, octil-beta-D-tioglu~
copiranésido, octanoil-N-metilglucamida, nonof{l-N-metilglucami
da e decanoil-N-metilglucamida,

9 - Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracteri

zado por o referido surfactante ser nfo-idnico.

10 - Processo de acordo com a reivindicag8o 9, caracte-
rizado por o referido surfactante ser escolhido entre os do
grupo constitufdc por octil-beta-D-glucopirandsido, octil-beta
-D-tioglucopiranédsido, octanoil-N-metilglucamida, monoil-N-me-

tilglucamida e decanoil-N-metilglucamida.

11 - Processo para reduzir endotoxinas bacterianas con-



68 186
SCRF 75.C - EPG:ll P

-59~ <L s

taminantes de uma composicdo aguosa contendo uma macromoldécu-
la biologicamente Util, caracterizada por compreender os pas-

sos seguintes:

(a) misturar uma macromolécula biologicamente dtil, con
taminada por endotoxinas, com um surfactante, num melio aguoso,
para formar uma mistura aquosa, na qual o referido surfactante
nSo exibe carga eléctrica efectiva ao valor do pH da referida
mistura e estd presente na referida mistura numa concentragdo
superior & concentrag8o critica das micelas do referido surfa=-
ctante,

(b) pbr em contacto a referida wmistura aguosa com um
sorvente de endotoxinas, de fase sdélida, insolével em dgua,
compreendendo uma matriz de fase sédlida ligada a um agente sor
vente de endotoxinas, para formar uma wmistura de fase sblida-
~liguida;

(c) manter o referido contacto por um periodo de tempo
suficiente para que as referidas endotoxinas se liguem ao refg
rido sorvente e formem uma segunda mistura de fase sélida-liqui
da cuja fase liguida contém dgua, o referido surfactante, a re-
ferida macromolécula e uma reduzida propor¢fo em peso de endoto
xinas /macromoldéculas quando comparada com a proporcdo em peso
pvresente na referida mistura aquosaj;

(d) separar as fases sélida e liguida da segunda mistu-

ra de fase sdlida-liquida;

(e) dialisar o surfactante da referida fase liguida se-
parada, para obter uma fase liquida substancialmente isenta de
surfactante; e

(f) recuperar a referida fase ligquida substancialmente
isenta de surfactante.

12 - Processo de acordo com a reivindicagdo 11, caracte
rizada por o referido sorvente de fase sdélida, se apresentar
em particulas.

13 - Processo de acordo com a reivindicag8o 12, caracte
rizado por o referido contacto ser substancialmente continuo e

ser mantido por agitac8o do referido sorvente em particulas.
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14 - Processo de acordo com a reivindicagdo 11, caracte
rizado por o referido surfactante ter uma concentragdo critica
de micelas de pelo menos cerca de 0,2 por cento em peso, ou de
pelo menos cerca de 5 milimolar.

15 - Processo de acordo com & reivindicacg8o 11, caracte

rizado por o referido surfactante ser ndo-idnico.

16 - Processo de acordo com a reivindicacg8o 15, caracte
rizado vor o referido surfactante ser escolhido entre os do
grupo constituido por octil-beta-D-glucopirandsido, octil-beta
-D~tiocglucopirandsido, octanoil-N-metilglucamida, nonoil-N-me-

tilglucamida e decanocil-N-metilglucamida,

17 - Processo de acorde com a reivindicacgf8o 11, caracte
rizado por a referida macromolécula estar vresente na referida
mistura aguosa numa concentragd@o de cerca de 200 microgramas

por mililitro a cerca de 100 miligramas por mililitro.

18 - Processo de acordo com a reivindicag8o 11, caracte
rizado por o referido meio agquoso ter uma forca idnica inferior
a cerca de 2 molar,

19 -~ Processo para reduzir endotoxinas bacterianas conta
mimantes, de uma composigdo aguosa contendo uma macromolécula
biologicamente (til, caracterizado por compreender oS DassoSs se
guintes:

(a) misturar uma macromoldcula biologicamente Gtil, con-
taminada por endotoxinas, com um surfactante, num meio aguoso,
vara formar uma wmistura aquosa, na qual o referido surfactante
ndo exibe carga eldéctrica efectiva ao valor do pH da referida
mistura e estd presente, na referida mistura, numa concentracdo
superior a concentragdo critica das micelas do referido surfa-
ctante;

(b)Y pbr em contacto a referida mistura agquosa com um Ssor
vente de endotoxinas, de fase sdélida, insoldvel em 4gua, compre
endendo uma matriz de fase sdlida ligada a um agente sorvente de

endotoxinas, para formar uma mistura de fase sdblida-~liguida.

{c) manter o referido contacto engquanto se dialisa a re-—

ferida mistura de fase sdlida-liquida durante um periodo de tem
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po suficiente para que as referidas endoctoxinas se liguem ao
referido sorvente e formem uma segunda mistura de fase sbli-
da-liquida cuja fase liquida contém dgua, a referida macromold
cula, uma reduéida proporgdo em peso de endotoxinas/macromold-
cula guando comparada com a proporgdc em pesc presente na refe
rida mistura aquosa, e estd substancialmente isenta do referi-
do surfactante;

(d) separar as fases sbélida e lfguida da referida se-

gunda mistura de fase sélida-liguida; e
(e) recuperar a referida fase liguida separada.

20 =~ Processo de acordo com a reivindicac¢8o 19, cara-
cterizado por o referido sorvente de fase sdblida se apresentar

em particulas.

21 - Processo de acordo com a reivindicagdo 19, caracte
rizado por o referido contacto ser substancialmente continuo e

ser mantido por agitag8o do referido sorvente em particulas.

22 - Processo de acordo com a reivindicagdo 19, caractg
rizado por o referido surfactante ter uma concentracdo critica
de micelas de pelo menos cerca de 0,2 por cento em peso ou de

pelo menos cerca de 5 milimolar.

23 - Processo de acordc com a reivindicacg8o 19, caracte
rizado por o referido surfactante ser ndo idnico.

24 - Processo de acordo com a reivindicacf8o 19, caracte
rizado por o referido surfactante ser escolhido entre os do
grupo constituido por octil-betaAD-glucopiranésido, octil-beta
-D-tioglucopirandsido, octanoil-N-metilglucamida, nonoil-N-me-
tilglucamida e decanocil-N-metilglucamida.

25 - Processo de acordo com a reivindicagfo 19, caracte
rizado por a referida macromolécula estar presente na referida
mistura aquosa, numa concentracdo de cerca de 200 microgramas

por mililitro a cerca de 100 miligramas por mililitro.

26 - Processo de acordo com a reivindicagfo 19, caracte
rizado por o referido meio aguoso ter uma forga idnica inferior

a cerca de 2 molar,
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27 - Processo de acordo com a reivindicagdo 19, caracte
rizado por o referido sorvente ser monolitico, por compreender
uma membrana de didlise com o referido agente sorvente de endo
toxinas ligado & superficie em contacto com a referida fase 1i
guida, e por o referido contacto ser obtido fazendo passar a
fase liquida através da superficie gque contém o agente sorven-
te.

Lisboa, .
13 7TT 1988

Por SCRIPPS CLINIC ANMND RESEARCH FOUNDATION
- O AGENTE CFICIAL =~
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