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(67) Resumo: METODO DE REMOGCAO EXTRACORPOREA DE
UM MICROBIO PATOGENICO, UMA CELULA INFLAMATORIA OU
UMA PROTEINA INFLAMATORIA DO SANGUE. A presente invengédo
refere-se a um método de remocgédo extra- corpérea de micrébio
patogénico, célula inflamatéria ou proteina inflamatéria de sangue de
mamiferos/uso de um dispositivo compreendendo um carboidrato
imobilizado em substrato sélido, o referido carboidrato possuindo afini-
dade de ligagao a micrébio patogénico, célula inflamatéria ou proteina
inflamatéria, para remog¢éo extracorpérea do referido micrébio
patogénico, célula inflamatéria ou proteina inflamatéria de sangue de
mamiferos/uso de um carboidrato com afinidade de ligagdo a micrébio
patogénico, célula inflamatéria ou proteina inflamatéria, em que o
referido carboidrato é imobilizado em substrato sélido ao ser preparado
um dispositivo para tratamento de uma condi¢do causada ou agravada
pelo referido micrébio patogénico, célula inflamatéria ou proteina
inflamatéria / e um método de tratamento de um individuo mamifero,
sofrendo de uma condi¢gdo causada ou agravada por micrébio
patogénico, célula inflamatéria ou proteina inflamatéria.
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Relatério Descritivo da Patente de Invencédo para "METODO DE
REMOCAO EXTRACORPOREA DE UM MICROBIO PATOGENICO, UMA
CELULA INFLAMATORIA OU UMA PROTEINA INFLAMATORIA DO
SANGUE".

Campo da Invencao

A presente invencao refere-se a um método de remogao extra-
corpérea devmicréb,io patogénico, célula inflamatdria ou proteina inflamatoéria
de sangue de mamiferos; uso de um dispositivo compreendendo um carboi-
drato imobilizado em substrato sélido, o referido carboidrato com afinidade
de ligacdo a micrébio patogénico, célula inflamatéria ou proteina inflamaté-
ria, para remogao extracorpérea do referido micrqpio patogénico, célula in-
flamatdria ou proteina inflamatéria do sangue de m-amiferos; uso de um car-
boidrato com afinidade de ligagdo a micrébio patogénico, célula inflamatéria
ou,,'protel’na inflamatdria, em que o referido carboidrato é imobilizado em
substrato sélido ao ser preparado um dispositivo para tratamento de uma
condicdo causada ou agravada pelo referido micrébio patogénico, célula in-
flamatéria ou proteina inflamatéria, e um método de tratamento de um indivi-
duo mamifero, sofrendo de uma condigao causada ou agravada por micrébio
patogénico, célula inflamatéria ou proteina inflamatoria.

Antecedentes da Invencéo

Biologia

Durante uma longa evolugdo, muitos microorganismos patogéni-
cos aprenderam a fazer uso de glicoconjugados presentes na superficie de
células eucaridticas, ou seja, glicolipideos, glicoproteinas e proteoglicanos,
como moléculas receptoras para fixagao celular de forma a facilitar pro‘ces-
sos de colonizagao e invaséo em tecidos. Em resumo, proteinas especificas,
denominadas adesinas, da superficie de bactérias, virus, fungos e parasitas,
interagem com cadeias de carboidratos de glicoconjugados, possibilitando
que micrébios colonizem superficies de mucosas e lesdes de tecidos.

O papel do acido sidlico na ligagdo de patégenos a células hos-
pedeiras tem sido relatado por muitos anos. Somente recentemente, foi de-
monstrado que proteoglicanos, por meio de suas cadeias de carboidratos
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(glicosaminoglicanos), ligam-se a muitos patogenos diferentes. Pela remo-

' ¢ao dos grupamentos terminais de carboidratos destes varios glicoconjuga-

dos, pela sialidase e outras exoglicosidases ou com enzimas que degradam
o glicosaminoglicano (GAG), presentes nas células em monocamadas, foi
comprdvado que essas estruturas sd@o moléculas receptoras de varias sialo-
adesinas e de proteinas que se ligam a heparano sulfato (HeBPs).

Esses mecanismos estdo resumidos em um aftigo de revisao
por Siiri Hirmo, Meeme Utt e Torkel Wadstrom, Biology, Biochemistry, Clini-
cal Biochemistry, Volume 12, incluindo Procedimentos da 17¢ Reuniao Inter-
nacional sobre Lecitina em Wirzburg, 1997, editado por Edilbert van Driess-

che, Sonia Beeckmans e Thorkild C. Bdg-Hansen, publicado por TEXTOP,

Lemchesvej 11, DK-2900 Hellerup, Dinamarca ISBN numero 87-984583-0-2.
Durante infecgdes microbianas, mediadores inflamatérios sao
liberados e ativados. Estas assim chamadas "cifocinas pré-inflamatérias”
incluem fator de necrose tumoral alfa e beta (TNF-a e TNF-B), interleucina-1
(IL-1) e interleucina-6 (IL-6). Estas citocinas fazem parte da resposta infla-
matoria a sepsia. A faléncia multipla de 6rgaos, induzida por sepsia, € atu-
almente a principal causa de ébitds em unidades de tratamento intensivo. ‘
Com relagdo a infecgbes microbianas e cirurgia cardiovascular,
por exemplo, desvio cardiopulmonar, respostas inflamatdrias s30 produzidas
com uma diversidade de consequiéncias bioldgicas que variam de disfungao
orgéanica éubch’nica a faléncia grave de multiplos 6rgaos. Acredita-se que as

" citocinas sejam importantes mediadores nesta resposta.

As citocinas mencionadas acima tém a capacidade de se liga-
rem seletivamente a uma gama de glicosaminoglicanos, ou GAGs, incluindo
sulfato de heparano em tecidos e sobre a superficie de células endoteliais e
de leucécitos.

Receptores

Sulfato de heparano é um glicosaminoglicano que esta presente
sobre a superficie de quase todas as células de mamiferos. Ele é formado
por residuos que se alternam de D-glucosamina e &cido urdnico (L-idurénico
e D-glucurénico). Os sulfatos de heparano sao polissacarideos heterogé-
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neos altamente carregados (sulfatados), representando a porgao carboidrato
de muitos glicoconjugados (sindecano, perlecano, glipicano) sobre a superfi-
cie celular. |

Muitos micrébios utilizam sulfatos de heparano, sobre a superfi-
cie celular de mamiferos como receptores. Esse mecanismo é geral e valido
para pratlcamente todas as bactérias, virus e parasntas Alguns microorga-
nismos utilizam mais de um receptor gllcoconjungado Exemplos de outros
receptores, utilizados junto com heparano sulfato, sao sulfatos especificos
de condroitina e glicoproteinas contendo acido sialico.

Micrdbios que se ligam a heparano sulfato/sulfato de condroitina
sdo exemplificados por virus como virus herpes simples tipo 1 (HSV-1), a-
gehte causador do herpes orolabial; virus herpes simples tipo 2 (HSV-2),
agente causador de herpes genital; citomegalovifus (CMV), o principal agen- -
te de complicagbes em pacientes imunodeprimidos; virus da dengue, que
causé febres recorrentes e virus da imunodeficiéncia humana (HIV); e por
bactérias como Helicobacter pylori, Streptococcus sanguis, Streptococcus
mutans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
e Mpycobacterium tuberculosis; e parasitas como Plasmodium falciparum
(que causa malaria) e Trypanosoma cruzi(que causa tripanossomiase).

E mais, citocinas, como TNF-B, também utilizam heparano sulfa-
to em superficies celulares para ligagdo e ativagao.
Heparina atuando como receptor

A heparina é um polissacarideo isolado de tecido de mamiferos.
Desde a sua descoberta em 1916 pelo cientista americano McLean, a hepa-
rina tem sido reconhecida por suas propriedades anticoagulantes do sa'ngue
e tem sido utilizada, por ma‘is de 50 anos, clinicamente como anticoagulante
sanguineo e agente antitrombatico.

Enquanto que heparano sulfatos sdo componentes abundantes
de todas as formas de vida animal com tecidos organizados, a heparina pos-
sui distribuicdo bastante especial em tecidos de mamiferos. A heparina, ao
contrario dos heparano sulfatos, esta presente somente nos granulos basofi-
licos de mastécitos. No entanto, atualmente, além de seu lugar estabelecido
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na prevencédo e terapia de distlrbios tromboembodlicos, a heparina demons-
trou ter um amplo espectro de atividades diferentes, independentes de anti-
coagulacao.

Um grande numero de proteinas no sangue liga-se, com alta
afinidade, a heparina e/ou heparano sulfato. Exemplos destas incluem anti-
trombina (AT), fibronectina, vitronectina, fatores de crescimento (por exem-
plo, os fatores de crescimento de fibroblastos, os fatores de crescimento
semelhantes a insulina etc.). A albumina sérica humana (HSA) liga-se tam-
bém, porém com menor afinidade. Por outro lado, a HSA esta presente em
grandes quantidades no sangue.

A fim de serem utilizadas estas propriedades da heparina para
impedir infecgdes, foi cogitada a introdugéo de fragmentos de heparina e/ou
fragmentos contendo acido sialico no sistenﬁ_a vascular. Por meio desta, a-
creditava-se qué estes fragmentos se ligariam as lectinas nos microbios,
bloqueando-as e, dessa forma, impedindo que elas se ligassem aos recepto-
res na superficie celular de mamiferos. Esse conceito foi testado por muitos
cientistas, porém com éxito Iirqitado na maioria dos casos, em decorréncia
de complicagdes hemorrégicaé quando quantidades grande's de heparina
sao introduzidas no sistema vascular.

v A patente US 6.197.568 descreve métodos de isolamento e de-
tecgdo de flavivirus e de outros virus de febre hemorragica, como virus da
dengue, fundamentados na interagéo de flavivirus e de outros virus de febre
hemorragica, dependente de polianions sulfatados. |

Dispositivos extracorpéreos sao utilizados em uma variedade de
situagdes clinicas, incluindo didlise renal, desvio cardiopulmonar e plasmafé-
rese. "Terapias extracorpéreas" significam procedimentos nos quais produ-
tos desejados, como oxigénio, anticoagulantes do sangue, anestésicos etc.,
podem ser acrescentados a liquidos corporais. Por outro lado, produtos néo
desejados, como toxinas etc., podem ser retirados de liquidos corporais para
fora do corpo. Exemplos destas incluem hemodidlise e hemofiltragao, as
quais representam técnicas pelas quais o sangue € limpo pela retirada de

produtos descartaveis.
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Sumario da Invencao

Um objetivo da presente invengdo é prover um método de trata-
mento de um mamifero que sofre de doengas ou condi¢gbes, causadas ou
agravadas por diferentes micrébios patogénicos, células inflamatdrias ou
proteinas inflamatérias pela remogdo dos referidos micrébios patogénicos,
células inflamatdrias ou proteinas inflamatdrias do sangue do referido mami-
fero.

Outro objetivo da presente invengdo é prover um método de re-
mocao extracorpérea de micrébios patogénicos, células inflamatérias ou pro-
teinas inflamatdrias de sangue de mamiferos.

Os obijetivos supramencionados, bem como outros objetivos da
invencdo, os quais devem ser evidentes para um versado na técnica apés
ter examinado a descrigdo abaixo, sao atingidos.pelas diferentes caracteris-
ticas da presente invengdo, conforme descritas neste pedido.

Uma primeira caracteristica da presente invengao prové um me-
todo de remogédo extracorpérea de microbio patogénico, célula inflamatéria
ou proteina inflamatéria de sangue de mamiferos, compreendendo as etapas
de:

a) fornecimento de amostra de sangue de mamifero;

b) pér em contato a referida amostra com um carboidrato i-
mobilizado em substrato sélido, o referido carboidrato com
afinidade de ligagdo a micrébio patogénico, célula inflama-
téria ou proteina inflamatdria, sob condigdes que possibili-
tem a ligagdo de quaisquer micrébios patogénicos, células
inflamatdrias e proteinas inflamatdrias, presentes na feferi-
da amostré de sangue, ao carboidrato,

C) separacédo da amostra do substrato sélido, de forma que o
referido micrébio patogénico, célula inflamatéria ou protei-
na inflamatéria fique, pelo menos, parcialmente retido so-
bre o substrato sélido, e

d) recuperacao da referida amostra contendo uma quantidade
reduzida do referido micrébio patogénico, célula inflamaté-
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ria ou proteina inflamatoria.

O conceito anterior da técnica de introdugao de‘fragmentos de
heparina e/ou frégmentos contendo acido sidlico no sistema vascular dos
pacientes exibiu éxito limitado, na maioria dos casos em decorréncia de
complicagbes hemorragicas quando quantidades grandes de heparina sao
introduzidas no sistema vascular. O método de acordo com a invengao con-
torna esses problemas pela imobilizagdo dos carboidratos e-m superficie s6-
lida, conforme descrito inter alia no exemplo 6 Preparatério. |

O uso de carboidratos imobilizados, conforme definido pelo mé-
todo de acordo com a invengao, oferece também uma outra vantagem ines-
perada. Os inventores constataram que 0 carboidrato precisa estar imobili-
zado em uma superficie sélida para que tenha a capacidade necessaria de
ligar-se a uma quantidade significativa dos-compostos a serem removidos.
Essa propriedade inesperada‘ é descrita nos exemplo 1 Comparativo e E-
xemplo 1 para HSV-1, que revela que, em solucdo, menos de 3% dos virus
ligam-se_a heparina em excesso (exemplo 1 Comparativo), enduanto que
mais de 94% dos virus ligam-se a heparina imobilizada (Exemplo 1).

O método da presente invengédo permite tratamento seguro e
eficiente de pacientes que sofrem de sepsia ou choque séptico, pela remo-
cao de patogenos, causadores da condicdo, da circulagdo sangiinea do pa-
ciente. O método da presente invengao possibilita a remogao de muitos mi-
crébios patogénicos, células inflamatdrias e proteinas inflamatérias diferen-
tes. Exemplos de micrébios patogénicos comumente associados a sepsia,
os quais podem ser removidos empregando o método da invengao, incluem
estafilococos, como Staphylococcus aureus, streptococci e E. coli.

Como a heparina e heparano sulfatos ligam-se a um grande nu-
mero de componentes, conforme exemplificados na secdo de antecedentes,
foi previsto que uma superficie contendo heparina seria coberta por muitas
dessas proteinas, quando colocada em contato com sangue, impedindo,
dessa forma, que micrébios se fixassem. Os presentes inventores constata-
ram surpreendentemente que é possivel obter-se purificagao altamente efi-

ciente de soro e sangue total de mamiferos, incluindo seres humanos, em-
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pregando um método e dispositivo de acordo com a presente invengao. Nes-
te pedido, é descrito que uma coluna de tamanho moderado conseguiu re-
mover quase que completamente quantidades consideraveis de virus de so-
ro sangliineo e sangue total. Consultar, por exemplo, Exemplos 2, 3 e 4.

Em uma concretizacdo, o referido micrébio patogénico é sele-
cionado do grupo consistindo em bactérias, virus e parasitas.

Em uma concretizacdo, o referido micrébio patogénico é um vi-
rus. Em uma concretizagdo mais especifica, o referido virus é selecionado
do grupo consistindo em herpes simples tipo. 1, herpes simples tipo 2, virus

Influenza A, citomegalovirus e virus da imunodeficiéncia humana. Em outra

concretizagdo mais especifica, o referido virus € selecionado do grupo con-

sistindo em herpes simples tipo 1 ou herpes simples tipo 2.

Em outra concretizagdo, o referido micrébio patogénico é uma’
bactéria. Em uma concretizagdo mais especifica, a referida bactéria € sele-
cionada do grupo consistindo em Helicobacter pylori, Streptococcus sanguis,
Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomo-
nas aureginosa e Mycobacterium tuberculosis. Em uma concretizagao prefe-
rida, o referido micrébio patogénico é Helicobacter pylori ou Staphylococcus -
aureus.

Em ainda outra concretizacgédo, o referido microbio patogénico é
um parasita. Em uma concretizagdo mais especifica, o referido parasita é
selecionado do grupo consistindo em Plasmodium falciparum e Trypanoso-
ma cruzi.

Em ainda outra concretizagdo, a referida célula inflamatéria é
selecionada do grupo consistindo em linfcitos inflamatérios e macrofagos
inflamatérios. |

Em ainda mais outra concretizagéo, a referida proteina inflama-
téria & um citocina pré-inflamatdria. Em uma concretizagdo mais especifica,
a referida citocina pré-inflamatéria é selecionado do grupo consistindo em
fator de necrose tumoral alfa (TNF-o), fator de necrose tumoral beta (TNF-B),
interleucina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-6).

Em uma concretizacdo, o referido sangue de mamiferos é san-
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gue humano.

Em uma concretizagdo do método da invencéo, o referido car-
boidrato é selecionado do grupo consistindo em heparina, heparano sulfato,
sulfato de condroitina, carboidratos contendo acido sidlico e carboidratos
contendo acido neuramico. Em uma concretizagdo mais especifica, o referi-
do carboidrato é heparina.

"Em ainda outra concretizagao, o referido substrato sélido com-
preende microparticulas ou fibras ocas. Em certas concretizagdes da inven-
¢do, o material do referido substrato sélido é selecionado do grupo consis-
tindo em vidro, celulose, acetato de celulose, quitina, quitosano, dextrano em

reticulado, agarose reticulada, polipropileno, polietileno, polissulfona, polia-

“crilonitrila, silicone, Teflon e poliuretanos.

Em ainda outra concretizagao, o referido carboidrato é unido ao
referido substrato solido por ligagdo covalente. Em uma concretizagdo mais
especifica, o referido carboidrato esta unido ao referido substrato sélido por
ligagdo covalente em ponto terminal. A ligagao covalente de um carboidrato
a um substrato soélido fornece melhor controle de parametros, como densi-
dade de superficie e orientagao dés moléculas imobilizadas, em comparagao
a fixagdo nao covalente. Foi demonstrado pelos inventores que estes para-
metros sdo importantes a fim de ser provida a ligagédo mais adequada do
patégeno as moléculas imobilizadas do carboidrato. A concentragcao da su-
perficie do carboidrato sobre o substrato solido deve variar de preferéncia
entre 1-10 pg/cm?. A fixagdo covalente em ponto terminal significa que o car-
boidrato esta fixado covalentemente ao substrato sélido por intermédio do
residuo terminal da molécula do carboidrato. Uma segunda caracteristica da
presente invengdo prové o uso de um dispositivo compreendendo um car-
boidrato imobilizado em substrato sélido, o referido carboidrato com afinida-
de de ligacdo a micrébio patogénico, célula inflamatéria ou proteina inflama-
toria, para remogéo extracorpérea de microbio patogénico, célula inflamato-
ria ou proteina inflamatéria de sangue de mamiferos.

Concretizagdes de uso de acordo com a segunda caracteristica
da invencdo correspondem aquelas especificadas acima para o método de
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‘acordo com a primeira caracteristica da presente invengao, em relagao ao

micrébio patogénico, célula inflamatéria, proteina inflamatdria, sangue de
mamifero, carboidrato, substrato sélido e imobilizag&o.

Uma terceira caracteristica da invengao prové uso de um carboi-
drato com afinidade de ligagdo a micrébio patogénico, célula inflamatéria ou
proteina inflamatéria, em que o referido carboidrato € imobilizado em subs-
trato sdlido ao ser'preparado um dispositivo para tratamento de uma condi-
cdo, causada ou agravada por micrébio patogénico, célula inflamatéria ou
proteina inflamatdria.

Concretizagdes de uso de acordo com a terceira caracteristica
da invengao correspondem aquelas especificadas acima para o método de
acordo com a primeira caracteristica da presente invengao, em relagao ao
microbio patogénico, célula inflamatéria, proteina inflamatéria, sangue de
mamifero, carboidrato, substrato sélido e imobilizagao.

| Um diSpositivo, conforme referido no uso e método de acordo
com a invengdo, pode compreender um dispositivo convencional para trata-
mento extracorpdreo do sangue e soro de pacientes, por exemplo, que so-
frem de insuficiéncia renal. o
‘ Configuragdes de fluxo sangiineo localizado em dispositivos
médicos de circulagdo extracorpérea em que ha contato com sangue, influ-
enciam, sabidamente, a formagdo de coagulos por meio de ativagao de cisa-
lhamento e agregacdo de plaguetas em areas estagnadas. Consequente-
mente, um dispositivo conforme utilizado na segunda, terceira e quarta ca-
racteristicas da invencgao deve ser planejado de maneira a ndo criar esses
problemas. |

Um dispositivo ’conforme utilizado em algumas concretizagoes
da invencgdo pode, por exemplo, possuir as seguintes propriedades:

- fluxo sanguineo variando de 1 a 500 ml/min, de preferéncia de
5 a 250 ml/min.

- Resisténcia baixa ao fluxo.

- Area de superficie grande de substratos contendo carboidratos

imobilizados no mesmo, por exemplo, proximo de 0,1 - 1 m?.
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- Revestimento estavel (sem vazamento de carboidrato para o
sangue em contato com 0 mesmo).

- Propriedades hemodinamicas apropriadas no dispositivo (sem
areas de estagnacgao).

- Biocompatibilidade étima.

Um exemplo nao restritivo de um dispositivo desse tipo, que po-
de ser utilizado em um uso ou método de acordo com a presénte invengao, &
um dialisador pediatrico de fluxo sanglineo como o dialisador/hemofiltro
Prisma M10 da Gambro AB, Suécia. Outros modelos ou tipos de dispositivos
para tratamento extracorpéreo de sangue ou soro podem ser utilizados tam-
bém.

Uma quarta caracteristica da presente invengdo prové um méto-
do de tratamento de um individuo mamifero que sofre de uma condi¢ao cau-
sada ou agr_avada por micrébio patogénico, célula inflamatéria ou proteina
inflamatoria, compreendendo as etapas:

a) extragdo de sangue do individuo,

b)  pdr em contato o referido sangue extraido com um disposi-
tivo compreendendo um carboidrato imobilizado em subs-
trato solido, o referido carboidrato com afinidade de ligagao
a micrébio patogénico, célula inflamatdria ou proteina in-
flamatdria, sob condigdes que possibilitem a ligagdo de
quaisquer microbios patogénicos, células inflamatorias e
proteinas inflamatérias, ao carboidrato,

c) reintroducdo do sangue, contendo uma quantidade reduzi-
da do referido micrébio patogénico, célula inflamatdria ou
proteina inflamatéria, na circulagdo sangiinea do indivi-
duo.

Em uma concretizacdo do método de tratamento de acordo com

a presente invengdo, a extragdo e reintrodugdo de sangue sao executadas
em uma sequéncia continuo, em que uma parte da circulagéo sanguinea do
individuo esta incluida na sequéncia.

Concretizagdes de um método de tratamento de acordo com a
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quarta caracteristica da invengédo correspondem aquelas acima para o mé-

todo de acordo com a primeira caracteristica da presente invengao, em rela-
¢do ao microbio patogénico, célula inflamatoria, proteina inflamatéria, san-
gue de mamifero, carboidrato, substrato sélido e imobilizagao.

Conforme utilizado neste pedido, o termo "micrébio patogénico”
significa um micrébio que causa doenga em organismo vivo quando introdu-
zido no referido organismo. Exemplos de "micrébios patogénicos" incluem

- bactérias, virus e parasitas.

Conforme utilizado neste pedido, o termo “célula inflamatéria”
significa uma célula envolvida em resposta inflamatéria em mamiferos. E-
xemplos de "células inflamatérias” incluem linfécitos inflamatérios e macro-
fagos inflamatoérios. |

Conforme utilizado neste pedido, o termo "proteina inflamatéria"
significa uma protel’na, como uma citocina, liberada, por exemplo, em cone-
xao com infecgéo microbiana ou imUnizagéo.

Conforme utilizado neste pedido, o termo "citocina" significa uma
proteina liberada, por exemplo, em ligagao com infecgdo microbiana ou imu-
nizagdo, selecionada do grupo consistindo em interleucinas, interferons,
quemocinas e fatores de necrose tumoral.

Exemplos
Exemplo 1 Preparatério

Aminacio de Sefadex G25

Metaperiodato de sédio (NalOs, 6,0 g) foi dissolvido em agua
(994 ml) e adicionado a Sefadex G 25 (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia)
(50 g) em 1 litro de agua. A mistura foi mantida no escuro sob agitagao por
24 horas. Apos filtragdo e lavagem com 5 x 1 litro de agua e, finalmente,
tampao fosfato a 0,1 M, o produto resultante foi suspenso em tampao fosfa-
to, pH 7,0 (350 ml) e uma solugédo de polietilenimina (100 ml de Lupasol
(BASF, Alemanha), 5% em agua) foi acrescentada. O gel foi estabilizado por
adicdo de solugdo aquosa de NaBHsCN, cianoborohidreto de sédio (0,5 g
em 100 m!, tampao fosfato, 0,1 M, pH 7,0). O gel foi filtrado e lavado confor-
me descrito acima e, finaimente, lavado com tampao acetato (500 ml, 0,1 M,
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pH 0,4), produzindo Sefadex G 25 aminado (85 g).
Exemplo 2 Preparatério -

Fixacdo covalente em ponto terminal de heparina em gel de cromatografia

Sefadex G 25 aminado (85 @), obtido conforme descrito no e-
xemplo 1- Preparatério, foi suspenso em tampao acetato (800 ml, 0,1 M, pH
4,0), e 4,0 g de heparina degradada por acido nitroso (heparina da Pharma-
cia, Suécia) foram acrescentados. A mistura da reagao foi' agitada por 24
horas e, em seguida, processada conforme acima, produzindo Sefadex G 25
heparinizado (80 g).

O gel contém 2% de heparina (p/p, andlise de enxofre). As parti-
culas de Sefadex G 25 possuem diametro médio de 50 - 150 um. Um calculo

‘a grosso modo revela que 1 cm® contém 10° particulas, fornecendo um area

de superficie de particulas de 0,03 m2/cm3. Ademais, se a heparina for fixa-
da somente a superficie das particulas, Sefadex G 25 heparinizado com 2%
de heparina p/p possui em torno de 0,003 ug de heparin_a/cmz.

Exemplo 3 Preparatdrio

Fixacdo covalente de heparina em 1a de vidro aminada

Um material em la de vidro é heparinizado empregando O proce- .
dimento geral descrito abaixo.
_ La de vidro é cuidadosamente limpa com acido (HCI), lavada
com etanol absoluto e seca em estufa a 100 °C por 4 horas.
| As fungbes amino reativas séo introduzidas na superficie da la

" de vidro por tratamento com solugédo aquosa composta por poliamina, polieti-

lenimina (PEI) ou quitosano. Para algumas finalidadés, as poliaminas podem
ser estabilizadas na superficie reticulada com reagentes bifuncionais, como
crotonaldeido ou glutaraldeido.

O revestimento é estabilizado ainda por intermédio de reticula-
¢do idnica com um polissacarideo sulfatado (dextrano sulfato ou heparina).
Se necessario, essas etapas sdo repetidas, sendo formada uma estrutura
tipo "sanduiche". Lavagem cuidadosa (agua, tampoes adequados) deve ser
conduzida entre cada etapa. Depois de uma ultima adigdo de PEI ou quito-
sano, a fixagdo do ponto terminal (EPA) & superficie aminada da heparina
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original é efetuada por aminagdo redutora, utilizando a fungao aldeido no
residuo terminal redutor, presente na heparina original. O acoplamento é
efetuado em solugcdo aquosa por aminagdo redutora (cianoborohidrito, CN-
BH?¥), essenciaimente conforme descrita no exemplo 2 Preparatorio.

A andlise de superficie, conforme descrita no exemplo 2 Prepa-
ratério, revela que aproximadamente 10 mg/cm? de heparina estdo acopla-

dos a superficie de vidro.

- Exemplo 4 Preparatério

Fixacdo covalente de heparina sobre superficies poliméricas aminadas

Uma superficie polimérica foi heparinizada, empregando o pro-

cedimento geral descrito abaixo.

| A superficie polimérica é gravada com um agente oxidante
(permanganato de potassio, peroxidissuifato de aménio) a fim de serem in-
troduzidas caracteristicas hidrofilicas juntamente com alguns grupos funcio-
nais reativos (-SOaH, -OH, -C=0, -C=C-). A superficie pode ser gravada
também com plasma ou coroa.

Funcdes amino reativas sao introduzidas por tratamento com
uma poliamina, polietilenimina (PEl) ou quitosano. Para algumas finalidades,
as poliaminas podem ser estabilizadas na superficie reticulada com reagen-
tes bifuncionais, como crotonaldeido ou glutaraldeido.

O revestimento é estabilizado ainda por intermédio de reticula-
¢éo idnica com um polissacarideo sulfatado (dextrano sulfato ou heparina).
Se necessario, essas etapas sdo repetidas, sendo formada uma estrutura
tipo "sanduiche". Lavagem cuidadosa (agua, tampdes adequados) deve ser
conduzida entre cada etapa. Depois de uma ultima adi¢cdo de PEI ou cjuito-
sano, a fixacdo do ponto terminal (EPA) a superficie aminada da heparina
original é efetuada por aminagdo redutora, utilizando a fungao aldeido no
residuo terminal redutor, presente na heparina original. Uma fungédo aldeido
mais reativa no residuo terminal redutor pode ser atingida por degradagao
parcial do grupamento nitroso da heparina. Esta degradacao encurta o tem-
po de reac¢do, porém fara com que a heparina imobilizada tenha peso mole-
cular mais baixo. O acoplamento é efetuado em solucdo aquosa por amina-
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cdo redutora (cianoborohidrito, CNBHg'), essencialmente conforme descrita
no exemplo 2 Preparatorio. _ |

1-10 pg/cm? de heparina podem ser acoplados a todas as super-
ficies hidrofilicas como vidro, celulose, quitina, etc., e mais ou menos, a to-
dos os polimeros hidrofébicos como polivinil, cloreto, polietileno, policarbona-
to, poliestireno, PTFE etc.

Exemplo 5 Preparatoério

Fixacao covalénte em ponto Unico ou em muiltiplos pontos da heparina em

superficies poliméricas
Conduzida conforme foi descrita no exemplo 2 Preparatdrio com

excecao de que as funcdes aldeido foram introduzidas na cadeia da hepari-

‘na por oxidagdo com periodato de sédio em solugao aquosa.

Exemplo 6 Preparatério

Fixacdo de heparina no limen interno de fibras ocas

Neste exemplo preparatério, foi utilizado um dialisador pediatrico
de fluxo sangtiineo. As fibras do dialisador foram feitas em polissulfona com
diametro interno de 200 microns e espessura de parede de 40 microns. A
area total de superficie do sahgue em contato com o material foi de
4000 cm? e o volume de preparagao foi de 28 ml.

7 O processo de aminagdo foi conduzido conforme descrito de
maneira geral no exemplo 4 Preparatdrio, com excegao da etapa de grava-
cdo que foi omitida. Polissulfona é hidrofilica e nao requer gravagao. A imo-
bilizagdo de heparina foi efetuada por bombeamento de uma solugao con-
tendo heparina degradada por acido nitroso (heparina da Pharmacia), junta-
mente com NaBH;CN, conforme descrito no exemplo 2 Preparatério. Como
a medigéo da quantidade de heparina é um procedimento destrutivo, um dia-
lisador de referéncia, heparinizado sob condigdes idénticas foi inutilizado e
as suas fibras, sujeitas & analise de enxofre. Os resultados revelaram um
teor de heparina de aproximadamente 5 pg de heparina/cm?, valor que cor-
responde a um teor de 20 mg de heparina no dispositivo.

Exemplo 7 Preparatério

Fixacdo covalente de oligbmeros com residuos terminais de acido sialico no
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Iimen interno de fibras ocas

Neste exemplo preparatério, o grupo aldeido no residuo terminal
redutor foi utilizado para acoplamento. A aminacao das fibras foi efetuada
conforme descrito no exemplo 6 Preparatério e o acoplamento do oligossa-
carideo da formula I, o qual contém residuos terminais de acido sialico, fo-
ram conduzidos por circulagdo do composto da' formula |, dissolvido em tam-
pao acetatd (800 ml, 0,1 M, pH 4,0), juntamente com NaBH;CN (0,4 g), em
temperatura ambiente por 24 h. Os resultados revelaram teor de acido siali-
co de cerca de 2 pg/cm?. -
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" Exemplo 1 Comparativo

Fixacdao de HSV-1 a heparina em solugcéao

_ Uma solugdo (10 ul), contendo 10’ de unidades formadoras de
placa de virus (Virus Herpes simples tipo 1, cepa KOS321), foi incubada
com 20 ui de 3H-heparano sulfato (HS) marcado, em volume total de 400 pl
de NaCl tamponado, por 30 min a 37°C. Depois do mesmo, a solugao foi
centrifugada através de um filtro Microsep 1M, sendo retidos os virus e HS
ligado. 2,3% de HS estava iigado (479 CPM) ao virus, enquanto que 97,7%
do HS nao estavam ligados e passaram através do filtro.

Exempilo 1
Remocido de particulas de virus HSV-1 e HSV-2 de solucéo salina tampona-

da por ligacdo com heparina imobilizada em particulas de Sefadex

Particulas de Sefadex, revestidas com heparina, conforme no
exemplo 2 Preparatério, foram embebidas em NaCl tamponado (PBS) e 0,8 ml
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foram transferidos para cada uma das duas colunas pequenas descartaveis,

" formando uma camada em gel de aproximadamente 1 cm. Apds 3 lavagens,

50 i de virus radiomarcados com 2H-timidina foram suspensos em 150 ul de
PBS. 10° unidades formadoras de placa de HSV-1, correspondentes a 10"
particulas virais, foram acrescentadas a coluna 1, e 108 unidades formado-
ras de placa de HSV-2, correspondentes a 10'° particulas virais, foram a-
crescentadas a coluna 2. Foi permitido que os virus se adso'rvessem as res-
pectivas colunas. Depois do mesmo, 0,8 ml de PBS foram acrescentados a
cada coluna e o liquido atravessado foi recolhido péra estimativa de virus
nao absorvidos.

Subseqﬂentemehte, as duas colunas foram lavadas 4 vezes com
1 ml de PBS, e as lavagens foram recolhidas, sob a forma de fracdes, para
quantificagdo dos virus retirados pela lavagem. Estas e as fracdes seguintes
foram transferidas para tubos de cintilagdo e quantificadas quanto a quanti-
dade de virus por determinagéo de cpm em um contador beta. Na etapa se-
guinte, as colunas foram submetidas a eluig¢éo, por'tr“és vezes, dos respecti-
VOS Vvirus Ilgados a heparina por 1 ml de NaCl a 2 M, sendo recolhidas as
trés fragcbes de cada coluna. Depms desta etapa, a eluigao foi conduzida,
acrescentando-se, por duas vezes, 1 ml de SDS a 5% em PBS (PBS-SDS),

e as duas fragées de cada coluna, foram recolhidas. Finalmenté as particu-
las revestldas com heparma provenientes das duas colunas, foram suspen-
sas, cada uma, em 1 ml de PBS-SDS, e aliquotas de 200 ul foram submeti-
das a quantificagdo das particulas restantes ligadas a virus por determina-
¢éo da radioatividade.

Os resultados sdo apresentados na Tabela 1 abaixo. Conforme
apresentado, somente 5,5% das particulas contendo HSV-1 e 11,7% das
particulas contendo HSV-2 ndo se adsorveram na coluna. Ademais, como o
DNA viral, e ndo as proteinas deste que se ligam a heparina, € marcado por
radioatividade, estas particulas ndo adsorvidas poderiam representar virus
ndo infecciosos com envelopes rompidos (ou seja, as partes externas frageis
do virus que se ligam a heparina). O resto dos virus (94,5% para HSV-1 e
88,3% do HSV-2) liga-se as particulas revestidas com heparina na coluna. A
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ligacdo aparenta ser forte, considerando o fato de que somente 0,5% do
HSV-1 e 1,1% do HSV-2 foram removidos por 4 lavagens sucessivas. A ca-
pacidade limitada de NaCl a 2M, em trés tentativas sucessivas, de eluir os
virus ressalta as caracteristicas de alta afinidade da ligagdo de ambos os
virus as particulas revestidas com heparina. Por outro lado, quantidades
substanciais de HSV-1 e HSV-2 foram eluidas por PBS-SDS.

-No total, 48% de HSV-1 e 68,8% de HSV-2 foram recuperados
das colunas. Isso pode ser atribuido ao fato de que NaCl a 2 M diminuiu es-
pontaneamente a radioatividade das amostras, em aproximadamenvte 30%
de acordo com nossas observagdes passadas, e de que SDS-PBS exerce
também provavelmente esse efeito.

Considerados como um todo, os resultados comprovam o princi-
pio de que particulas virais de HSV-1 e HSV-2 pddem ser removidas de uma‘
fase liquida pdr passagem atrévés de coluna curta contendo particulas de
Sefadex revestidaé com heparina, e de que virus extraidos ligam-se com alta

afinidade as colunas.
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Tabela 1. Ligagdo de particulas virais de HSV radiomarcadas, suspensas em

NaCl tamponado a particulas de heparina-Sefadex.

Ligacdo de HSV a coluna com heparina
(% de virus introduzidos = controle = 100%)

o HSV-1 HSV-2
Virus introduzidos (controle) 100,0 100,0
Virus nao adsorvidos 5,5 11,7
Lavados da coluna
12 lavagem 0,2 0,4
22 lavagem 0,1 0,3
32 lavagem 0,1 0,2
42 lJavagem 0,1 0,2
Total ndo adsorvido + lavado 6,0 12,8
Eluidos com NaCla2 M
12 eluigao 7,8 14,7
22 eluigao 1,6 1,9
32 eluicao 0,1 1,3
Eluidos com SDS a 5%

12 eluigao 10,6 11,9
22 eluicao 18,5 18,3
Total eluido com NaCl + SDS 38,6 48,1
N3o eluidos de particulas 4,1 7.9
Total nao eluido 4,1 7,9
Total recuperado
48,7 68,8

(ndo adsorvido + lavado + eluido + n&o eluido)

Exemplo 2

Remocio de particulas virais de HSV-1 de soro humano por ligacdo a hepa-

rina imobilizada em particulas de Sefadex

O procedimento experimental, conforme descrito no Exemplo 1,

foi utilizado com a diferengca de que as particulas virais radiomarcadas do
HSV-1, em quantidade de 10° PFU, equivalente a 10"’ particulas virais, fo-
ram misturadas a 0,5 ml de soro humano e aplicadas, em seguida sobre par-

ticulas revestidas com heparina em uma coluna descartavel. Depois do

mesmo, o procedimento, incluindo eluigdo e lavagem, foi seguido conforme

no Exemplo 1. Os resultados sé@o apresentados na Tabela 2 abaixo.
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Tabela 2. Ligacdo de particulas virais radiomarcadas do HSV-1 (10'"), sus-
pensas em soro humano, a particulas de heparina-Sefadex (1 cmd).

Ligagdo de HSV-1 a coluna com heparina

(% de virus introduzidos = controle = 100%)

Virus introduzidos (controle) 100,0
Virus ndo absorvidos 24
Lavados da coluna

12 lavagem 0,9

22 lavagem 0,2

32 lavagem 0.1

42 lavagem 0,2

Total ndo absorvido + lavado 3,8
Eluidos com NaCla2 M

12 eluigao 2.1

22 eluicao ' ' 0,4

32 eluicao : 0,2

| Eluidos com SDS a 5%

12 eluicdo ' . 3,5

Total eluido com NaCl + SDS : - 6,2
Total recuperado ‘

(ndo absorvido + lavado + eluido + n&@o eluido) : 10,0
.Restante em particulas 90,0

Conforme apresentado, 97,6% das particulas de HSV-1, sus-
pensos em soro humano, ligaram-se a coluna. Pela lavagem, por. 4 vezes
somente 3,8% das particulas virais foram removidas. Empregando NaCla2 M,
somente 2,7% dos virus foram eluidos e, adicionalmente, 3,5% foram elui-
dos por SDS. A conclusao destes resultados é a de que virus suspensos em
soro, sendo esta a verdadeira situagéao em vida durante infeccao grave dis-
seminada, melhoraram o desempenho da coluna removedora de virus; no
que se refere a ligagéo de virus radiomarcados, e de que somente 2,4% das
particulas de HSV-1 ndo foram adsorvidos. Como provavel explicagéo, as
proteinas séricas auxiliaram a estabilizagao das particulas virais e, desse
modo, melhoraram a remogdo do HSV-1 pelas particulas heparinizadas de
Sefadex.

Exemplo 3
Remocao de particulas virais de HSV-1 de soro humano por ligacdo a hepa-

rina imobilizada em dialisador de fluxo sangtiineo, feito de fibras ocas

O procedimento experimental, conforme descrito no Exemplo 1,

foi utilizado com a diferenca de que as particulas virais radiomarcadas do
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'HSV-1, em quantidade de 10° PFU, equivalente a 10" particulas virais, fo-

ram misturadas a 0,5 ml de soro humano e aplicadas, em seguida sobre par-
ticulas revestidas com heparina no dialisador de fibras ocas revestidas com
heparina do exemplo Preparatério 6. Depois do mesmo, 0 procedimento,
incluindo eluigdo e lavagem, foi seguido conforme no Exemplo 1. Os resulta-
dos séo apresentados na Tabela 3 abaixo.

4Conforme apresentado, 92,3% das particulas de HSV-1, sus-
pensos em soro humano, ligaram-se a coluna. Pela lavagem, por 4 vezes,
somente 4,2% das particulas virais foram removidas. Empregando NaCla 2
M, somente 4,0% dos virus foram eluidos e, adicionaimente, 4,5% foram
eluidos por SDS. A conclusio destes resultados € a de que a ligagao de par-
ticulas virais, suspensas em soro humano, a fibras heparinizadas é compa-

ravel aquela ligagado de virus semelhantemente suspensos a particulas de

Sefadex e de QUe somente 7,7% das particulas de HSV-1 néao foram absor-

vidos. _
Tabela 3. Ligacdo de particulas virais radiomarcadas do HSV-1, suspensas
em soro humano, a fibras ocas heparinizadas.

Ligacdo de HSV-1 a coluna com heparina

(% de virus introduzidos = controle = 100%)

Virus introduzidos (controle) ' 100,0
Virus ndo absorvidos 7,7
Lavados da coluna '

12 lavagem ' 3,1

22 lavagem 0.8

32 lavagem 0,1

42 l]avagem 0,2

Total ndo adsorvido + lavado 4,2
Eluidos com NaCla2 M

12 eluigao ‘ 3,3

22 eluigao 10,5

32 eluicao 0,2
Eluidos com SDS a 5%

12 eluicao 4,5

Total eluido com NaCl + SDS 8,5
Total recuperado

(ndo absorvido + lavado + eluido + ndo eluido) 12,7
Restante em particulas 87,3
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Exemplo 4
Remocio de particulas virais de HSV-1 e HSV-2 de sangue total humano

por ligacdo a heparina imobilizada em particulas de Sefadex

O procedimento experimental, conforme descrito no Exemplo 1,
foi utilizado com a diferenca de que as particulas virais radiomarcadas do
HSV-1 e HSV-2, em quantidade equivalente a 10'" particulas virais por ml,
foram misturadas a 1 ml de sangue humano e aplicadas, em seguida a 1 ml
de particulas revestidas com heparina em uma coluna descartavel. Depois
do mesmo, o procedimento, incluindo eluigao e Iavage’m,}foi seguido confor-
me no Exemplo 1.

Os resultados sdo apresentados na Tabela 4 abaixo. Conforme
apresentado, 99,1% das particulas de HSV-1 e 99,8% das particulas de
HSV-2, suspensas em sangue humano, Iigaram-ée a coluna.

Tabela 4. Ligagao de particulas virais de HSV radiomarcadas, suspensas em

sangue humano, a particulas de heparina-Sefadex (1 cm?).

Ligacao de HSV em sangue total a coluna com heparina

(% de virus introduzidos = controle = 100%)
: HSV-1 HSV-2

% %
Virus introduzidos (controle) 100,0 100,0
Virus nao adsorvidos 0,9 0,2

Exemplo 5
Remocao de virus Influenza A de_soro humano por ligacéo a oligossacari-

deos imobilizados contendo acido sialico

Estoques de virus Influenza A H1N1 foram replicados em células
MDCK, cultivadas a 35 °C sob condi¢bes padrdes por 3 dias, apés os quais,
as células foram homogeneizadas e tituladas para avaliar o numero de uni-
dades formadoras de focos (FFU)/ml. Particulas virais foram suspensas em
soro humano até uma concentragao final de 10® FFU/mI. Foram aplicados 10
ml de suspensdo sobre um dialisador de fibras ocas revestidas com acido
sidlico, preparado empregando o método descrito no exemplo 7 Preparat6-
rio. Ap6s a titulagdo, a infectividade do soro contendo o virus Influenza A,

ap6s passagem através do dialisador e comparagédo desse valor com titulos
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de uma aliquota do mesmo soro contendo o virus que nao passou pelo dis-

positivo, foi concluido que 87% das FFU do virus Influenza A permaneceram
ligados as fibras. '

Exemplo 6 _
Remocdo de Helicobacter pylori e Staphylococcus aureus por ligacao a he-

parina imobilizada

Quatro pipetas estéreis foram acondicionadas com la de vidro
(0,5 ml), heparinizada conforme descrito no exemplo 3 Preparatério. As "co-
lunas" assim formadas foram lavadas com 3 ml de tampao fosfato salino
(PBS) estéril de pH 7,2. Foram testadas duas cepas diferentes de H. pylori e
duas cepas diferentes de S. aureus. Cada uma das quatro amostras de bac-

térias diferentes, suspensas em tampao PBS, foi aplicada a uma "coluna”

separada. As quantidades de bactérias nas amostras foram medidas antes
de' serem apliéadas a coluna e depois de eluigdo da coluna, por densidade
optica (OD) em 560 nm e por contagens de unidades viaveis (CFU/mi). Con-
forme evidenciado pela tabela abaixo, aproximadaménte 90% das bactérias
H. pylori e aproximadamente 50% das S. aureus foram imobilizados na colu-
na. |

Tabela 6. Ligagao de H. pylorie S. aureus a la de vidro heparinizada

ODseo CFU/m| Ligacao
Bactéria Inicial | Final Inicial Final %
H. pylori ATCC 43504 8,33 0,81 2x10° | 1,5x10’ ~90
H. pylori ATCC 43504 8,33 1,86 2x10° 1x 10’ ~90
S. aureus CCUG 12600 9,30 5,5 77x10° | 3,6x10° ~50
S. aureus CCUG 12600 9,30 69 | 7,7x10° | 36x10° ~50
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REIVINDICAGCOES

1. Método de remocdo extracorpérea de micrébio patogénico,
célula inflamatéria ou proteina inflamatéria de sangue de mamifero, compre-
endendo as etapas:

a) fornecimento de uma amostra de sangue do mamifero,

b) pbr em contato a referida amostra com um carboidrato i-
mobilizado em substrato sélido, o referido barboidrato com
afinidade de ligagdo a micrébio patogénicd, célula inflama-
toria ou proteina inflamatéria, sob condigcées que possibili-
tem a ligagdo de quaisquer micrébios patogénicos, células
inflamatorias e proteinas inflamatérias, presentes na referi-
da amostra de sangue, ao carboidrato, _

c) separagdo da amostra do substrato sélido, de forma que o
referido micrébio patogénico, célula inflamatéria ou protei-
na inflamatéria fique, pelo menos, parcialmente retido so-
bre o substrato sélido, e '

d) recuperacgao da referida amostra contendo uma quantidade
reduzida do referido micrébio patogénico, célula inflamato-
ria ou proteina inflamatéria. '

2. Método de acordo com a reivindicat;éo 1, em qhe‘ o referido
micrébio patogénico é selecionado do grupo, consistindo em bactérias, virus
e parasitas. |

3. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-2,
em que o referido micrébio patogénico € um virus. '

4. Método de acordo com a reivindicagao 3, em qUe o referido
virus é selecionado do grupo consistindo em herpes simples tipo 1, herpes-
simples tipo 2, virus Influenza A, citomegalovirus e virus da imunodeficiéncia
humana.

5. Método de acordo com a reivindicagdo 4, em que o referido
virus é selecionado do grupo consistindo em herpes simples tipo 1 e virus
herpes simples tipo 2.

6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1-2,
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‘em que o referido micrébio patogénico € uma bactéria.

7. Método de acordo com a reivindicagao 6, em que a referida
bactéria é selecionada do grupo consistindo em Helicobacter pylori, Strepto-
coccus sanguis, Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aureginosa e Mycobacterium tuberculosis.

8. Método de acordo com a reivindicagdo 6, em que a referida
bactéria é He/icobacter pylori e Staphylococcus aureus.

9. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1-2,
em que o referido micrébio patogénico € um parasita.

10. Método de acordo com a reivindicagdo 9, em que o referido
parasita é selecionado do grupo consistindo em Plasmodium falciparum e

‘Trypanosoma cruzi.

11. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes -
precedentes, em que a referida célula inflamatoria € selecionada do grupo
consistindo em linfécitos inflamatérios e macréfagos inflamatorios.

12. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
precedentes, em que a referida proteina é uma citocina pré-inflamatéria.

13. Método de acordd com a reivindicacdo 12, em que a referida

citocina pré-inflamatéria é selecionada do grupo consistindo em fator de ne-

crose tumoral alfa (TNF-o), fator de necrose tumoral beta (TNF-B), interleu-
cina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-6).

~ 14, Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
precedentes, em que o referido sangue de mamifero é sangue humano.

15. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
precedentes, em que O referido carboidrato é selecionado do grupo cdnsis-
tindo em heparina, heparano sulfato, sulfato de condroitina, carboidratos
compreendendo acido sidlico e carboidratos compreendendo acido neurami-
co.

16. Método de acordo com a reivindicagédo 15, em que o referido
carboidrato é heparina.

17. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdoes

precedentes, em que o referido substrato sélido compreende microparticu-
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las.

18. Método de -acordo com qualquer uma das reivindicagdes
precedentes, em que o referido substrato sélido compreende uma ou mais
fibras ocas.

19. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
precedentes, em que o material do referido substrato sélido é selecionado do
grupo consistindo em vidro, celulose, acetato de celulose, quitina, quitosano,
dextrano reticulagao, agarose reticulada,'pdlipropileno, poliétileno, polissul-
fona, poliacrilonitrila, silicone, Teflon e poliuretanos.

20. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
precedentes, em que o referido carboidrato esta unido ao referido substrato
sélido por ligagao covalente. _

21. Método de acordo com qualquér uma das reivindicagbes
precedentes, em que o referido carboidrato esta unido ao referido substrato
solido por fixagdo covalente em ponto terminal.

22. Uso de um dispositivo compreendendo um carboidrato imobi-
lizado sobre substrato sélido, o referido carboidrato possuindo afinidade de
ligagdo a micrébio patogénico, célula inflamatdria ou protel’ha inflamatéria,
para remogdo extracorpérea de um microbio patogénico, célula inflamatéria
ou proteina inflamatéria do sangue de mamifero. |

23. Uso de um carboidrato com afinidade de ligagdo a microbio
patogénico, célula inflamatéria ou proteina inflamatéria, em que o referido
carboidrato é imobilizado em substrato sélido ao ser preparado um dispositi-
vo para tratamento de uma condigdo causada ou agravada por um micrébio
patogénico, célula inflamatdria, ou proteina inflamatéria. |

24. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 22-23,
em que o referido micrébio patogénico é selecionado do grupo consistindo
em bactérias, virus e parasitas.

25. Uso de acordo com a reivindicagdo 24, em que o referido
micrébio patogénico é um virus.

26. Uso de acordo com a reivindicagdo 25, em que o referido

virus é selecionado do grupo consistindo em herpes simples tipo 1, herpes
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simples tipo 2, virus Influenza A, citomegalovirus e virus da imunodeficiéncia
humana. |

27. Uso de acordo com a reivindicagdo 26, em que o referido
virus é selecionado do grupo consistindo em herpes simples tipo 1 e virus
herpes simples tipo 2.

28. Uso de acordo com a reivindicagdo 24, em que o referido
micrébio patogénico é uma bactéria.

29. Uso de acordo com a reivindicagdo 28, em que a referida
bactéria é selecionada do grupo consistindo em Helicobacter pylori, Strepto-
coccus sanguis, Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aureginosa e Mycobacterium tuberculosis..

30. Uso de acordo com a reivindicagdo 29, em que a referida
bactéria é Helicobacter pylori e Staphylococcus aureus.

31. Uso de acordo com a reivindicagdo 24, em que o referido
micrébio patogénido é um parasita.

32. Uso de acordo com a reivindicagao 31, em que o referido
parasita é selecionado do grupo consistindo em Plasmodium falciparum e
Trypanosoma cruzi. |

_ 33. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 22-32,
erh que a referida célula inflamatoria € selecionada do grupo consistindo em
linfécitos inflamatérios e inacréfagos inflamatérios.

- 34. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 22-32,
em que a referida proteina inflamatoria & uma citocina pré-inflamatéria.
| 35. Uso de acordo com a reivindicagdo 34, em que a referida
citocina pré-inflamatéria é selecionada do grupo consistindo em fator de ne-
crose tumoral alfa (TNF-o), fator de necrose tumoral beta (TNF-B), interleu-
cina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-6).

36. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 22-35,
em que o referido sangue de mamifero € sangue humano.

37. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 22-36,
em que o referido carboidrato é selecionado do grupo consistindo em hepa-
rina, heparano sulfato, sulfato de condroitina, carboidratos compreendendo
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acido sialico e carboidratos compreendendo acido neuramico.
38. Uso de acordo com a reivindicagdo 37, em que o referido
carboidrato & heparina.
39. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagées 22-38,
em que o referido substrato sélido compreende microparticulas.
40. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 22-39,
em que o referido substrato sélido compreende uma ou mais fibras ocas.
41. Uso de acordo com qualquer uma das reivin'dicagc“)es 22-40,
em que o referido substrato sélido é selecionado do'grupo consistindo em
vidro, celulose, acetato de celulose, quitina, quitosano, dextrano reticulado,
agarose reticulada, polipropileno, polietileno, polissulfona, poliacrilonitrila,
silicone, Teflon e poliuretanos.
42. Método de tratamento de um individuo mamifero que sofre
de uma condicdo causada ou agravada por micrébio patogénico, célula in-
flamatéria ou proteina inflamatdria, compreendendo as etapas:
a) ~ extragdo de sangue do individuo,
b) por em contato o sangue extraido com um dispositivo
compreendendo um carboidrato imobilizado em substrato
sélido, o referido carboidrato com afinidade de ligagcao a
microbio patogénico, célula inflamatéria ou pfoteina infla-
matéria, sob condigdes que possibilitem a ligagao de
quaisquer micrébios patogénicos, células inflamatérias e
prdten’nas inflamatérias, ao carboidrato, e

C) reintroducao do sangue, contendd uma quantidade reduzi-
da do referido micrébio patogénico, célula inflamatoria ou
proteina inflamatéria, na circulagao sanglinea do indivi-
duo.

43. Método de acordo com a reivindicagao 42, em que a extra-
¢do e reintrodugéo de sangue séo efetuadas em uma sequiéncia continua,
em que a sequéncia compreende uma parte da circulagdo sanguinea do in-
dividuo.

44. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 42-
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43, em que o referido micrébio patogénico é selecionado do grupo consistin-

do em bactérias, virus e parasitas.

45. Método de acordo com a reivindicagdo 44, em que o referido
micrébio patogénico € um virus.

46. Método de acordo com a reivindicagao 45, em que 0 referido
virus é selecionado do grupo consistindo em herpes simples tipo 1, herpes
simples tipd 2, virus Influenza A, citomegalovirus e virus da imunodeficiéncia
humana. ' o

47. Método de acordo com a reivindicagédo-46, em que o referido
virus é selecionado do grupo consistindo em virus herpes simples tipo 1 e
virus herpes simples tipo 2.

48. Método de acordo com a reivindicagdo 44, em que o referido
micrébio patogénico é uma bactéria. _

49. Método de acordo com a reivindicagdo 48, em que a referida
bactéria é selecionada do grupo consistindo em Helicobacter pylori, Strepto-
coccus sanguis, Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aureginosa e Mycobacterium tuberculosis.

50. Método de acordo com a reivindicag:éo 49, em que a referida
bacteria € Helicobacter pylori ou Staphylococcus aureus.

51. Método de acordo com a reivindicagé@o 44, em que 0 referido
micrébio patogénico é um parasita. :

- 52. Método de acordo com a reivindicagdo 51, em que o referido
parasita é selecionado do grupo consistindo em Plasmodium falciparum e
Trypanosoma cruzi.

53. Método de acordo com qualquer uma das reuvmdlcagoes 42-
45, em que a referida célula inflamatdria é selecionada do grupo consistindo
em linfécitos inflamatérios e macroéfagos inflamatorios.

54. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 42-
53, em que a referida proteina € uma citocina pré-inflamatdria.

55. Método de acordo com a reivindicagdo 54, em que a referida
citocina pré-inflamatéria é selecionada do grupo consistindo em fator de ne-
crose tumoral alfa (TNF-o), fator de necrose tumoral beta (TNF-§), interleu-
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cina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-6).

56. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 42-
55, em que o referido carboidrato é selecionado do grupo consistindo em
heparina, heparano sulfato, sulfato de condroitina, e carboidratos compreen-
dendo acido sialico e carboidratos compreendendo &cido neuramico.

57. Método de acordo com a reivindicagdo 56, em que o referido
carboidrato € heparina. |

58. Método de acordo com qualquer uma das réivindicagées 42-
57, em que o referido substrato sélido compreende microparticulas.

59. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 42-
58, em que o referido substrato sélido compreende uma ou mais fibras ocas.

60. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 42-
59, em que o referido substrato sélido é selecionado do grupo consistindo
em vidro, celulose, acetato de celulose, quitina, quitosano, dextrano reticu]a-
do, agarose reticulada, polipropileno, polietileno, polissulfona, poliacrilonitrila,

silicone, Teflon e poliuretanos.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "METODO DE REMOCAO EXTRACORPOREA DE
UM MICROBIO PATOGENICO, UMA CELULA INFLAMATORIA OoU UMA
PROTEINA INFLAMATORIA DO SANGUE".

A presente invengdo refere-se a um método de remogao extra-
corpdrea de micrébio patogenlco, célula inflamatdria ou proteina inflamatéria
de sangue de marﬁiferos/uso de um dispositivo compreendendo um carboi-
drato imobilizado em substrato sélido, o referido carboidrato poésuindo afini-
dade de ligagdo a microbio patogénico, célula inflamatdria ou proteina infla-
matéria, para remogéo extracorpérea do referido »micrébio patogénico, célula
inflamatdria ou proteina{ inflamatéria de sangue de mamiferos/uso de um
carboidrato com afinidade de ligagdo a microbio patogénico, célula inflamato-
ria ou proteina inflamatdria, em que o referido carboidrato é irhobilizado em -
substrato sélido ao ser preparado um dispositivo para tratamento de uma
condigao causada'ou agravada pelo referido microbio patogénico, célula in-
flamatoria ou proteina inflamatéria / e um método de tratamento de um indi-
viduo >n'1am|'fero, sofrendo de uma condicdo causada ou agravada por micré-
bio patogénico, célula inﬂamatérié ou proteina inflamatodria. '
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