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RESUMO

A biocompatibilidade de um material artificial é tanto maior quanto menor a sua capacidade de
desencadear a activagio de sistemas celulares e humorais quando posto em contacto com o
organismo vivo O estudo da biocompatibilidade em relagdo com a hemodialise € de particular
relevancia clinica, ja que se trata de uma situagdo em que, de forma repetitiva, ocorre exposi¢do do
sangue a um material ndo biologico (membrana de dialise), com determinadas caracteristicas fisicas e
quimicas. A interac¢do sangue-membrana de dialise tem vindo a ser estudada nos ultimos anos,
persistindo todavia muitas indefini¢des dada a complexidade dos mecanismos intervenientes.

Abordam-se alguns dos pardametros actualmente aceites com avaliadores da biocompatibilidade de
membranas de dialise: activagdo do complemento e neutrofilos do sangue periférico. Apresenta-se a
experiéncia propria num estudo de 10 doentes insuficientes renais cronicos em hemodialise com
membranas de cuprofano em que se avaliaram as modificagdes intradialiticas das células leucocitarias
por citometria de fluxo

Palavras-chave hemodialise; membranas; cuprofano; complemento; neutrofilos.

ABSTRACT
Immunologic valuation of biocompatibility of dialysis membranes

Research in the dialysis field has been characterized by increasing attention drawn to the various
types of clinical and biological reactions resulting from exposure of blood to foreign surfaces like
dialysis membranes. Biocompatibility conceived 3s the ability of matenals not to interact significantly
with the biological systems, is an important parameter that one may wish to consider in choosing a
membrane.

We discussed the complement activation and modification of leukocytes studied by flow citometry
during dialysis session with cuprophane membranes and discuss the mechanisms.

Key words: hemodialysis, membranes,cuprophane; complement; neutrophils.
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INTRODUCAO

A avaliagdo da biocompatibilidade dos
materiais utilizados em hemodialise, representa
uma area atractiva em termos teoricos,
técnicos e clinicos. SO o conhecimento dos
mecanismos fisiopatologicos resultantes da
interacgdo dos materiais artificiais e diferentes
sistemas  biologicos, permite o aperfeicoa-
mento e escolha dos melhores materiais, de
forma a minorar as repercussdes clinicas
nefastas no doente insuficiente renal cronice
submetido a hemodialise regular.

Até finais dos’ anos 70, a hemolise e
trombogenicidade causadas pela interacgio
sangue-materiais artificiais permaneciam os
principais pardmetros avaliadores da qualidade
dos materiais. Nos ultimos 15 anos, os
conceitos e pardmetros de bioincompa-
tibilidade sofreram altera¢des com os avangos
na compreensdio da patofisiologia das
modificagdes sofridas pelos diferentes siste-
mas biologicos (humorais e celulares) durante
a interacgdo sangue-materiais  artificiais.
Contudo, o aperfeigoamento dos conhecimen-
tos nesta area veio a demonstrar a variedade e
_complexidade dos mecanismos bioquimicos,
[imunolégicos e celulares intervenientes, o que
‘torna dificil a sua avaliagio rigorosa € a sua
classificagdo criteriosa. Esta preocupagao
relativa a uniformizagdo dos parimetros de
avaliagio da biocompatibilidade dos mate-
riais tem sido alvo de interesse de diferentes
sociedades cientificas e grupos de estudo,
ligados ou ndo a industda dos materais
utilizados, no sentido de definir normas gerais
de orientagdio e critéros de avaliagdo
padronizados (ex. TUPAC Working Party,
ISO: Technical Commitee 194/Working
Group 9: Biocompatibility Assessment, CEN:
European  Standardization / Technical
Commitee TC206, ESB Consensus
Conferences: Definitions in Biomaterials,
CCB: Consensus Conference on Biocom-
patibility). Numa dessas ultimas iniciativas a
CCB (Consensus Conference on Biocom-
patibility) reuniu diversas personalidades e
empresas ligadas ao ramo da depuragio

~
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sanguinea artificial de origem europeia e
americana, no sentido de debater este tema.
Os trabalhos iniciaram-se em 1991 com a
criagdo de quatro grupos de estudo com
diferentes objectivos (Grupo 1 liderado por H.
J. Gurland: Estabelecimento de defini¢des e
uniformizagdo da terminologia;, Grupo 2
liderado por S. Shaldon e C. K. Colton:
Revisdo das bases cientificas dos parametros
habitualmente utlizados para avaliar a
biocompatibilidade dos materiais; Grupo 3
liderado por A. K. Cheung: Selecgdo de uma
lista de parametros e métodos de avaliagdo
baseados nas conclusdes do grupo 2; Grupo 4
liderado por K. M. Koch: Revisio da
relevancia clinica dos diferentes parimetros de
biocompatibilidade). As conclusdes do traba-
lho efectuado pelos diferentes grupos foram
apresentadas em  Margo 1993 em
Koenigswinter, Alemanha, perante uma
audiéncia de especialistas na area, e publicadas
em revista da especialidade’. Na lista de
parametros de biocompatibilidade foram
considerados 7 categorias:

- trombogenicidade

- complemento

- neutrofilos

- leucdcitos mononucleares e citocinas

- endotoxina

- reacgdes de hipersensibilidade

- amiloidose.

Nesta revisao aborda-se a fisiopatologia da
activagio do complemento e neutréfilos
durante a dialise, apresentando-se resultados
de um estudo efectuado por citometria de
fluxo numa populagio de 10 doentes insufi-
cientes renais cronicos durante a dialise com
membranas de cuprofano. As membranas de
cupfofano (CU), resultantes da dissolugio de
celulose”purificada (fibras de algoddo) numa
solugdo de amédnia e acido caprico, sdo das
membranas mais utilizadas em hemodialise.
Estruturalmente, estas membranas apresentam
unidades repetidas de polissacarideos, reme-
niscentes das paredes bacterianas (lipopo-
lissacarideo). Assim sendo, ndo € de estranhar
que um dos mecanismos  humorais
participantes na defesa contra infec¢oes
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bacterianas — a activa¢do da via alterna do
complemento — intervenha durante a dialise
com este tipo de membranas. Actualmente,
estdo disponiveis outro tipo de membranas de
dialise, sintéticas, como as de poliacrilonitrilo
(PAN), as de polimetilmetacrilato (PMMA) e
de polissulfona (PS). Estas membranas
diferem das membranas de cuprofano relativa-
mente a estrutura quimica e carga eléctrica a
superficie da membrana. Em geral sio mais
hidrofobicas e com reduzida capacidade de
activagdo do complemento e neutrofilos,
sendo por isso designadas de membranas
biocompativers

MECANISMOS BASICOS DE
ACTIVACAO DO COMPLEMENTO
DURANTE A DIALISE

Qualquer superficie estranha em contacto
como o sangue pode activar o complemento
através da via alterna. O grau de activagio do
complemento e o aparecimento de anafilo-
toxinas (C3a, C5a) na circulagdo sanguinea
depende do numero e reactividade de grupos
hidrofilicos a superficie do material estranho
(essencialmente  grupos  hidroxilo), da
facilitagdo ou inibigdo da actividade das
enzimas C3 e C5 convertases e do grau de
ligagdo dos diferentes produtos de activagio e
de degradagdo do complemento as superficies
estranhas’. Moléculas reactivas de C3b sio

C3

C3—C3(1120)— C3(H20)Bb (
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C3b+C3a — (C3bi
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C3bi -e— C3b —— (3 convert
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Figura 1. Activagao do complemento por via alterna: via de

regulagao

(Factores H e 1) e via de amplificagdo (Factores B e D).
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continuamente formadas na circulagdo sangui-
nea através da actividade C3 convertase da
fase soluvel (C3 (H20)Bb). Geralmente enzi-
mas C3 e C5 convertases e do grau de ligagdo
dos diferentes produtos de activagio e de
degradagdo do complemento as superficies
estranhas’. Moléculas reactivas de C3b sdo
continuamente formadas na circulagdo sangui-
nea através da actividade C3 convertase da
fase soluvel (C3 (H20)Bb). Geralmente estas
moléculas s3o hidrolizadas e inactivadas
através do processo designado de “tickover”.
Na presenga eventual deé uma superficie:
estranha activadora do complemento ocorre :
ligagdo do C3b a essa superficie. Nesta altura”
podera assistir-se a uma das duas vias: via da
amplificagdo mediada pelos factores B e D, ou
via de regulagdo determinada pela actividade
dos factores H e I (Figura 1). :
A via de amplificagdo conduz a formagio
das anafilotoxinas C3a e C5a, intervindo neste
processo a actividade das enzimas C3 e C5
convertases da fase ndo soluvel. A anafilo-
toxina C5a, para além de ser um potente
mediador de inflamagdo, tem um papel
importante no aumento da expressio de
receptores celulares como o Receptor do
Complemento tipo 1 (CR1), ou tipo 3 (CR3) a
superficie das células granulociticas e
monociticas. O receptor celular CR1 tem
como ligandos as fracgdes C3b e C4b do
complemento e a sua principal fungio é de
opzonizagdo, facilitando a
fagocitose de particulas reves-
tidas por esses ligandos. O

3 receptor CR3 também de-
signado de Mac-1 ou Mol, tem
como ligandos principais o
C3b+C3a produto de degradagdo do com-

C5 convertase
(CIHBBC3) |0

CSa+Cst

plemento C3bi e o fibrno-
geénio. Para além de receptor
para o complemento este recep-
tor funciona também como
molécula de adesividade celular
fazendo parte da familia das 2
integrinas.  Estruturalmente ¢
formado por uma cadeia o e
uma cadeia [}, designadas de

eS8
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CD11b e CD18 respectiva-mente. O aumento
da expressdo celular de CR1 e CR3 nas células
leucocitarias sob estimulo de anafilotoxinas,
como C5a, foi aproveitado para monoto-
rizagdo do grau de activagdo celular durante a
hemodialise >**%. A etapa final da via de
amplificagio é a formagdo do complexo de
ataque de membrana (MAC) constituido pela
agregacdo das fracgdes C5b, C6, C7, C8 e
maltiplos de C9. Este complexo tem
actividade citolitica, pro-movendo a ruptura
da camada fosfolipidica das membra-nas
celulares.

Apos ligagdo da fracgdo C3b a uma
superficie estranha, a via alternativa a via de
amplificagdo atrds descrita é a via de
regulagdo. Esta compreende a degradagio
proteolitica de C3b pelos factores H e 1 com
transformagdo inicial em C3bi e posterior-
.mente em C3dg.

A activagdo do complemento com geragio
das anafilotoxinas C3a, CSa e seus derivados
desarginados (C3a desArg, C5a desArg), apos
0- contacto do sangue e membrana de dialise
de natureza celuldsica, para além de ser
esperada pelo conhecimento da bioquimica do
sistena, tem sido provada em diferentes
estudos clinicos *%1%!M12 A activagdo do
complemento por via alterna é maxima aos 15
minutos (mn) de duragio da sessdo de dialise
BRSO maximo de activagao aos 15mn
reflecte o balango entre a activagdo no circuito
extracorporal e o “glearance” dos produtos
formados através de receptores celulares'®.

MODIFICACOES INTRADIALITICAS
DOS NEUTROFILOS

Algumas das consequéncias biologicas da
geragdo de peptideos como C5a e seu
derivado desarginado durante a dialise com
membranas activadoras do complemento sio
conhecidas, nomeadamente a neutropenia
transitoria  (maxima aos 15mn). Esta
neutropenia € explicada pela leucoseques-
tragdo a nivel de territorios vasculares, como o
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pulmonar, devido ao aumento da adesividade
e agregacdo celulares. Este fenomeno corre-
laciona-se directamente com o grau de activa-
¢do do complemento que € também maximo
aos 15mn'>*?'. A explicagdo actualmente
aceite para compre-ender este fendmeno é a
de que o aumento da expressdo de receptores
de adesividade nos granuldcitos induzido pela
fraccdo CS5a do complemento, conduz i
agregacao intercelular e adesdo ao endotélio
vascular. Estes fenémenos contribuem para a
sequestragdo dessas células a nivel da
microcirculagdo pulmonar com aparecimento
de neutropenia. A comprovar esta hipotese
existem estudos demonstrativos do aumento
da expressio de receptores de adesividade
celular (CDIlb CDI18 e CDIllc CDI8) nos
neutrofilos que deixam o dialisador (via
eferente), coincidente com o periodo em que
se observa neutropenia méaxima'®'%!3%22 A
recuperagdo rapida da neutropenia é explicada
pela libertagio das células aderentes ao
endotélio. Este fendmeno foi comprovado por
estudos cintigraficos que demonstraram que as
células sequestradas a nivel pulmonar reto-
rmam a circulag@o, continuando no entanto a
expressar elevado nimero de receptores de
adesividade celular '*'*"***  Supge-se que
apos a adesdo inicial ao endotélio vascular, se
estiverem ausentes estimulos posteriores para
a migragdo transendotelial (auséncia de
mediadores quimiotacticos), ocorre uma
modificagdo morfofuncional dos receptores de
adesividade celular. Esta modifica¢gdo morfo-
funcional dos receptores de adesividade
celular tem como consequéncia final a
libertagdo das células aderentes de novo para a
~irculagdo. Em termos clinicos o que é de
valorizar neste fenomeno é que as células
fagocitarias recuperadas apresentam défices
funcionais graves e irreversiveis. Foi demons-
trado em estudos in vitro que essas células
apresentam diminuigdo da capacidade de
aderéncia a culturas de células endoteliais'’, da
quimiotaxia® e da capacidade de producio de
radicais livres de oxigénio™.

Revista Portuguesa de Analises Clinicas - Vol I, n® 2. 1994



U3: JL4324HD1

U311 JL4326H151

U3: JL4328HDF 1

© @ -
iy 'y iy
4
E 4 p
1 ®
3 y 8
~ . A A
1 | & | o
@
-3 - O + o
&= &%)
o o o 1
28] 28 2 8
Z i
o 1 o Q
8 _{E 2 IR R Ry
@ S0 103 158 200 25 @ 58 108 158 200 250 G se  10@ 150 2ee 250
FSC-H FSC-Height —-> FSC-H\FSC-Height —> FSC-H\FSC-Height ——>
U3: A 4324HD1 U3: JL4326H151 U3: RL4325KDF 1
———— Gate Statg —-—- -——=- Gat2 Statg =-==== = e Gate Stats ---——
File: U3:JL4324HD! Sample: JOAQ! File: U3:1R4326H151 Sample: JOA File: U3:JL4328HOFL Sanple: JOA
Date: 97 9793 Ungated Sample Date: 97 3793 Ungated Sample Dater 9/ 9493 Ungated Sample
Selected Preference: Arithmetic-t Selected Preference: Arithmetics Selec ted Preference: arithmticll
Total= 19800 Gated= 18089 Total= 16800 Gated= 10028 Total= 10288 Gated= 1899
Gate Events % Gated X Total Gate Events X Gated X Total Gate Everite X Gated X Toial
1 Gl 2544 26.44 25.44 1 GI 3654 38.54 38.54 1 Gt ens3 ¢6,63 26.63
2 G2 3t2 3.12 3.12 2 62 499 4.99 4.92 2 G2 32 S5.22 32
3 G3 4185 41.85 41.85 3 G3 1287 12.67 12.67 3 G3 4337 43.57 43.97
4 G4 2] 8.v8 8.22 4 G4 e 0.02 0.09 4 G4 Q 2.09 9.u0
S5 G5 ] Q.8 9.89 S GS a 8.e2 9.09 S 69 Q 0.89 9.60
6 G6 2] 9.8@ 9,02 & G5 e 0.80 0.00 & G5 %) 6.09 PN
? G?7 0 .08 0.20 ? G7 Q e.ee ©.00 7 G? e} 0.00 0.00
8 G8 ] a.68 9. e g G2 a 0.66 8.0e 8 G3 a a.60o 8. 00
Figura 2.

Neutropenia aos 13mn de dialise com membrana de cuprofano e recuperagdo do
numero de células aos 120mn. Os quadros a esquerda, centro e direita
correspondem as imagens por citometria de fluxo (FSC e SSC) das diferentes
populagdes leucocitarias (linfocitos-R1, monocitos-R2 e neutrofilos-R3) aos 0, 15 e
20 mn de dialise respectivamente.

ESTUDO POR CITOMETRIA DE
FLUXO DAS MODIFICACOES INTRA-
DIALITICAS DAS CELULAS LEUCOCI-
TARIAS COM MEMBRANAS DE
CUPROFANO

Estudamos 10 doentes insuficientes renais
cronicos em programa regular de hemodialise
com membranas de cuprofano, clinicamente
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estaveis, sem doenga infecciosa, do sistema
imunitario ou neoplasica. Foram colhidas
amostras de sangue heparinizado durante uma
sessao de hemodialise no inicio da sessdo, aos
15mn e 120mn, na via eferente do dialisador.
Cada amostra de sangue colhido foi analisada
por citometria de fluxo (citometro FacStar
Plus, Becton Dickinson, EUA). Para estudo
das diferentes populagdes leucocitarias utlili-
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Figura 3.
Aumento da expressdo da molécula de adesividade CD11b nas células CDI5~ no
decurso da didlise com membrana de cuprofano. Observa-se um aumento da
percentagem de células duplamente marcadas aos 15 e 120mn, relativamente ao inicio
da dialise. %

zaram-se as duplas marcagdes com anticorpos
monoclonais CD14/CD45 e CD15/CD11b.
Observamos leucopenia a custa dos
neutrofilos aos 15mn de duragio da sessio de
dialise (Figura 2). A neutropenia observada
tem duas explicagdes plausiveis: a agregagio
dos neutrofilos circulantes entre si e ao
endotélio vascular por aumento da expressio
de receptores de adesividade celular (ex.
CR3), com sequestragio no territorio vascular
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mais ,acessivel (microcirculagdo pulmonar)
e/ou a reteagdo de células na propria mem-
brana de dialise por ligagdo aos produtos de
activagdo e degradagio do C3 (C3b,C3bi)
aderentes a membrana. Os receptores celulares
de adesividade e/ou ligagdo ao complemento
sao estimulados por fracgdes soliveis de
activagdo do complemento, como C5a.
Quando marcamos as células CDI15+
(essencialmente granulocitos) com o anticorpo
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monoclonal CD11b observamos aumento da
expressao da molécula de adesividade celular
CDI11b nos granulocitos que deixavam o
dialisador (via eferente) aos 15mn e 120mn de
duragao da sessdo de dialise, como observado
por outros autores °' (Figura 3). O aumento
da expressio da cadeia o (CDI1b) da
molécula de adesividade CR3 (CD11bCD18) a
superficie dos granulocitos no final da dialise,
pode significar que essas célilas no decurso da
dialise aderiram entre si ou a membrana de
dialise e que esse processo culminou nas fases
iniciais de activa¢do celular (desgranulagio).
No final da dialise, por falta dos estimulos
normais que determinam a saida dessas células
da circulagdo, elas terminam por regressar a
circulagdo, permitindo descrever aquilo que
alguns autores designaram de “fagocitose
frustrada™?" Esses neutrofilos que retornam a
circulagdo apresentariam, no entanto, défice
funcional®.

Cheung e col. estudaram a aderéncia de
celulas  leucocitarias a membranas de
cuprofano, tendo verificado que o tipo celular
predominante eram os granulocitos e que a
adesdo podia ser inibida pela utilizagio de
anticorpos monoclonais especificos *. De
facto esses autores demonstraram que a
ligagdo dos neutrofilos a uma membrana de
cuprofano prétratada com plasma podia ser
inibida pela incubagdo prévia da mesma com
anticorpo  monoclonal anti CR3 ou pela
préincubagdo dos neutrofilos com anticorpo
monoclonal dirigido contra a cadeia a do
receptor CR3 (CDI11b). Estas observagdes
indicam que a fracgdo C3bi depositada a
superficie da membrana de dialise medeia a
adesdo dos neutrofilos por interacgdo com o
receptor CR3.

Aos 120mn de duragdo da sessdo de dialise
assistiu-se a recupera¢do do numero de
granulocitos, observando-se inclusivé um
aumento do numero de células em relagdo aos
valores iniciais (Figwra 2). Para além do
provavel retorno a circulagao dos neutrofilos
aderentes, 0 aumento do nimero de células no
final da sessio de dialise em relagio aos
valores iniciais, € indicativo de que provavel-
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mente ocorre libertagdo de células a partir da
medula oOssea®. Os estimulos promotores
dessa libertagdo ndo sdao conhecidos. A
questdo que se coloca € de saber se essas
células libertadas precocemente da medula
Ossea sao totalmente competentes ou se
apresentam deéfices funcionais. Dois estudos
recentes demonstram que factores estimu-
ladores como o C5a sao capazes de deprimir a
sintese de radicais livres de oxigénio do “pool”
de neutrofilos da medula oOssea®™’'. Assim,
muito provavelmente, os neutrofilos libertados
a partir da medula Ossea apresentam défices
funcionais que se adicionam aos défices
adquiridos durante a dialise dos restantes
neutrofilos maduros circulantes. Estes défices
funcionais, - nomeadamehte o prejuizo da
fagocitose, coincidem precisamente com o
periodo de maior risco de infecgdo por
MICroorganismos patogénicos (ex:
Staphylococcus), devido as portas de entrada
ligadas a presenga do circuito extracorporal
para hemodialise.

A activagio do complemento e dos
neutrofilos durante uma sessdo de hemodialise
com membranas do tipo cuprofano tem
repercussdes laboratoriais que poderdo, de
forma repetitiva, prejudicar a resposta de
defesa imunologica do doente insuficiente
renal cronico. Por isso serdo necessarios
estudos comparativos de diferentes membra-
nas com o objectivo de escolher a mais
biocompativel.
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