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RESUMO

Leishmaniose é uma doenga endémica presente em mais de 80 paises no mundo incluindo o
Brasil, tornando-se um grave problema de saude publica no mundo. A leishmaniose visceral
(LV) causada pelo parasito Leishmania chagasi € uma doenca que ocorre em seres humanos
sendo cdes um dos reservatorios do parasito. Dessa forma, o diagnostico canino é essencial
para os programas de vigilancia da LV. No Brasil, o controle da LV é realizado pelo
Ministério da Saude, no qual preconiza a eutanasia de cées soropositivos, o controle do vetor,
o diagndstico precoce e o tratamento de casos humanos. No entanto, 0 impacto dessas
medidas ndo tem surtido o efeito esperado na reducdo de casos humanos. Neste sentido, 0
correto diagnéstico € um importante passo para evitar a eutanasia desnecessaria de cées e a
transmissdo da doenca, pois assim evita-se que o cdo infectado permaneca no ambiente como
fonte de infecgdo. Bio-Manguinhos possui uma ampla linha de reativos para diagndstico,
dentre eles o Ensaio Imunoenzimético (Elisa) para diagndstico da Leishmaniose Visceral
Canina (EIE-LVC), o qual apresenta a possibilidade de diagndstico em larga escala, melhor
leitura e interpretacdo dos resultados quando comparado a outros testes soroldgicos. Para
competir com os demais produtos que atuam no mercado sdo necessarios novos estudos que
possam melhorar a eficiéncia e qualidade do kit (EIE-LVC). Nesta dissertacdo algumas
estratégias foram estabelecidas e técnicas foram otimizadas para a producéo de conjugados de
anticorpos anti-lgG canina marcados com peroxidase (IgG-HRP) produzidos na Se¢do de
Insumos, Conjugados e Apoio (SEICA)/Bio-Manguinhos. Neste estudo a obtencdo da 1gG foi
realizada pelas etapas de precipitacio com sulfato de aménio, dessalinizacdo em
cromatografia de exclusdo e peneiracdo molecular (SEC) e purificagdo por cromatografia de
troca anidnica em coluna Poros HQ. A imunoglobulina purificada foi analisada por SDS-
PAGE, IEF-PAGE e quantificada pelo método de BCA. A conjugacdo da IgG purificada a
HRP foi realizada através da metodologia de aminacdo redutiva, utilizando diferentes
concentracdes de metaperiodato de sodio e borohidreto de Sodio. Apds a obtencdo dos
conjugados, estes foram avaliados quanto a conformacao através de SEC, dicroismo circular e
espectrometria de fluorescéncia e caracterizados imunologicamente através de Elisa. A
estabilidade dos conjugados foi avaliada através de curvas de desnaturacdo térmica e por
testes de estabilidade acelerada. Os ensaios de monitoramento conformacional indicam que os
conjugados apresentam uma grande estabilidade conformacional. Os ensaios de estabilidade
acelerada ocorreram em trés condi¢cdes de temperatura a 4°C, 37°C e 50°C, utilizando o
estabilizante comercial Guardian™ em substituicdo ao estabilizante classico do kit e placas
preparadas para estocagem a 4°C. A eficiéncia dos conjugados nestas condicdes foi avaliada
por meio de Elisa frente a placas previamente sensibilizadas com antigeno de LV, contra
soros positivos e negativos de painéis soroldgicos padronizados utilizados no diagnostico
canino. Nossos dados de estabilidade acelerada indicam que os conjugados mantiveram a
eficiéncia no reconhecimento dos anticorpos, mesmo em altas temperaturas, evidenciando que
estes possuem estabilidade compativel para armazenamento a temperatura de 2°C a 8°C. Ao
comparar 0s conjugados obtidos sob as novas condicdes com o conjugado classico
verificamos que ambos sdo capazes de distinguir as amostras positivas e negativas. Sendo
assim, a implantacdo das novas estratégias demonstradas nesta dissertagdo podem ser
utilizadas para aumentar a validade dos Kits e facilitar o processo de producao.

Palavras-chave: Leishmaniose. Conjugado IgG-HRP. Ensaio imunoenzimatico.



ABSTRACT

Leishmaniasis is an endemic disease in more than 80 countries in the world, including Brazil,
and has now become a serious public health problem. Visceral leishmaniasis (VL) caused by
the parasite Leishmania chagasi is a disease that occurs in humans with dogs being one of the
hosts of the parasite. This way, the canine diagnosis is essential for the VL surveillance
programs. In Brazil, the burden of control of the VL lies with the Health Ministry, and the
recommendation is euthanasia for serum positive dogs, vector control, early diagnosis and VL
human cases treatment. However, the impact of these actions has not produced the expected
effect in the reduction of cases in humans. Then, the correct diagnosis is very important to
avoid the unnecessary dog’s euthanasia and disease transmission, because this prevents the
infected dogs to remain in the domestic environment as a source of infection. Bio-
Manguinhos has a wide diagnosis reagents line, including enzyme-linked immunosorbent
assay (Elisa) for diagnosis of Canine Visceral Leishmaniasis (EIE-CVL), which shows the
possibility of large-scale diagnosis, with superior analysis and interpretation of the results
when compared to other serological tests. In order to compete with other diagnosis products,
further studies are necessary, which can improve the efficiency and quality of the kit (EIE-
CVL). In this dissertation some strategies have been established and techniques have been
optimized for the production of canine anti-lgG antibody with peroxidase (IgG-HRP)
conjugated produced by Secédo de Insumos Conjugados e Apoio (SEICA)/Bio-Manguinhos. In
this study the 1gG was obtained by the ammonium sulfate precipitation steps, desalinization at
molecular sieving and exclusion chromatography (SEC) and purification by anion exchange
chromatography on Poros HQ column. The purified 1gG was analyzed by SDS-PAGE, IEF-
PAGE and quantified by BCA method. The conjugation of the purified IgG to HRP was
performed by reductive amination methodology using different concentrations of NaBH,4 and
NalO,4. After obtaining conjugates, they were evaluated by the conformation analysis using
SEC, circular dichroism and fluorescence spectrometry techniques and immunological
characterized by Elisa. The conjugates stability was assessed through denaturation thermal
curves and accelerated stability tests. The conformational monitoring tests indicate that
conjugates exhibit a large conformational stability. Accelerated stability testing occurred in
three temperature conditions at 4°C, 37°C and 50°C, using commercial stabilizer Guardian™
replacing the kit stabilizer and plates prepared for storage at 4°C. The conjugates efficiency
under these conditions was assessed by Elisa against plates previously sensitized with LV
antigen against positive and negative sera derived from standard serum panel used in the
canine diagnosis. Our accelerated stability data indicate that conjugates maintained the
antibody recognition efficiency even at high temperatures, indicating that they have stability
to storage at a temperature of 2 to 8°C. When comparing the conjugates obtained under the
new conditions with the actual conjugate we find that both of them are able to distinguish
between positive and negative samples. Therefore, the employment of new strategies
demonstrated in this thesis can be used to increase the kit validity period and facilitate the
production process.

Key-words: Leishmaniosis. IgG-HRP Conjugated. Immunosorbent Assay.
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1 INTRODUCAO

1.1 LEISHMANIOSE

As leishmanioses formam um conjunto de doencas infecto-parasitarias de evolucéo
crbnica. Esta doenca consiste de quatro sindromes clinicas principais: Leishmaniose Cutanea
ou Tegumentar (LT), Leishmaniose Muco-cutanea, Leishmaniose Visceral (LV) ou calazar e
Leishmaniose Dermal Pos-Calazar (CHAPPUIS et al., 2007). No caso da LT a infeccdo
acomete pele e mucosas e no caso da LV pode atingir 6rgaos internos, sendo potencialmente
fatal para o homem. Esta enfermidade é um grande problema de saude publica e apresenta
taxa de letalidade que pode alcancar 10% quando n&o se institui o tratamento adequado
(WHO, 2010).

A primeira descricdo das leishmanioses pode ser atribuida a Russel, que em 1756
relatou um caso de um paciente na Turquia com lesdo cutanea Unica, sugestiva da doenca. Em
1885, Cunningham observou a presenca de microrganismos em material de biopsia de lesdo
de um paciente com Botdo do Oriente, como era chamada a doenca no Oriente médio. Em
1903, Leishman, na india, identificou o parasito no baco de um paciente. Neste mesmo ano,
Ross criou 0 género Leishmania, e Wright classificou como Leishmania tropica o agente
etioldgico do botdo do Oriente (DONOVAN, 1903, GREVELINK; LERNER, 1996).

A Leishmaniose é causada por mais de 20 espécies de Leishmania que acometem
humanos, animais silvestres e domésticos das regides quentes e menos desenvolvidas. E
transmitida para 0 homem por aproximadamente 30 diferentes espécies de flebotomineos. A
doenca é uma zoonose, embora seja considerado que a leishmania realize um ciclo silvestre,
outro peridoméstico, ou mesmo doméstico, quando o homem invade o habitat silvestre para
atividades econémicas ou domeésticas, sugerindo uma antroponose. Em todos estes casos ha,
também, a adaptacao do vetor, o flebotominio (MARZOCHI, 1992). Esta zoonose grave afeta
milhdes de cées na Europa, Asia, Norte da Africa e América do Sul (DUPREY et al., 2006).

Existe uma enorme dificuldade na classificacdo das espécies do género Leishmania,
devido a grande semelhanca morfologica entre elas. Inicialmente, as espécies foram
identificadas em funcdo do aspecto clinico das doencas, assim, Lainson e Shaw reuniram as
espécies em trés complexos: L. braziliensis, L. mexicana e L. donovani. Atualmente, a

classificacho das espécies deste género baseia-se em caracteristicas clinicas e
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epidemioldgicas, apoiada por aspectos biologicos, bioquimicos e moleculares (SOUZA,
2002).

No Brasil, 0 agente etioldgico é a L. chagasi, pertencente ao complexo Leishmania
(Leishmania) donovani (LAINSON; SHAW, 1987, GONTIJO; MELO, 2004). Esta espécie é
semelhante a L. infantum encontrada em alguns paises do Mediterraneo e da Asia. Existe uma
grande polémica em torno da origem da LV no Novo Mundo — se ela foi introduzida
recentemente, na época da colonizagdo europeia e causada pela espécie L. infantum, ou ha
varios milhdes de anos, juntamente com a introducdo dos canideos, devendo a espécie ser
classificada como L. chagasi. Os relatos de altas taxas de infecgdo em canideos originarios da
Amazonia sugerem a origem autoctone (LAINSON et al., 1987). Entretanto, estudos
utilizando técnicas bioquimicas e moleculares consideram a L. chagasi e a L. infantum uma
Unica espécie e aceitam a hipotese de origem recente nas Américas (MAURICIO;
STOHARD; MILES, 2000).

A Leishmania é um protozoéario, parasito intracelular, do género Leishmania,
pertencente a familia Trypanosomatidae e a ordem Kinetoplastida que caracteriza-se por
apresentar mitocondria Unica, que possui uma porcdo rica em KDNA (material genético
mitocondrial), denominado cinetoplasto (GRIMALDI Jr; TESH, 1993). S&o parasitos
heteroxenos, ou seja, possuem dois hospedeiros durante seu ciclo de vida, um invertebrado,
no qual o parasito se desenvolve no tubo digestivo e outro vertebrado, que se desenvolvem
nos tecidos, principalmente, em células do sistema fagocitico mononuclear (SFM). O parasito
apresenta duas formas principais durante seu ciclo vital, a promastigota e amastigota, em
funcdo da presenca ou ndo de flagelo exposto (PESSOA, 1982, MARZOCHI, 1992). A forma
promastigota possui corpo alongado e movel devido a presenca do flagelo livre (Figura 1A) e
a forma amastigota possui pequenas dimensfes, contorno ovoéide, corpo achatado, pouco

citoplasma e ndcleo relativamente grande, redondo e excéntrico (Figura 1B) (REY, 2001).
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Figura 1. Formas de Leishmania spp. (A) Formas promastigotas e (B) Form‘ars amastigotas
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Fonte: Souza, 2002. ~ Fonte: Atlas de parasitologia Clinica Vigar Zaman, 1979.

1.2 CICLO DE TRANSMISSAO E ASPECTOS BIOLOGICOS

A principal forma de transmissdo do parasita para 0 homem e outros hospedeiros
mamiferos é através da picada de fémeas de dipteros da familia Psychodidae, sub-familia
Phebotominae, conhecidos genericamente por flebotomineos. A Lutzomyia (Lutzomyia)
longipalpis é a principal espécie transmissora da L. chagasi no Brasil (SANTOS et al., 1995,
GONTHNO; MELO, 2004). O vetor contrai as formas amastigotas do parasito, contidas em
células do SFM do hospedeiro infectado, ao fazer seu repasto sanguineo. As formas
amastigotas se diferenciam em formas promastigotas no aparelho digestivo do fleb6tomo, que
se multiplicam e ficam armazenadas na cavidade bucal do inseto. Consequentemente, em seu
proximo repasto sanguineo, este flebdtomo ird transmitir as formas promastigotas para o
hospedeiro vertebrado que pode ser o homem ou outros mamiferos como preguigas, gambas,
roedores, raposas e até mesmo cdes domeésticos, tornando estes hospedeiros fontes de infec¢do
para outros fleb6tomos, dando continuidade ao ciclo (Figura 2).

Os hospedeiros silvestres da L. chagasi até agora conhecidos sd@o as raposas € 0S
marsupiais. O fato de estes animais possuirem habitos sinantrépicos poderia promover a
ligagdo entre os ciclos silvestre e doméstico. No ambiente doméstico, o cdo (Canis familiaris)
é o reservatorio envolvido na manutengédo do ciclo zoond6tico predominante em varias regites
do pais (BRASIL, 2003). O diagnéstico clinico da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) &
precario e complexo, pois os sinais clinicos da doenca séo variaveis e inespecificos, comuns a
outras enfermidades que acometem o cdo. A imunossupressdo causada por Leishmania pode
gerar infecgdes oportunistas, dificultando do mesmo modo o diagnostico da LVC (SILVA,
2007).
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Dependendo da fase da doenca e das condi¢@es imunoldgicas, muitos cées infectados
apresentam-se assintomaticos. Entretanto, j& foi demonstrado que cdes infectados, mesmo
assintomaticos, séo fontes de infeccdo para os flebotomineos e, consequentemente, tém papel
ativo na transmissdo de Leishmania (PALATNICK DE SOUZA et al., 2001). Naturalmente,
tanto a resposta imune humoral como a celular estdo envolvidas, e a gravidade e variedade
dos sinais clinicos da doenca dependem do equilibrio entre esses dois sistemas (POCAI et al.,
1998; FEITOSA et al., 2000). Usando técnicas soroldgicas, imuno-histoquimicas e reacao de
sensibilidade tardia, é possivel avaliar a caracteristica e o tipo de resposta imune que €
envolvida e, dessa forma, definir o estado imune dos cdes (NOGUEIRA; ODORIZZI,
NAKAMURA, 2007).

Figura 2. Ciclo biolégico e modo de transmissdo da Leishmania spp.

1 - Formas amastigotas no SFM do hospedeiro. 2 - O vetor contrai as formas amastigotas do parasito ao fazer o
repasto sanguineo no hospedeiro. 3 - As formas amastigotas, se diferenciam em formas promastigotas. 4 — As
formas promastigotas sdo multiplicadas e armazenadas na cavidade bucal do vetor. 5 - Transmissao das formas
promastigotas aos hospedeiros vertebrados, dando continuidade ao ciclo.

Fonte: Organizacdo Mundial da salde (2008)

1.3 EPIDEMIOLOGIA

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estima que as leishmanioses ocorram em 88
paises distribuidos em quatro continentes, onde a maior incidéncia € observada em regides

tropicais e subtropicais. Desse total, 90% dos casos ocorrem em paises como: Brasil, Bolivia,



22

Peru, Ird, India, Siria, Afeganistio e Arabia Saudita, e em alguns paises africanos (WHO,
2006).

Dentre os 88 paises endémicos, 72 sdo considerados paises “em desenvolvimento” ¢
treze estdo na lista dos menos desenvolvidos. Cerca de 12 milhdes de pessoas no mundo estdo
infectadas e h&a um total de 350 milhGes de individuos sob risco de contrair a infec¢do, que
estd classificada pela OMS entre as seis maiores endemias humanas devido a sua alta
incidéncia e capacidade de produzir deformacBes (ZAVERUCHA, 2005, GONTHO;
CARVALHO, 2003, WHO, 2010).

Estima-se que anualmente ocorram 2 milhdes de novos casos, embora somente 600
mil sejam relatados oficialmente e que cerca de 60 mil mortes por ano sejam devidas as
leishmanioses (WHO, 2010). No sul da Europa a co-infeccdo com o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) agrava ainda mais a situacdo da LV. Neste continente, de 25
a 70% dos casos de LV em adultos estéo relacionados com a infecgéo por HIV (WHO, 2010).

No Brasil nos ultimos dez anos, apesar dos recursos de tratamento intensivo e das
rotinas estabelecidas para o tratamento especifico da LV, constatou-se aumento na letalidade
da doenca em diversas regides do pais, alcancando a letalidade média de 5,8% nos ultimos
quatro anos. Um dos principais fatores que contribuem para o aumento dessa letalidade é o
diagndstico tardio, razdo pela qual a o Programa de Vigilancia e Controle da LV tem como
principal objetivo a reducdo do nimero de casos e de Obitos por meio do diagndstico e do
tratamento precoces. Além disso, o Ministério da Saude (MS), na perspectiva de reduzir a
letalidade por leishmaniose, tem implementado as acGes de vigilancia e assisténcia ao
paciente com LV (BRASIL, 2011).

Recentemente, os Ministérios da Saude do Mercosul assinaram sete acordos que
estabelecem ag0es integradas para o controle e prevencdo de doengas. Os documentos visam
contribuir para a diminuicdo no nimero de casos e Obitos da leishmaniose, tuberculose,
dengue, sindrome da imunodeficiéncia adquirida (HIV/AIDS) e doengas crbnicas néo
transmissiveis na regido. O documento prevé o intercambio de informacdes epidemioldgicas
para o controle e vigilancia das leishmanioses nos paises do bloco, além de fortalecer a
capacidade dos estados partes e associados do bloco para o diagnéstico laboratorial das
doengas (MS, 2013).
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1.4 DIFERENTES METODOS IMUNOLOGICOS DE DETECCAO DA DOENCA

A LVC pode ser diagnosticada indiretamente por métodos soroldgicos ou técnicas de
imunodiagndstico. Os métodos soroldgicos sdo 0s mais empregados em inquéritos
epidemioldgicos (LEAL, 2009).

O teste de hipersensibilidade tardia ou teste de intradermorreacédo de Montenegro
(IDRM) utiliza a técnica na qual se injeta 0,1 mL de extrato sollvel de parasitos mortos na
face interna do antebraco e procede-se a leitura apds 48 a 72 horas. As enduracdes com
diametro superior a 5 mm s&o consideradas positivas. Esse teste ndo tem bom desempenho
para o diagnostico da LVC, pois a resposta celular contra Leishmania ndo é bem evidenciada
durante o curso da infeccdo (MEDEIROS; NASCIMENTO; HINRICHSEN, 2005).

A maioria dos testes sorolégicos utiliza antigenos de promastigotas obtidos em
culturas, o que pode comprometer a especificidade do teste devido a possibilidade de reacoes
cruzadas com outras espécies da familia Trypanosomatidae (DESJEUX, 2004).

Os antigenos purificados tém melhor desempenho no diagndstico que os antigenos
brutos, mas sua preparacdo requer métodos de purificacdo sofisticados. Uma alternativa é a
producdo de antigenos recombinantes, cujo desenvolvimento foi incrementado na Ultima
década. Muitos ja foram disponibilizados para o diagndstico da LV humana e/ou canina.

A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) utiliza como antigeno
promastigotas de varias espécies do género Leishmania fixadas em lamina. Pode ser usada
para pesquisa de imunoglobulina do tipo M (IgM) ou imunoglobulina do tipo G (IgG), mas
estd suscetivel as reacdes cruzadas com diversos outros agentes que infectam os cdes. Em
regides de ocorréncia da LT e doenca de Chagas esse teste pode ndo ser a melhor opcdo para
o diagnostico da LVC, se usado isoladamente. Contudo, é bastante utilizado em inquéritos
soro epidemiologico e em programas de controle da doenca (BRASIL, 2003).

O teste de aglutinacdo direta (DAT) foi desenvolvido, inicialmente, para o
diagnostico da LV humana, mas tem sido usado em carater experimental para o diagnostico
da LVC. Sua execucdo é simples e o teste é quantitativo, porém requer longo periodo de
incubacéo (18 horas), o0 que pode ser um fator limitante do seu uso (KAR, 1995, CABREIRA,
1999).

Outro teste, muito semelhante ao DAT, é o fast agglutination-screening test (FAST),
também chamado de teste de aglutinagdo rapida, cujo periodo de incubacdo é de trés horas
(SILVA et al., 2005). O FAST ¢ apenas qualitativo e seu desempenho, associado a facilidade
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de execucéo, o torna um bom candidato como teste de triagem da LV canina (SILVA et al.,
2005)

O ensaio de imunoadsorcao enzimatica (Elisa) é um teste rapido, de facil execucgéo e
leitura. Tem boa sensibilidade e especificidade, permitindo o processamento de grande
nimero de amostras simultaneamente. Também vem sendo utilizado em programas de
controle e em estudos epidemioldgicos (BRASIL, 2003). As possiveis reacGes cruzadas
podem ser minimizadas pelo uso de antigenos purificados ou recombinantes. A leitura
automatizada elimina erros de interpretacéo e torna a execucao do teste mais simples.

A técnica de Western blot (WB) é descrita como a mais sensivel e especifica para
deteccdo da infeccdo canina, tendo desempenho superior a RIFI ou Elisa. Em 2006, um estudo
com infeccdo experimental em cées revelou que o WB foi capaz de discriminar animais na
fase de infeccdo recente ou tardia. Bandas imunodominantes foram detectadas indicando,
inclusive, o progndstico negativo para animais cujo parasitismo persistiu apos o tratamento.
Isso sugere que essa técnica pode ser usada como preditora da infeccdo e do parasitismo no
cdo (TALMI et al., 2006).

O teste imunocromatografico DPP (plataforma de duplo percurso) € um teste
qualitativo para deteccdo de anticorpos anti-Leishmania que utiliza a proteina recombinante
K39 (rK39) como antigeno. Esta proteina é o produto de um gene clonado a partir de L.
chagasi e que contém uma repeticdo de 39 aminodcidos conservados entre as espécies
viscerotropicas de Leishmania (Leishmania donovani, L. infantum e L. chagasi). A presenca
de anticorpos anti-rk39 ¢ indicativo de infeccdo, e ainda néo foi relatado a reatividade com
outros tripanosomatideos (BURNS JR et al., 1993, BISUGO et al., 2007).

Uma das falhas apontadas no controle da LVC é o longo intervalo de tempo entre o
diagndstico e a retirada dos cées positivos do ambiente, favorecendo a transmisséo da doenca
(LIRA et al., 2006). Segundo Queiroz Jr (2011), novas alternativas de diagnostico séo
necessarias para auxiliar no controle desta enfermidade e o uso do teste DPP® para triagem e
o Elisa, de Bio-Manguinhos como teste para confirmagdo da doenca, pode ser um recurso
para obtencdo de resultados mais eficientes, precisos e confiaveis do diagnéstico da LVC,
impedindo que reservatdrios transmitam o parasita.

Segundo Leal (2009), o diagnostico inicial da LVC deve ser realizado com critério,
empregando mais de uma técnica para triagem e confirmacdo. Devem-se considerar varios
parametros como o diagndéstico epidemioldgico, clinico, parasitologico, sorolégico e exames

complementares.
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1.5 REATIVOS PARA DIAGNOSTICO EM BIO-MANGUINHOS

O Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos (Bio-Manguinhos) € a unidade da
Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) responsavel pela producdo de vacinas, reativos e
biofarmacos voltados para atender prioritariamente as demandas da salde publica nacional,
através da vinculacdo direta de sua producdo a alguns programas nacionais como o de
controle de endemias e agravos da Fundacdo Nacional de Salde (Funasa) e o de doencas
sexualmente transmissiveis, ambos do MS (FIOCRUZ, 2011).

A producdo de reativos para diagnostico em Bio-Manguinhos foi iniciada na década de
1980. Com o passar dos anos, a linha de produtos foi ampliada em funcdo da demanda do
Ministério da Saude. Bio-Manguinhos oferece ampla linha de Kits para diagndstico de doencas
como Leptospirose, Leishmaniose Visceral, Doenca de Chagas e Aids, entre outras
(MEDEIROS, 2004). Atualmente o Instituto entrega aos diversos programas do Ministério da
Saude cerca de cinco milhdes de reacdes/ano. Porém as competéncias de Bio-Manguinhos vao
além da producdo de imunobioldgicos. O investimento continuo em pesquisa,
desenvolvimento e inovacdo sdo outra marca do Instituto, assim como o dominio de
tecnologias de ponta e avancados processos de producdo. Parcerias com outras instituicoes
garantem acordos de transferéncia de tecnologia e de desenvolvimento tecnoldgico,
contribuindo para a evolucao dos projetos do Instituto (ALFOB, 2011).

Os reagentes para diagnostico, um dos produtos fabricados por Bio-Manguinhos,
utilizam reacfes quimicas, bioquimicas, imunolégicas ou bioldgicas in vitro, para obter
resultados de apoio as avaliagdes clinicas em pacientes. Essas reacfes sdo obtidas através de
interacOes entre antigenos e anticorpos. Os antigenos sdo obtidos a partir de virus, bactérias,
fungos, células e outros. Os reagentes para diagnéstico laboratorial tém ainda fungéo
importante para a saude publica, na vigilancia epidemioldgica, através da identificacdo e
monitoramento de doencas, e na avaliacdo da qualidade de sangue em Servicos de
Hemoterapia (FIOCRUZ, 2005).

O processo de producdo dos reagentes para diagnostico deve atender os requisitos de
Boas Préaticas de Fabricacdo (BPF): instalagdes adequadas e validadas, equipamentos
calibrados, validados e dedicados por linha de producdo, insumos certificados, documentacéo
do processo produtivo lote a lote (dossié de producdo), uso de procedimentos operacionais
padronizados (POP) em todas as atividades relacionadas a producgdo, pessoal qualificado e

permanentemente submetido a capacitacdo entre outros. O produto deve estar registrado pela


http://www.funasa.gov.br/
http://portal.saude.gov.br/saude/
http://www.bio.fiocruz.br/index.php
http://www.bio.fiocruz.br/index.php/produtos/reativos/leishmaniose
http://www.bio.fiocruz.br/index.php/produtos/reativos/doenca-de-chagas
http://www.bio.fiocruz.br/index.php/produtos/reativos/hiv
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autoridade regulatéria, que no Brasil é a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA). Os lotes de produgéo devem ser submetidos obrigatoriamente a testes de controle
de qualidade pelo produtor e em instalacGes independentes dos da area de producdo
(MEDEIROS, 2004).

O processo de produgdo de Bio-Manguinhos deve atender aos requerimentos da
Vigilancia Sanitéria que tem como objetivo eliminar, diminuir ou prevenir riscos a saude, bem
como intervir nos problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente, da producdo e
circulacdo de bens e da prestacdo de servicos de interesse da salde, abrangendo o controle de
bens de consumo que, se relacionem com a satde, compreendidas todas as etapas e processos,
dos insumos e das tecnologias, da producdo ao consumo e o controle da prestacdo de servigos
que se relacionam direta ou indiretamente com a saide (ANVISA, 2011).

Para atender as demandas do Ministério da Saude e as exigéncias da Vigilancia
Sanitaria nos Ultimos cinco anos, a linha de reativos vem sendo ampliada, com a introducédo
de novos kits e apresentagdes, de acordo com as necessidades nacionais. Sua importancia
crescente no portfélio pode ser constatada pelo fornecimento de uma quantidade recorde por
Bio-Manguinhos: cerca de 6,1 milhGes de testes, o que representa aumento de 39% em
relagdo a 2009. Bio-Manguinhos também contribui para o fortalecimento dos laboratérios da
rede de DST/AIDS, do Ministério da Saude (BIO-MANGUINHOS, 2010).

As principais tecnologias para diagnostico laboratorial atualmente em uso podem ser
divididas, de uma forma geral, em trés grupos: 1 — métodos convencionais, em geral de
menor contetdo tecnoldgico, facil utilizacdo, menor preco e, por conseguinte, usados em
maior escala, como a Aglutinacdo, a Imunofluorescéncia e o Elisa. Ainda neste grupo
enquadram-se 0s ensaios Western Blot e Dot Blot, que, no entanto, possuem maior contetdo
tecnoldgico, custo e complexidade de producdo e realizagdo; 2 — os testes rapidos, de
tecnologias mais recentes, sdo de utilizagdo simples, leitura fécil e, dependendo de seu tipo e
finalidade, com grandes variacdes de pregos, e 3 — ensaios moleculares, de alto contetdo
tecnoldgico, geralmente de maior sensibilidade, exigindo equipamentos especiais para sua
utilizagdo, precos altos e, por isso, utilizados em pesquisas e para testes especiais ou
confirmatoérios (MEDEIRQS, 2004).

Recentemente, trés novos ensaios foram registrados: o teste rapido DPP® HIV-1/2, o
imunoblot rapido DPP® HIV-1/2 e o Kit NAT HIV/HCV® (Teste do Acido Nucleico) para
diagndstico da AIDS e hepatite C pela tecnologia de &cido nucleico — que chega a hemorrede
brasileira para ampliar a seguranca das transfusdes de sangue (BIO-MANGUINHOS, 2010).
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Como descrito anteriormente, Bio-Manguinhos é um dos principais produtores e
fornecedores de kits de reativos para diagnéstico para os laboratérios vinculados & Secretaria
de Vigilancia em Saude (SVS). Dessa forma, a solicitacdo de kits é realizada pela rede de
laboratérios coordenada pela Coordenacdo Geral de Laboratorios de Saude Publica
(CGLAB/SVS). A CGLAB envolve, principalmente, os Laboratérios Centrais de Salde
Publica (Lacens), os laboratérios vinculados as Coordenagdes Regionais da SVS e o0s
Laboratorios de Referéncia Nacional, alguns deles localizados na Fiocruz. Sendo assim, 0s
integrantes da rede de Lacens ou de outras institui¢cbes vinculadas a SVS podem solicitar os
kits de Bio-Manguinhos & propria CGLAB/SVS (BIO-MANGUINHOS, 2011).

Para atender a demanda analitica das amostras coletadas ao longo do processo
produtivo, sdo realizados controles de processo que fazem parte das acGes de Garantia da
Qualidade, inserida na unidade de producdo. As etapas de controle de processo sao
implementadas visando o monitoramento dos resultados gerados a fim de evidenciar ndo
conformidades e propor agdes corretivas. S&o atribuicdes do controle em processo a medicao
analitica dos principios ativos e dos reagentes utilizados na producdo, com o objetivo de
verificar a consisténcia dos lotes produzidos (WHO, 1992). Os controles do ambiente e dos
equipamentos também podem ser considerados parte integrante do controle em processo,
segundo a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) 17/2010 (BRASIL, 2010).

1.6 PRODUCAO DE INSUMOS PARA KIT DIAGNOSTICO - LEISHMANIOSE CANINA

1.6.1 Imunoglobulinas

As Imunoglobulinas (lIg) s&o glicoproteinas que funcionam como anticorpos. Na
verdade os termos anticorpos e imunoglobulinas séo usados sem distingédo, relacionando-se
normalmente um a fungdo e o outro a estrutura, respectivamente. As imunoglobulinas séo
receptoras sollveis de antigenos, sendo produzidas e ativadas pelas células B e liberadas na
corrente sanguinea. Essas moléculas sdo responsaveis pela imunidade humoral a uma série de
patologias (SCHROEDER Jr; CAVACINI, 2010). Essas proteinas suportam vérias rotas da

atividade do sistema imune como:
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» Ligam a superficie de patdgenos impedindo a interagdo destes com células do sangue
(neutralizacéo).

» Promovem ligacdo aos patégenos formando imunocomplexos que sdo mais facilmente
reconhecidos por fagocitos (aglutinacéo).

» Ativam o sistema complemento e promovem a defesa atraves do sistema imune inato

(opsonizacao).

1.6.1.1 Estrutura das imunoglobulinas

As imunoglobulinas G (IgGs) sdo quantitativamente as moléculas de anticorpos mais
importantes no sangue, representando 70 a 75% do total de Ig circulante. As 1gGs (massa 150
kDa) sdo tetrameros com duas cadeias pesadas (H) e duas cadeias leves (L). As cadeias
pesadas sdo compostas por cadeias do tipo y e sdo glicosiladas.

As IgGs também podem ser clivadas em fragmentos, dois fragmentos Fab e um
fragmento Fc. Os fragmentos Fab séo os verdadeiros ligantes de antigenos, consistem em uma
cadeia leve e uma parte N-terminal da cadeia pesada. O fragmento Fc (fragmento
cristalizvel) é formado de duas metades do C-terminal em duas cadeias pesadas. Este
segmento liga a 1gG a superficies celulares para interacdo com o sistema complemento e
transporte de anticorpos. As imunoglobulinas sdo sintetizadas em formas modulares de acordo
com varios dominios. As cadeias pesadas contem quatro desses dominios (V H, C H1, C H2,
e CH3) e duas cadeias leves (C L e V L), onde as letras C e V designam regides constantes ou
variaveis, respectivamente (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2009). As pontes dissulfeto
ligam as duas cadeias pesadas e também cadeias pesadas a cadeias leves. As pontes também
sd0 necessarias para estabilizar a estrutura terciaria. Na regido conhecida como flexivel os
anticorpos sdo extremamente méveis (KOOLMAN; ROHM, 2005) (Figura 3).
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Figura 3. Estrutura da imunoglobulina G. (A) Visdo esquematica da molécula de 1gG divididas em fragmentos
Fc e Fab, com a cadeia pesada em azul e cadeia leve em amarelo. As setas indicam a posicdo das pontes
dissulfeto intercadeias, N = terminal amino e C = terminal carboxilico. (B) Estrutura tridimensional da molécula
de IgG contendo os dominios globulares.

pontes
dissulfeto

cadeia leve

Fonte: Biochemistry, Sixth Edition, 2007 WH Freeman and Company

As imunoglobulinas sdo formadas por dominios de aproximadamente 110
aminoacidos e sdo homdlogos um com o outro, como resultados de duplicacdo génica. Cada
motivo globular contém um par de folhas beta antiparalelas, com trés ou quatro segmentos
polipeptidicos por camada e um core hidrofébico (WARREN LEVINSON, 2010) (Figura 3).

As 1gGs estdo envolvidas na resposta imune secundéria, e seu aumento tende a
predominar nas respostas cronicas de doencas. Diante disto, o conjugado anti-lgG marcado
com peroxidase, produzido a partir de soros hiperimunes, € utilizado como importante
ferramenta em testes imunoenzimaticos de diagnoéstico, aproveitando a especificidade destes
insumos as imunoglobulinas séricas aumentadas em determinadas patologias.

Existem outras quatro classes de imunoglobulinas com fungdes diferentes. Cada uma
das 4 classes tem a mesma cadeia leve combinada com diferentes cadeias pesadas a, 0, € e pu
(Figura 4):

Imunoglobulina A (IgA) representa de 15 a 20% do total de imunoglobulinas do soro,
possuindo cadeia pesada tipo o. Quantitativamente 90% dessa proteina estd presente no soro,
enguanto o restante pode ser encontrada nas secre¢des nasais, salivares e no leite.

Imunoglobulina D (IgD) representa 1% do total das imunoglobulinas no soro,
composta de cadeia pesada do tipo 5, estd presente em grande quantidade de linfocitos

maduros.
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Imunoglobulina E (IgE) representa menos de 1% do total das imunoglobulinas do
soro, composta de cadeia do tipo €, esta presente em grande quantidade na membrana de
mastdcitos e basofilos. Este tipo de Ig sensibiliza as células da superficie da mucosa
conjuntiva, nasal e brénquica.

Imunoglobulina M (IgM) representa aproximadamente 10% do total das
imunoglobulinas, composta de cadeia do tipo u, € a imunoglobulina inicial das respostas

imunes.

Figura 4. Classes de Imunoglobulinas. As cinco classes de imunoglobulinas com a regido constante representado
em vermelho e a regido variavel representado em amarelo. As pontes dissulfeto também estdo representadas na
Figura. O dimero IgA e o pentdmero IgM possuem uma cadeia adicional as cadeias leves e pesadas. Na parte
inferior sdo destacadas as concentra¢fes das imunoglobulinas no soro.

IgA IgD Igk IgG
360-720kDa 172 kDa 196 kDa 150 kDa
o =g
AR ° %
B K )
; \Gpis S
0.03 0.00005 1.5

concentrago no soro (g.1")

Fonte: KOOLMAN; ROHM, 2005.

1.6.2 Peroxidase de Raiz Forte

A enzima peroxidase de raiz forte (HRP) é uma glicoproteina isolada de raizes de
rabano (Amoracia rusticana), demonstrada na Figura 5A, e pertence ao grupo das peroxidases
que contém ferro protoporfirina como grupamento prostético (Figura 5B). Esta proteina
consiste de uma Unica cadeia polipeptidica que contém quatro pontes de dissulfeto, e cerca de
18% de teor glicidico. A HRP apresenta varias isoenzimas, conforme descrito na literatura,
podendo variar no teor glicidico ou na porcéo polipeptidica. Os glicidios mais encontrados na
HRP s@o basicamente a galactose, arabinose, xilose, fucose, manose, manosamina e
galactosamina (SHUETZ et al, 1997).
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A massa molecular (MM) média da HRP é de aproximadamente 44 kDa, incluindo a
cadeia polipeptidica (33,9 kDa), o grupamento hemina com Fe®* (~ 700 Dalton) e a porcio
glicidica (~ 9,4 kDa). As isoenzimas de HRP apresentam ponto de isoelétrico variando entre
3,0e9,0.

De um modo geral, a HRP liga-se ao peroxido de hidrogénio (H,O,) e o complexo
resultante [HRP—H,O,] pode oxidar uma grande variedade de cromogenos doadores de
hidrogénio. O pH 6timo da HRP depende do substrato utilizado, mas varia entre 5,0 e 6,5,
sendo que em pH 7,5 sua atividade corresponde a 84% da atividade maxima. A estabilidade
das isoenzimas esta na faixa de pH entre 5,0 — 9,0 (SHUETZ et al., 1997).

A estrutura da HRP foi determinada na década de 1990 por cristalografia de raio-X
(GAJHED et al., 1997). Entre os varios residuos de aminoacidos, a enzima apresenta um
residuo de triptofano, oito de cisteina (responsavel pelas quatro pontes de enxofre) e trés de
histidina (WELINDER, 1976). A estrutura da enzima (Figura 5B) é formada basicamente por
estruturas o-hélice ¢ uma pequena quantidade de folhas B, que compde os dois dominios
distais e proximais entre os quais o grupo heme esta localizado (WELINDER; GAJHEDE,
1993; VEITCH, 2004). Tanto o grupo heme quanto os atomos de célcio sdo cruciais para a o
funcionamento correto da enzima e a perda de um deles resultaria em instabilidade. Outra
caracteristica importante € a rede de pontes de hidrogénio, provével responsavel pela
estabilidade da estrutura secundéria e terciaria da enzima (WELINDER, 1992).

A HRP, encontrada na raiz forte, ¢ amplamente utilizada em biologia molecular,
principalmente pela sua capacidade de amplificar um sinal fraco e aumentar a deteccdo de
uma molécula-alvo. Por exemplo, um anticorpo conjugado a HRP pode ser usado para
detectar uma pequena quantidade de uma proteina especifica, comumente usado em técnicas
como Elisa e imuno-histoquimica. Indmeros substratos para a HRP foram descritos e
comercializados para explorar as caracteristicas desejaveis de HRP (SHUETZ et al., 1997). A
HRP ¢ ideal em muitos aspectos para estas aplicagdes, pois € menor, mais estavel e seu
processo de conjugacdo € menos dispendioso em comparagdo a outras proteinas, como por
exemplo a fosfatase alcalina (AP) (HERMANSON, 2008).
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Figura 5. (A) Representacdo da planta de onde se extrai a peroxidase de raiz forte, Armoracia rusticana. A seta
demonstra a raiz da A. rusticana. (B) Representacdo tridimensional da estrutura da HRP por cristalografia de
raio-X. Grupo heme (vermelho) esté localizado entre a porcdo distal e proximal da enzima. As regides de o-
hélice e folha P estdo representadas em purpura e amarela e o &tomo de calcio em azul.

Fonte: Veitch, 2004. Fonte: Veitch , 2004.

1.7 ENSAIO IMUNOENZIMATICO — LEISHMANIOSE CANINA

A técnica de Elisa, desde sua primeira descricdo por Engvall et al., 1971, tem
contribuido ndo so para o diagnostico sorolégico desta enfermidade (JAFFE; ZALIS, 1988),
como também de outras doengas infecciosas. O método de Elisa é tdo sensivel quanto a RIFI
no diagndstico da leishmaniose, sendo usado em estudos de larga escala, especialmente, na
versdo simplificada utilizando microplacas de titulagdo (HOMMEL et al., 1978).

A reacdo imunoenzimatica é a base de muitos testes usados para a identificacdo de
antigenos ou a deteccdo de anticorpos. O resultado do teste € determinado por observagédo
(avaliacdo qualitativa) ou medida espectrofotométrica (avaliacdo quantitativa) de mudanca de
cor, produzido pela agdo da enzima sobre o seu substrato (SANTOS; ROMANOS; WIGG,
2002).

O principio do EIE baseia-se em uma reacdo imunologica (antigeno-anticorpo)
seguida de uma etapa com antigeno ou anticorpo conjugado a uma enzima, um substrato e

uma substancia reveladora. Deste modo, antigenos ou anticorpos primarios sdo adsorvidos a
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uma fase solida, usualmente uma placa de poliestireno de 96 pocos. Em seguida, a superficie
é lavada com uma solucdo tampéo de bloqueio para impedir que proteinas ndo especificas
adsorvam nessas superficies. Posteriormente, a amostra que pode conter antigeno ou anticorpo
dependendo do método empregado € incubada e o anticorpo ou antigeno nédo ligado a amostra,
é retirado por lavagem. A superficie da placa sdo adicionados anticorpos ou antigenos ligados
a uma enzima que na presenca de um substrato e de uma solucdo cromdgena desenvolvem
cor. A intensidade da cor é proporcional a concentracdo do antigeno ou do anticorpo
pesquisado, presente na amostra (DAVIS; PADLAN; SHERIFF, 1990).

Em Bio-Manguinhos, os primeiros Kits de reativos para diagnostico produzidos foram
os de imunofluorescéncia indireta (IFI) para leishmaniose canina e humana, além do teste
intradérmico com antigeno de Montenegro. A partir destes testes, foram desenvolvidos novos
kits como Elisa, que surgiu na década de 1990 e permitiram aos laboratérios ampliar os testes
de diagndstico e inquéritos epidemioldgicos. Estes produtos, produzidos por Bio-Manguinhos
destinam-se prioritariamente ao atendimento das demandas dos programas publicos de
controle da leishmaniose visceral e para projetos de pesquisa realizados por instituicGes
publicas do pais (BIO-MANGUINHOS, 2011).

Esse ensaio é aplicado para detec¢do de leishmaniose em soro ou plasma de cdes. Em
geral se baseia na reacdo de soros de cdes com antigenos sollveis de Leishmania obtidos a
partir de cultura in vitro, previamente adsorvidos nas cavidades de microplacas/strips (fase
solida). A seguir adicionam-se, devidamente diluidos, 0s soros controle do teste e as amostras
a serem analisadas, que, possuindo anticorpos especificos, se fixam aos antigenos. Na etapa
seguinte, ao se adicionar uma anti-imunoglobulina canina marcada com a HRP, esta se ligara
aos anticorpos, caso estejam presentes. Para evidenciacdo da reacdo, utiliza-se o cromdgeno
tetrametilbenzidina (TMB) que pela acdo da HRP com o perdxido de hidrogénio forma um
composto de coloragdo azul turquesa que, ao se adicionar o &cido sulfurico que interrompe a
reacao, passa a apresentar uma coloracdo amarela em caso positivo (reagente). Nas cavidades
que ndo houver anticorpos especificos, ndo havera cor, 0 que caracteriza uma reagcdo negativa

(ndo reagente).
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1.8 TECNICAS APLICADAS NA PRODUCAO E VERIFICACAO DA QUALIDADE DE
CONJUGADOS

1.8.1 Métodos de conjugacéo

A conjugacdo € um processo que envolve a ligagdo de duas ou mais moléculas para
formar um novo complexo com as propriedades combinadas de seus componentes. O objetivo
da bioconjugacdo é desenvolver métodos eficientes para a modificacdo de proteinas e outras
moléculas bioldgicas de modo que apresentem um alto grau de especificidade in vitro e in
vivo (HERMANSON, 2008). Nenhuma técnica de conjugacdo universal existe até hoje, mas
avancos significativos tém sido feitos para desenvolvimento de novas metodologias.

A escolha dos métodos de conjugacdo depende da estrutura quimica e da
disponibilidade dos grupos funcionais presentes nos oligossacarideos e nas proteinas, o que
interfere na estrutura final do conjugado que se pretende obter. As proteinas podem ser
guimicamente modificadas usando-se uma variedade de métodos. Dentre 0s principais: a)
Conjugacao especifica direta, b) Conjugacdo especifica indireta.

A Unica diferenca entre os métodos a e b é que no primeiro caso, o polimero €
introduzido diretamente na estrutura da proteina, enquanto no segundo, um espacador hetero
bifuncional é ligado primeiramente a proteina para criar um intermediério reativo, que €
posteriormente conjugado com a segunda molécula. Deste modo, as macromoléculas podem
ser quimicamente conjugadas usando-se diferentes reagentes (HERMANSON, 2008):

v" Reagentes de conjugacdo de “tamanho zero”- N&o acrescentam espacadores entre as
moléculas a serem conjugadas.

v' Reagentes de conjugacdo homo bifuncionais - Compostos que apresentam sua
estrutura quimica constituida de uma cadeia carb6nica separando dois terminais
contendo grupamentos reativos idénticos.

v" Reagentes de conjugacdo hetero bifuncionais - Compostos que apresentam sua
estrutura quimica constituida de uma cadeia carb6nica que contém, em seus terminais
dois diferentes grupamentos reativos, o que possibilita a conjugacdo com alvos
diferentes nas moléculas a serem conjugadas.

As estratégias de ligacdo entre polissacarideos e proteinas para a formacdo de

glicoconjugados normalmente ocorrem numa sequéncia reacional composta por varias etapas.
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A necessidade de varias etapas esta relacionada com a falta de grupamentos reativos na cadeia
polissacaridica, por exemplo, que devem ser gerados, a fim de permitir o acoplamento com
outras moléculas, tais como as proteinas (HERMANSON, 2008). Sabe-se que os grupamentos
aldeido e cetona sdo alvos importantes para as reacdes de conjugacdo e, uma vez que nem
sempre estdo presentes em biomoléculas, eles podem ser gerados através de reacGes
especificas.

O método mais simples de gerar grupamentos reativos em uma molécula
polissacaridica € através da reacdo de oxirreducdo com metaperidodato de sodio (NalO,4), um
composto que cliva as ligacdes entre atomos de carbono das unidades monossacaridicas que
contenham hidroxilas vicinais, gerando grupamentos aldeidos reativos. Esta reacdo pode ser
realizada em meio aquoso, 0 que é desejavel quando se quer obter glicoconjugados para uso
biologico (HERMANSON, 2008).

Os aldeidos podem reagir com aminas primarias e secundarias, através de uma reagao
de desidratacdo, formando uma imina (base de Schiff). Por ser um composto relativamente
labil, a base de Schiff pode ser hidrolisada em meio aquoso, e embora sua formacdo seja
favorecida em condicdes alcalinas, a estabilidade necessaria do produto final ndo é garantida.
Entretanto, a base de Schiff pode ser quimicamente estabilizada através do método de
aminacéo redutiva, em que sdo utilizados agentes redutores tais como o borohidreto e o ciano-
borohidreto de soédio. O borohidreto é capaz de reduzir ndo sé os grupamentos aldeido,
regenerando a hidroxila, como também a base de Schiff, formando uma amina secundaria.
Uma vez reduzida, a ligacdo mostra-se altamente estavel e ndo hidrolisavel em meio aquoso.
A Figura 6 mostra a reacdo entre uma amina primaria e o grupo aldeido com a formacéao da
base de Schiff e sua posterior estabilizacéo pelo ciano-borohidreto.

O meétodo de aminacédo redutiva foi empregado pela primeira vez para a obtengdo de
glicoconjugados em 1981, quando Jennings e Lugowski conjugaram algumas proteinas como
a albumina sérica bovina (BSA) e o toxdide tetdnico aos polissacarideos meningococicos.
Dentre as vantagens citadas para este método, estdo a de ser um meio direto de ligagéo entre
oligossacarideos e os grupamentos amino de proteinas, sem a presenca de um espacador, ja
que alguns autores citam a dificuldade de padronizacdo do acoplamento via espagador, que
resulta na formacao de glicoconjugados com imunogenicidade variavel (SHEN et al., 2001).
O método propicia a ligacdo entre as duas moléculas passivel de ocorrer em meio aquoso, e
em condigOes reacionais brandas, resultando em uma conjugagdo mais precisa (ROY et al.,
1984).
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Figura 6. Reacdo de conjugacéo por aminagdo redutiva entre HRP e 19gG. Os grupamentos aldeidos formados
pela oxidacao parcial de hidroxilas vicinais da cadeia polissacaridica da HRP reagem com grupos amina da
Imunoglobulina.
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Fonte: http://www.piercenet.com/Objects/view.cfm

1.8.2 Avaliacdo do Conjugado por Espectropolarimetria — Dicroismo Circular (DC)

O dicroismo circular (DC) ¢ a diferenca de absorcao, da luz circularmente polarizada a
esquerda e a direita. Macromoléculas bioldgicas, tais como proteinas, carboidratos e acidos
nucleicos, sdo compostas de muitas unidades opticamente ativas que exibem sinal de DC
(JOHNSON, 1988). Quando tais moléculas interagem com a luz circularmente polarizada
provocam uma alteracdo nessa luz incidente. A técnica de DC detecta exatamente a alteracéo
através da medida da diferenca da absor¢é@o da luz circularmente polarizada a esquerda e a
direita, ap6s a luz passar pela amostra. A espectropolarimetria de DC tem por funcdo a
avaliacdo do contetdo de estrutura secundéria de cada proteina utilizando-se a regido do
ultravioleta longe do visivel (far-UV). Os espectros diferem significantemente tanto na forma

guanto na magnitude para proteinas com conteudos diferentes de a-hélices, folhas-f e


http://www.piercenet.com/Objects/view.cfm
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estruturas randémicas (JOHNSON, 1988). As a-hélices apresentam dois minimos nos
espectros de dicroismo situados em 208 e 222 nm, seguido por um pico positivo em 190 nm,
ao passo que as folhas-p apresentam minimo em torno de 216-220 nm. Quanto maiores 0s
valores de elipticidade negativa ou positiva destes picos, maior o conteldo de estrutura
secundaria da proteina (JOHNSON, 1988).

A técnica de DC pode ser utilizada para deteccdo de mudangas conformacionais de
macromoléculas que resultam da acdo de temperatura, pH, variacdes de sal, solventes e
ligantes; para estudos de composicdo de misturas quirais e para estudar a interacdo dessas
macromoléculas com outras moléculas menores, especialmente aquirais (JOHNSON, 1988).

Podemos citar algumas vantagens na utilizagdo desta técnica, como por
exemplo: experimentos simples e rapidos, recuperacdo total da amostra, as analises sdo feitas
em solucdo, entre outras (CORREA, 2009).

Figura 7. Desenho esquematico da absorcéo da luz circularmente polarizada por uma amostra

Proporcdes iguais de luz
circularmente polarizada a
dirgita e a esquercla\‘

Fonte: http://lem.ig.usp.br.

1.8.3 Avaliacéo do conjugado por espectrometria de fluorescéncia e espalhamento de luz

O fenébmeno de fluorescéncia € radiacdo emitida por um atomo ou molécula, quando
esta relaxa do estado excitado para o estado fundamental. A fluorescéncia se baseia na
propriedade apresentada por algumas moléculas de absorverem luz em um determinado
comprimento de onda, e apds um intervalo de tempo, emitirem luz em um comprimento de
onda maior e menos energético (LAKOWICZ, 2006).

A espectroscopia de fluorescéncia permite estudar a dinamica de proteinas ou mesmo de

complexos proteicos através da observacdo de mudancas conformacionais na estrutura
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terciéria de proteinas (LAKOWICZ, 2006). Os aminodcidos aromaticos triptofano, tirosina e
fenilalanina sdo os marcadores intrinsecos utilizados para o monitoramento de medidas
espectroscopicas de fluorescéncia em proteinas. A emissdo de fluorescéncia destes residuos é
extremamente dependente da polaridade do meio onde se encontram. Desta forma, os
processos de desnaturacdo e dissociacdo de proteinas podem ser monitorados através das
mudangas no espectro de emissdo de fluorescéncia. Estas mudangas podem ser analisadas
através da area espectral ou do desvio de centro de massa do espectro. O centro de massa € um
parametro que traduz o centro de energia do espectro de emissao de fluorescéncia dos residuos de
triptofano e, consequentemente, a exposicdo destes residuos ao meio aquoso (WEBER;
DRICKAMER, 1983). O centro de massa espectral <v>, quando expresso em nimero de ondas, é
diretamente proporcional a energia de emissdo, que pode ser calculado conforme a expressao
abaixo:
<v>=Xvi Fi/ X Fi

onde Fi é a fluorescéncia emitida em um ndmero de onda vi, sendo o somatorio realizado a partir
de uma grande quantidade de valores F.

Quando os residuos de aminoécidos arométicos se encontram em ambientes apolares
como, por exemplo, no interior de proteinas, a emissdo ocorre em comprimentos de onda
menores e mais energéticos. Conforme a proteina é dissociada ou desnaturada, os residuos de
aminoacidos aromaticos passam a ser expostos ao solvente e, consequentemente, ocorre um
desvio da emissdo para comprimentos de onda maiores e menos energéticos (WEBER,;
DRICKAMER, 1983).

Para cada espectro de intensidade de fluorescéncia adquirido pode ser calculado o
valor da area espectral e a razdo A/AO [Area (A), Area espectral inicial (A0)] pode ser
utilizada para avaliar o grau de desnaturacdo da amostra.

Para se obter informagfes sobre o tamanho medio da particula em solucéo, pode-se
verificar o espalhamento de luz da amostra. Dessa forma, particulas maiores tendem a
espalhar mais luz e particulas menores espalhnam menos luz. As amostras sao excitadas a 320
nm e a luz espalhada é detectada na faixa de 300 a 340 nm, selecionados por um
monocromador, e quantificada pela area correspondente aos valores de intensidade obtidos
neste intervalo. A razdo EL/ELO [espalhamento de luz (EL), espalhamento de luz inicial
(ELO)] é utilizada para avaliar a extensdo da agregacdo e/ou desnaturacdo das amostras em
determinadas condicGes. Utiliza-se o comprimento de onda de 320 nm para iluminar as
amostras, pois nem proteinas nem os acidos nucléicos absorvem luz nesse comprimento de
onda (LAKOWICZ, 2006).
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1.9 JUSTIFICATIVA

Na area de reativos para diagnostico de Bio-Manguinhos vem se trabalhando com
afinco para gerar em curto prazo, novos produtos para imunodiagnosticos, atividade
extremamente relevante, principalmente, por se enquadrar na politica do Ministério da Saude,
na area de controle e diagnostico de doencas infectocontagiosas, melhorando desta forma, as
acbes do Sistema Unico de Salde dedicada a populacdo. Dentre os kits de diagnéstico
produzidos por Bio-Manguinhos relacionados a leishmaniose, ressalta-se a importancia do
Elisa, que apresenta uma Otima alternativa no diagndstico da leishmaniose canina, devido a
sua facilidade de padronizacéo, possibilidade de diagndstico em grande escala, melhor leitura
e interpretacdo dos resultados quando comparados com outros testes sorolégicos. Além disso,
o kit EIE-LVC Bio-Manguinhos é usado como o teste confirmatério para o diagnostico da
LVC, segundo Nota Técnica n° 48 (SVS/MS) de agosto de 2011, e o TR-DPP, como o teste
de triagem (BIO-MANGUINHOS, 2011).

Atualmente, a Leishmaniose Visceral tem um indice de letalidade média de 5,8%,
sendo uma preocupagdo permanente para 0 Programa de Vigilancia e Controle dessa doenca
no Brasil (BRASIL, 2011). O Ministério da Saude, na perspectiva da reducdo do nimero de
casos e de oObitos, tem implementado acbes de vigilancia, assisténcia ao paciente com LV e
apoio ao aprimoramento e desenvolvimento de testes para o diagndstico precoce.

Baseado neste panorama da alta morbidade causada pela leishmaniose e em face a
crescente demanda de producdo de conjugados para 0 mercado nacional, agravada pelo fato
dos conjugados comerciais importados serem de dificil aquisicdo, existe uma real necessidade
de se desenvolver um projeto que aprimore 0S processos de produgdo e promova a
implantacdo de controles de processos e insumos. A otimizagdo de técnicas e a
implementacdo de novas estratégias para a producéo de conjugados com boa especificidade,
sensibilidade e estabilidade, além de possibilitar a garantia da qualidade permitem a
diminuigdo dos custos evitando retrabalho e desperdicio.

Sendo assim, esta dissertacdo tem como propdsito garantir a viabilidade da producéo
dos conjugados componentes do kit EIE-LVC com altos niveis de estabilidade,
reprodutibilidade e qualidade para posteriormente aplicar essas novas metodologias na

producdo de Kits para diagnostico em Bio-Manguinhos.
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2 OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo principal estabelecer e otimizar estratégias de controle
de processo para a producdo de conjugados marcados com HRP produzidos na Secdo de
Insumos, Conjugados e Apoio (SEICA) no Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos (Bio-

Manguinhos).

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter os soros hiperimunes;

e Purificar e analisar a homogeneidade da fracdo de imunoglobulinas;

e Analisar as melhores condi¢6es de conjugacao das imunoglobulinas com a HRP;

e Realizar a caracterizacdo quimica e fisico-quimica da imunoglobulina e dos conjugados;

e Realizar a caracterizacdo imunoldgica dos conjugados obtidos através de Elisa;

e Estabelecer testes de estabilidade acelerada nas temperaturas de 4°C, 37°C e 50°C
utilizando os diferentes conjugados produzidos com trés concentraces diferentes de

metaperiodato de sddio e com duas concentracdes diferentes de borohidreto de sodio.
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3 METODOLOGIA

Previamente a realizacdo desta dissertacdo, os animais foram imunizados e soro
hiperimune foi obtido conforme as diretrizes da producdo de insumos. Com excecdo desta
etapa, todas as metodologias descritas a seguir foram realizadas para o desenvolvimento desta

dissertacéo.

3.1 OBTENCAO DAS IMUNOGLOBULINAS

3.1.1 Imunizag&o dos animais e obtencéo de soro hiperimune (anti-lgG canina)

Animais de médio porte (caprinos), mantidos no Centro de Criacdo de Animais de
Laboratério (CECAL) da Fiocruz, foram inoculados com IgG canina comercial (Rockland
antibodies & assays), conforme preconiza o protocolo do Procedimento Operacional Padrdo
(POP 1436, 2010) da SEICA referente a imunizacdo e obtencdo de antissoros em cabra.
Primeiramente, a IgG comercial liofilizada foi diluida em solucdo salina 0,85% (NaCl 0,85%)
para a concentracdo final de 4 mg/mL, em um volume final de 1 mL e estocada em freezer -
20°C. Para a preparagdo do indculo da primeira imunizacéo, foram utilizados 1 mL da IgG na
concentracdo de 4 mg/mL, juntamente com 1,5 mL do adjuvante completo de Freund
acrescido de 0,5 mL de solucdo salina. Para demais imunizacgdes e doses de reforco, o indculo
foi preparado com adjuvante incompleto de Freund. Ao se iniciar o esquema de imunizagoes,
foram feitas 3 inoculagdes quinzenais e um refor¢o 7 dias apds a ultima inoculacdo. Apos as
imunizaces, foi realizada uma sangria teste para a avaliacdo da resposta imune do animal
frente ao indéculo através do método de imunodifusdo radial simples (MANCINI;
CARBONARA; HERMANS, 1965). O resultado do teste de imunodifuséo radial (POP 1435,
2010), mostrou-se dentro do padréo requerido para o titulo de 1:32 (v/v). De acordo com o
POP de Recebimento, Titulagdo e Estocagem de Soros Hiperimunes (POP 2127, 2011)
seguido na SEICA/Departamento de Reativos para Diagndstico (DERED) de Bio-
Manguinhos, deve-se obter o titulo minimo de 1:32 v/v em relacéo a 1gG canina para que a
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etapa de producéo do conjugado possa prosseguir. Desta forma, foi solicitado ao CECAL uma
sangria parcial das cabras.

Ap0s a sangria, o sangue obtido foi distribuido em frascos contendo 500 mL. Esses
frascos foram incubados em estufa a 37°C por 30 minutos, para a retracdo e retirada do
coagulo. Em seguida, o contetido foi centrifugado a 1560 x g por 30 minutos a 4°C para a
obtencdo do soro hiperimune. Apds essa etapa, foi realizada a titulagdo do soro obtido frente
ao indculo (IgG canina) através do método de Imunodifusdo Radial Simples (MANCINI;
CARBONARA; HERMANS, 1965). Esses testes foram realizados com o objetivo de
determinar qualitativamente a resposta imune do soro de cabra. Para este teste foram
aplicados 3,5 mL de gel de agarose (agarose 0,9% em solu¢do Tampé&o Prince, pH 7,6) em
lamina de vidro, em seguida o gel foi perfurado com o auxilio de um molde de metal em
forma de roseta (com um furo central e seis ao redor). O orificio central recebeu a IgG canina
comercial na concentragdo de 4 mg/mL. O primeiro orificio da parte de cima da roseta
recebeu o soro hiperimune puro obtido do animal e os demais orificios receberam a mesma

amostra do soro em diferentes diluicdes em PBS, a partir de 1:2 até 1:32.

3.1.2 Precipitagdo das imunoglobulinas por sulfato de amonia

Os soros hiperimunes de cabra com o titulo minimo de 1:32 v/v foram submetidos a
precipitacdo fracionada com sulfato de aménia de acordo com protocolo de “Precipitacdo de
Imunoglobulina por Sulfato de Amonia a partir de Soro de Cabra” seguido na SEICA (POP
1428, 2011, ABELSON; SIMON, 1990). A primeira precipitacdo foi realizada com
aproximadamente 1 litro de soro e 0 mesmo volume de solucdo de sulfato de amonio a 60%.
O gotejamento da solugcdo sobre o soro, em banho de gelo e sob agitacdo, foi feito
vagarosamente. Apds o gotejamento, 0 material permaneceu em agitacdo e banho de gelo por
4 horas. Ao término da incubacdo, o material foi centrifugado a 1560 x g por 30 minutos a
4°C. O sobrenadante foi decantado e o precipitado foi ressuspendido com agua purificada para
o volume inicial do soro (1 litro). A segunda precipitacéo foi realizada de maneira semelhante
a primeira, com excecdo da concentracao da solucdo de sulfato de amdnia que foi de 90% e ao
final do gotejamento ndo houve incubagdo. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
decantado e o precipitado foi ressuspendido em solugédo tampao Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0.


http://www.amazon.com/s/ref=rdr_ext_aut?_encoding=UTF8&index=books&field-author=Melvin%20I.%20Simon
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3.1.3 Dessalinizagéo e purificagdo das imunoglobulinas

A amostra contendo a anti-lgG canina obtida apos precipitacdo foi submetida a
dessalinizacao prévia empregando a cromatografia de peneiragdo e exclusdo molecular (SEC),
e purificagcdo empregando a cromatografia de troca idnica. As cromatografias foram
realizadas no cromatdgrafo Akta Purifier 100 (GE Healthcare).

Para a dessalinizacdo foi utilizada uma coluna de Sephadex™ G-25 (GE Healthcare -
XK-50). A coluna cromatogréfica com 370 mL, foi equilibrada em solugdo tamp&o Tris HCI
50 mM, pH 8,0 e fluxo de 35 mL/min. As fra¢des obtidas contendo anti-IgG canina foram
reunidas em uma Unica fracdo e purificadas por cromatografia de troca aniénica em coluna
Poros HQ (GE Healthcare). A coluna foi equilibrada em solucdo tampédo de eluicdo “A”
(Fosfato de Sodio 20 mM, pH 7,0), com um fluxo de 35 mL/min e com a pressdo limite
estabelecida em 0,3 Mpa.

A cromatografia de troca idnica foi conduzida em gradiente descontinuo com 3
degraus: 3 volumes de coluna na auséncia do tampéao de elui¢do B (Tris-HCI 50 mM, NaCl 1
M, pH 8,0), 6 volumes de coluna em 20% de tamp&o de eluigdo B e 3 volumes de coluna em
100% de tampdo de eluicdo B. As fracBes contendo IgG foram coletadas ap6s visualizacdo
dos picos cromatograficos com leitura das absorbancias em 220 nm e 280 nm, e armazenadas
para posterior quantificacdo e realizacdo da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo Dodecil Sulfato de Sodio (SDS-PAGE).

3.1.4 Andlise da homogeneidade proteica através da eletroforese em gel de poliacrilamida.

Ap0s a etapa de purificacdo, a homogeneidade das fragdes contendo a anti-IgG canina
foi analisada por SDS-PAGE em condigdes desnaturantes, utilizando o sistema Mini Protean
Il (Bio-Rad), segundo Laemmli (1970). O gel de poliacrilamida foi formado por um gel de
empilhamento superior — stacking gel (gel concentrador) e um gel separador inferior —
fractionating gel (gel fracionador). Para a fase concentradora utilizamos uma concentracao de
gel T= 4% de poliacrilamida em pH 6,8, enquanto que para a fase separadora utilizamos uma
concentracdo de gel T= 12% ou 7,5% de poliacrilamida e pH de 8,8. Previamente a

eletroforese, as amostras proteicas foram fervidas a 100°C durante 5 minutos em solucao
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tampédo de amostra (Glicerol 10%, SDS 0,6%, Tris-HCI 0,25 M, pH 6,8, 10%, azul de
bromofenol 0,04%) e na auséncia ou na presenga de DTT (DTT 0,25 mM). Apds a preparacdo
das amostras, estas foram submetidas a eletroforese em voltagem constante de 220 V em
solucdo tampdao formada por Tris-base 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 0,1%, pH 8,3. Para a
determinacdo da massa molecular das imunoglobulinas por SDS-PAGE, foram utilizados
padrbes de proteinas de massa moleculares conhecidas (Broad range, Bio Rad). As bandas
eletroforéticas foram reveladas com a solugdo contendo: Metanol: Acido Acético: agua
(30:8:62, v/viv) e o corante Coomassie brilliant blue R 250 (0.2 %) e o gel foi descorado com
a solucdo de metanol; acido acético; agua (30:8:62, v/v/v) (SCHAGGER; VON JAGOW,
1987, SILVA Jr., 2001). Apo6s o processo de secagem o gel foi digitalizado e foram feitas

analises pelo programa computacional Image Master (GE Helthcare).

3.1.5 Quantificacdo proteica

A quantificacdo do soro hiperimune, amostra precipitada, amostra dessalinizada, das
fragbes provenientes da cromatografia e da anti-lIgG canina purificada foi determinada pelo
método &cido bicinchoninico (BCA) (SMITH et al., 1985). Este método monitora os ions
cobre monovalentes produzidos na reacdo de proteinas com cobre bivalente formando um
complexo colorido com BCA, o qual pode ser mensurado por técnicas colorimétricas (ZAIA
et al., 1998). Nesta quantificacdo as leituras sdo realizadas a 562 nm e o limite de deteccdo é
de 0,5 mg/L. Para a realizagdo da quantificacdo, a proteina BSA foi utilizada como padréo
nas concentragdes de 1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,125 mg/mL, 0,062 mg/mL, e 0,03
mg/mL. A solucdo tampdo Fosfato de Sdédio 0,01 M, pH 7,2 foi utilizada como branco e como

diluente da proteina BSA.

3.1.6 Determinacdo do ponto isoelétrico (pl) por focalizacdo isoelétrica em gel de
poliacrilamida (IEF-PAGE)

Apols a purificacdo, a anti-lgG canina foi submetida ao IEF-PAGE. Para este
procedimento foi utilizado um pre-cast (pré-moldes) de gel de poliacrilamida apresentando
gradiente de pH entre 3-9 (Phastsystem, GE Healthcare). Apds a corrida o gel foi fixado com

acido tricloro acético (TCA) por 30 minutos a 4°C, e entdo revelado por 1 hora com a solugéo
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corante de Coomassie Blue G 0,25% (MeOH:HAc:H,0, 35:0,8:57 v/v/v) para gel de IEF e
descorado em solucéo descorante Etanol; Acido Acético; agua (30:10:60 v/v/v). As raias do
gel contendo as bandas eletroforéticas reveladas foram submetidas a densitometria e o pl foi
estimado utilizando padrGes de pl (2,5 — 10) através de andlises obtidas no programa

computacional Image Master (GE Healthcare).

3.2 PRODUCAO DO CONJUGADO (IgG-HRP)

As conjugacdes entre as imunoglobulinas purificadas com a HRP (IgG-HRP) foram

preparadas segundo a técnica proposta por Nakane e Kawaoi (1974).

3.2.1 Reacdo de oxidacdo da enzima peroxidase

A fracdo contendo a anti-lgG canina, purificada anteriormente, foi submetida a
cromatografia de peneiracdo e exclusdo molecular em coluna cromatografica PD-10
Sephadex™ G-25 (GE Healthcare) utilizando a solugdo tampdo Carbonato 0,016 M,
Bicarbonato 0,034 M pH 9,6 para ser posteriormente conjugada a HRP.

Em uma etapa prévia a reacdo de conjugacdo, procedeu-se a reacdao de oxidacdo da
HRP (Tipo VI, Sigma Aldrich) pelo metaperiodato de sodio (NalO4) (Sigma Aldrich), em
meio aquoso. Nesta etapa, quatro aliquotas, de 6 mg cada, da HRP, foram transferidas para
quatro diferentes frascos, aos quais adicionou-se 1 mL de agua purificada. O metaperiodato de
sodio foi pesado de modo a obter as concentracdes finais de 0,05 M; 0,1 M; 02 M e 0,1 M
deste reagente, respectivamente. Esta etapa foi realizada a fim de otimizar o processo de
obtengdo do conjugado. Cada frasco foi identificado como conjugado 1, 2, 3 e 4,
sucessivamente. O metaperiodato de sodio foi adicionado a HRP e as misturas foram
mantidas sob agitacdo, a temperatura ambiente, por 20 minutos. Apos este tempo, as amostras
foram submetidas a coluna PD-10, previamente equilibrada com solucdo tampao Acetato de
Sédio 1 mM, pH 4,4.
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3.2.2 Reacéo de conjugacao

Para a reacdo de conjugacdo, cada uma das solucdes purificadas contendo a enzima
HRP oxidada foi misturada a 1 mL de suspensdo proteica, contendo 12 mg da anti-lgG
canina. As misturas reacionais foram deixadas sob agitacdo suave, por duas horas, a
temperatura ambiente. Apds o tempo reacional, adicionou-se uma quantidade de borohidreto
de sodio (NaBH,4) (Sigma Aldrich), de modo que a concentracdo final deste sal, nos
conjugados 1, 2 e 3, fosse de 0,1 M e no conjugado 4 foi adicionado o correspondente a 0,2
M.

Apdbs homogeneizacdo, as misturas foram mantidas por mais duas horas, a 4°C. Ao
término da reacdo, as amostras foram eluidas em colunas PD-10 equilibradas com PBS 0,01
M, pH 7,2, para troca do tampé&o e remoc¢do de compostos de baixa massa molecular (Figura
8).

A concentracdo do conjugado (IgG-HRP) foi calculada por BCA conforme o item
3.1.5.
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Figura 8. Representacdo esquematica do processo de conjugacao.

HRP + NalO,
20° T.A. . PROTEINA. .
Soro hiperimune precipitado,
Vi dialisado e purificado
Coluna PD-10 / Tampé&o Acetato de
Sodio 1mM pH 4.4 \ 4
\], Coluna PD-10/ T. Carbonato 0,01 M, pH 9,5
1° tubo 2,5 mL 2° tubo 3 mL l i
desprezar ! 1° tubo 2,5 mL 2° tubo 3 mL
Acertar pH com T. Carbonato 0,2 M, pH 9,0-9,5 desprezar

i}

Misturar e deixar em agitacdo por 2 h T.A.

V
Acrescentar NaBH4 0,1M

A4
Deixar em repouso por 2 h a 4°C.

/
Coluna PD-10/PBS 0,01 M, pH 7,2

\\ 4
1°tubo 2,5 mL 2° tubo 3 mL > Coletar e testar

T. = tampdo, T.A. = temperatura ambiente

Fonte: POP 1831, 2010. — SEICA/DERED

3.3 PADRONIZACAO DO ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA) UTILIZANDO O
ESTABILIZANTE COMERCIAL GUARDIAN™

Para padronizar o Elisa foi necessario testar diferentes diluicbes dos conjugados
obtidos e avaliar esses resultados frente a um antigeno de Leishmaniose Visceral utilizado no
diagnostico canino, contra soros controles positivos e negativos previamente testados. O
modelo empregado foi o Elisa indireto, no qual uma mistura de antigenos de citosol do
parasito Leishmania major like foi adsorvido em microplacas de Elisa. O teste de Elisa foi
realizado de acordo com o indicado pela bula do kit EIE - LVC. Entretanto, os conjugados
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obtidos foram testados utilizando um estabilizante diferente do estabelecido na produgéo
(SEICA) e, além disso, as microplacas de poliestireno (Microlon 600 fundo U Greiner) foram
revestidas com a solugdo “post-coating” (BSA 0,5%, Sacarose 6%, Kathon CG 0,1%, Alcool
Polivinilico 4% em tampédo Tris-HCI 50 mM, pH 7,2). Ap6s a adicdo da solucdo, o produto
foi aspirado em sistema de aspiragdo semiautomatico (com um pente multicanal acoplado a
bomba de vacuo e kitasato) e as placas foram dispostas em estufa a 37°C por 1 hora para a
completa secagem do produto. Posteriormente as placas foram embaladas e fechadas
hermeticamente em seladora semiautomatica e mantidas em temperatura de 2°C a 8°C.

Para avaliacdo dos conjugados quanto a melhor concentracdo, iniciou-se o processo de
diluicdo dos conjugados IgG-HRP em Guardian™. Primeiramente, os conjugados foram
diluidos 1:1000 em Guardian™ e em seguida, esses conjugados foram diluidos no diluente de
amostras/conjugado que acompanha o kit de EIE-LVC nas seguintes diluicdes: 5, 7,5, 10, 20,
30, 40, 50 e 60 vezes. Para a padronizagéo do Elisa buscou-se a melhor concentragéo a partir
da andlise global dos resultados, onde, é necessario obter absorbancias nos valores préximos a
1,5 para o soro controle positivo e igual ou menor a 0,11 para o soro controle negativo
(ANEXO A).

3.4 AVALIACAO IMUNOLOGICA DOS CONJUGADOS 1,2 e 3

Apos a padronizacdo da diluicdo do conjugado, a eficiéncia do conjugado foi avaliada
por Elisa frente a0 mesmo antigeno de Leishmaniose visceral descrito no item 3.3 contra
SOros positivos e negativos pertencentes a painéis sorologicos padronizados.

O desenvolvimento do ensaio de Elisa indireto foi iniciado pela sensibilizacdo das
microplacas e adi¢ao de “post-coating”. Na etapa seguinte foram aplicados na microplaca o
volume de 100 pL dos soros controles (positivo e negativo para leishmaniose) e soros testes
diluidos na solucdo tampéo de diluicdo da amostra/conjugado [0,1% de Albumina Bovina,
10% soro bovino adulto, 5% PBS-T (PBS, Tween-20 0,05%, pH 7,2), 0,02% Katon CG
biocida acrescido de leite Molico Nestlé a 2%]. Os soros controle e teste foram dispostos nas
microplacas, de forma que a dilui¢cdo do conjugado e a solugcdo tampéao sem soro (SS) fossem
avaliados.

Apo6s um periodo de incubacdo de 30 minutos a 37°C, procedeu-se a lavagem com

PBS-T para a retirada do material ndo adsorvido na placa. Esta etapa foi realizada seis vezes.
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Em seguida, adicionou-se nos pogos da microplaca o volume de 100 pL dos conjugados
diluidos 7,5 vezes e procedeu-se a incubagdo por 30 minutos a 37°C. A microplaca foi lavada
novamente por seis vezes, com PBS-T, para a retirada do conjugado nao ligado. Em seguida,
foi adicionado, a cada poco da microplaca, o volume de 100 pL da solucdo contendo o
substrato (H,O, a 10%) e o cromdgeno (TMB 1%) (Sigma Aldrich), para revelacdo do ensaio
por 30 minutos & temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Finalmente, a reacdo foi
interrompida com a adi¢do de 50 pL de acido sulfarico (H.SO,) 2 M. As absorbancias foram
determinadas a 450 nm em um leitor de microplacas (Tecan/Magelan). Um esquema
exemplificando a disposicao de todas as amostras na placa estd no ANEXO A.

Para a estimativa dos niveis de sensibilidade e especificidade dos conjugados obtidos a
partir dos ensaios de Elisa, foram utilizados 20 soros caninos positivos e 20 soros caninos
negativos disponiveis no LATED, os quais foram caracterizados pelos critérios
parasitoldgico, clinico, epidemioldgico e soroldgico.

A sensibilidade (S) do teste é dada pela porcentagem de positivos detectados pelo teste
entre os individuos sabidamente doentes (verdadeiros positivos — VP). A especificidade (E),
pela percentagem de negativos, entre individuos ndo doentes (verdadeiros negativos — VN).
Um resultado falso positivo (FP) acontece quando a amostra é sabidamente negativa, porém
apresentou resultado positivo no teste. Ja um resultado falso negativo (FN) acontece quando a
amostra é sabidamente positiva, porém apresenta-se negativa no teste. Para o célculo do

percentual de sensibilidade e especificidade, sdo aplicadas as seguintes formulas.

S=VP/ (VP+FN) | | E= VN/(FP+VN)

3.5 ENSAIOS DE ESTABILIDADE ACELERADA DOS CONJUGADOS

A estabilidade dos conjugados selecionados foi definida, de acordo com protocolo de
determinacdo de estabilidade acelerada (MONTOYA; CASTELL, 1987). Para este estudo
foram utilizadas trés condicGes de termoestabilidade a 4°C, 37°C e 50°C. Os diferentes
conjugados na dilui¢do de 7,5 x foram acondicionados em geladeira a 4°C, estufa a 37°C e em
banho-maria a 50°C por 45 dias. A estabilidade do conjugado foi avaliada por Elisa em

intervalos irregulares de tempo conforme descrito anteriormente no item 3.4.
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3.6 ANALISE CONFORMACIONAL DOS CONJUGADOS

3.6.1 Avaliacdo por cromatografia de exclusdo e peneiragdo molecular

Para analisar as diferencas entre os conjugados, utilizamos cromatografia de exclusao
e peneiracdo molecular. A coluna Protein Pak 300 SW (Waters) com volume total de 14,3 mL
foi equilibrada com a solugdo tampdo Fosfato de Sodio 0,01 M, pH 7,0. O volume de 100 pL
dos conjugados, foi aplicado na coluna cuja faixa de fracionamento € de 10 kDa a 500 kDa. O
fluxo de eluicdo foi de 1 mL/min e a pressdo limite estabelecida foi de 10 Mpa. O perfil
cromatografico foi obtido atraves da deteccdo da absorvancia em 220 e 280 nm.

Para analisar as diferencgas entre as fracfes de um Unico conjugado, selecionamos o
conjugado 2 e realizamos uma cromatografia utilizando a coluna Superdex 200 HR 10/30 de
24 mL de volume total (Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Suécia), equilibrada em
solucdo tampdo PBS. Para esta cromatografia o fluxo de elui¢do da coluna foi de 1 mL/min

com a presséo limite estabelecida em 1,5 MPa. A absorbancia foi detectada a 220 e 280 nm.

3.6.2 Avaliacdo do conjugado por dicroismo circular (DC)

As medidas de DC foram realizadas em um espectropolarimetro Jasco J-815 (Jasco
Corp., Téquio, Japdo), coletando espectros de 200 a 260 nm, com o0 uso de uma cubeta de
quartzo de 0,2 cm de caminho éptico. Foram feitas trés medidas consecutivas e 0 espectro
final € resultado da acumulacdo destas trés medidas, obtidas na velocidade de 50 nm/min,
com subtracdo adequada dos espectros dos respectivos brancos acumulados da mesma forma.
Os espectros foram determinados utilizando os conjugados na concentracdo de 1 mg/mL
diluidos em PBS 0,01 M, pH 7,2.
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3.6.3 Avaliacdo do conjugado por espectrometria de fluorescéncia e espalhamento de luz

Para o monitoramento das mudancas na estrutura da imunoglobulina e do complexo
formado apds a conjugagdo com HRP foram realizados experimentos de fluorescéncia
utilizando um espectrofluorimetro JASCO FP-6500 (Jasco Corp., Téquio, Japdo) com uma
lampada de xendnio de 300 W. Para a obtencdo dos espectros de fluorescéncia de triptofano,
as amostras foram excitadas com um comprimento de onda de 280 nm e a emisséo foi varrida
de 295 a 415 nm. Para as analises do espalhamento de luz, as amostras foram excitadas a 320
nm e a luz espalhada foi detectada na faixa de 300 a 340 nm e quantificada pela area
correspondente aos valores de intensidade obtidos neste intervalo. As medidas de
espalhamento de luz foram obtidas a 90°C.

Para realizar a desnaturacdo térmica, os conjugados foram submetidos a temperaturas
crescentes de 25°C até 85°C, com intervalos de 5°C, permanecendo 10 minutos em cada
temperatura. Para os experimentos de analise conformacional da HRP na presenca e auséncia
de metaperiodato de sddio. A HRP a uma concentracdo de 1 mg foi diluida em agua milli-Q e
incubada em diferentes concentracbes de metaperiodato de sédio (50 puM até 1000 puM),

durante 20 minutos. Em seguida, os espectros de fluorescéncia foram realizados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SORO HIPERIMUNE DE CABRA ANTI-1lgG CANINA

O soro hiperimune foi obtido a partir da imunizacao de caprinos de médio porte com
IgG canina comercial conforme preconizado pelo POP 1436 (2010) da SEICA. O titulo do
soro, apos a sangria e retracdo do coagulo, foi determinado pelo método de imunodifusédo

radial simples, sendo obtida a titulagdo de 1:32.

4.2 DESSALINIZACAO E PURIFICACAO DAS IMUNOGLOBULINAS

O tratamento do soro hiperimune anticdo com solugdo a 30% de saturacao de sulfato
de amdnio produziu um precipitado que apo6s dissolucdo em &gua foi reprecipitado com
solucdo a 45% de saturacdo de sulfato de amonio. Apo6s a precipitacdo a porcdo sollvel foi
submetida a um processo de dessalinizagcdo. Neste procedimento, a coluna de excluséo e
peneiracdo molecular Sephadex™ G-25 (GE Healthcare) foi equilibrada com a soluco
tampdo Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 e as fragcdes correspondentes a zona de exclusdo desta
coluna (fracbes 9 a 20) foram recolhidas (Figura 9). Para realizar o fracionamento das
proteinas e isolar a anti-1gG canina, as fracdes recolhidas foram cromatografadas na coluna de
troca ibnica (Poros HQ) conforme pode ser observado pelo perfil assinalado na Figura 9.
Nesta cromatografia foi realizado um gradiente em 3 passos, sendo coletadas 10 mL de
fracOes correspondentes ao void, onde a maior parte das proteinas sdo desprezadas sem
interagir com a coluna, os picos correspondentes a 20% do gradiente (fracdo 6, fracdes 7, 8 e
9 e fracbes 10 e 11), e o pico correspondente a 100% do gradiente (fracOes 66 e 67). As
fracOes correspondentes aos picos cromatograficos mencionados foram coletadas e analisadas
por SDS-PAGE para a identificagdo das fragcdes que continham a imunoglobulina purificada.

A precipitacdo de imunoglobulinas com sulfato de amoénio ainda é a técnica mais
utilizada como o passo anterior a purificacdo (GANGNON, 2012). Neste estudo, ndo houve
modificacdo da técnica de precipitacdo empregada atualmente na SEICA, entretanto, apds a
precipitacdo o material foi dessalinizado contrastando com o método de dialise rotineiramente

empregado. Analisando os dois métodos (dessalinizacdo x didlise), foi observado que a
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dessalinizacdo € mais vantajosa visto que este método pode ser realizado em dois dias quando
comparado a diélise que € realizada por um periodo de duas semanas.

A cromatografia de troca i6nica, bem como a cromatografia de afinidade vem sendo
empregada para a purificagao de imunoglobulinas. Entretanto, a cromatografia de troca idnica
foi empregada por ser considerada extremamente seletiva, as resinas sdo economicamente
mais favoraveis e pode ser aplicada para purificagdo de imunoglobulinas em um dnico passo

ou associada a afinidade por proteina A (LIU et al., 2010).

Figura 9. Dessalinizacdo do soro hiperimune precipitado contendo anti-lgG canina por cromatografia de
peneiracdo e exclusdo molecular — A coluna XK-50 empacotada com volume total de 370 mL de resina
Sephadex G-25. foi equilibrada em solucdo tampéo Tris-HCI 50 mM, pH 8,0. A cromatografia foi realizada, com
um fluxo de 10 mL/min e a absorbancia foi detectada em 220 nm (azul) e 280 nm (vermelho). A condutividade
foi monitorada para observar a passagem do sal pela coluna (verde).
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Fonte: Grafico gerado pelo programa computacional Unicorn 5.11 do cromatografo liquido de alta eficiéncia
Akta Purifier 100 (GE Healthcare).
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Figura 10. Purificacdo da anti-lgG canina por cromatografia de troca idnica em coluna Poros HQ. A coluna foi
equilibrada em solugdo tampao Fosfato de Sédio 20 mM, pH 7,0, com um fluxo de 35 mL/min e a absorbancia
foi detectada em 220 nm (azul) e 280 nm (vermelho). A cromatografia foi realizada utilizando um gradiente de
sal até 1 M, nos seguintes passos cromatograficos: auséncia de sal, 20% e 100% (verde). A seta indica as fraces
7,8 e 9 referentes ao pico observado em 20% do gradiente salino que foram coletadas.
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Fonte: Grafico gerado pelo programa computacional Unicorn 5.11 do cromatografo liquido de alta eficiéncia
Akta Purifier 100 (GE Healthcare)

4.3 ANALISE DA IMUNOGLOBULINA POR SDS-PAGE

Com a finalidade de identificar a fracdo na qual a imunoglobulina foi isolada bem
como estudar mais detalhadamente cada etapa do processo de obtencdo desta proteina, foram
avaliados os perfis eletroforéticos das fracdes, obtidos atraves da técnica de SDS-PAGE na
auséncia e na presenca de DTT conforme indicado nas Figuras 11 e 12, respectivamente.

Na figura 12 que representa o gel na presenca do redutor pode-se observar duas bandas
principais com massa molecular de aproximadamente 58 kDa e 24 kDa, que representam a
cadeia pesada e cadeia leve da imunoglubulina, respectivamente. Este resultado condiz com o
esperado para 1gG nestas condicdes, devido ao fato do DTT ou outro agente redutor, romper
as pontes de enxofre formadas entre as diferentes cadeias da 1gG (HONG et al., 2008).

Entretanto, o perfil eletroforético observado para imunoglobulina no SDS-PAGE na auséncia

ncia a 280 nm
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do redutor demonstra apenas uma banda com massa molecular maior que 150 kDa o que
também é corroborado pelos dados da literatura, conforme Figura 11 (HONG et al., 2008).

A andlise de ambos 0s geéis na presenca e auséncia de redutor indica que a
imunoglobulina esta presente nas raias 2 (soro hiperimune), 3 (soro precipitado), 4 (soro
dessalinizado, 5 (void) e 7 (fragbes 7 a 9) do SDS-PAGE, representando todas as etapas do
processo de obtencdo da imunoglobulina. Além disso, pode-se observar que a imunoglobulina
foi isolada com homogeneidade satisfatoria nas fracbes 7, 8 e 9 (raia 7) referentes ao pico
cromatografico coletado da troca ibnica em 20% de sal (Figuras 11 A e 12 A).

Através da andlise densitométrica dos géis de SDS-PAGE pode-se detectar sete das
oito proteinas do padrdo de massa molecular Prestained® Broad Range, as quais geraram
uma curva de calibracdo de massa molecular com coeficiente de correlagdo R* 0,9900 e R?
0,9844, referentes as corridas na auséncia e presenca de DTT (Figuras 11 B e 12 B). Para
ambos os géis a curva de calibracdo de massa molecular apresentou um valor aceitavel de R?,
com todos os pontos se ajustando na curva log de PM x posicao no gel. As areas das bandas, a
mobilidade eletroforética relativa (Rf) e MM da imunoglobulina presente nas raias 2, 3, 4,5 e
7 dos géis, foram determinadas conforme os dados demonstrados na Tabela 1 e nas Figuras 11
CeD,12CeD.

A andlise do gel na auséncia de DTT nos indica que a imunoglobulina apresenta valor
de mobilidade eletroforética em torno de 0,1 em todas as etapas de isolamento e area de banda
eletroforética variando entre 50 a 100% (Figura 11, Tabela 1). A anéalise do gel na presenca de
DTT nos indica que a imunoglobulina apresenta em todas as etapas de isolamento, valor de
mobilidade eletroforética em torno de 0,2 para cadeia pesada e 0,5 para cadeia leve. A
porcentagem da area da banda apresentou variacdes ao longo do processo de obtencdo da
imunoglobulina com valores em torno de 78% para cadeia pesada e 22% para cadeia leve na
raia 7 (Figura 11, Tabela 1).
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Figura 11. Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sddio 7,5% na auséncia de DTT. (A)
Raia 1 — Padrdes de massa molecular Prestained® Broad Range (Bio-Rad Laboratories), raia 2 - Soro
hiperimune antes da precipitacdo, raia 3 - Soro precipitado, raia 4 - Amostra dessalinizada, raia 5 a 9 — Fragdes
oriundas da cromatografia de troca iénica (raia 5 — Void, raia 6 - Fracdo 6 (20%) do gradiente, raia 7 - Fracdes 7,
8 e 9 (20%) do gradiente, raia 8 - Fracfes 10 e 11 (20%) do gradiente e raia 9 - Fracdes 66, 67 (100%) do
gradiente). (B) Curva de calibracdo de massa molecular por SDS-PAGE 7,5%, produzida pelo programa Image
Master. (C) Densitometria das bandas eletroforéticas da SDS-PAGE 7,5% do padrdo de massa molecular e (D)
das fracOes reunidas 7, 8 e 9 contendo a imunoglobulina purificada.
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Tabela 1.

Valores de mobilidade eletroforética (Rf), massa molecular (MM) e area das bandas eletroforéticas das etapas do
processo de purificacdo do soro hiperimune para obtencdo da IgG, observadas na SDS-PAGE 7,5% e gerados
pelo programa ImageMaster®.

SSZ?n"EA}GTE Banda | Area Banda% | MM (kDa) | Rf
aia 2 1 3.782,00 90,62 173,6 0,12
2 3.038,00 9,38 69,184 0,501
raia 3 1 1.922,00 100 182,092 | 0,102
raia 4 1 2.480,00 100 174,637 0,118
raia 5 1 2.790,00 100 192,19 0,081
raia 7 1 2.480,00 100 179,927 0,106

MM = massa molecular; Rf = mobilidade eletroforética; SDS = sédio dodecil sulfato; PAGE = eletroforese em
gel de poliacrilamida; DTT = dititreitol
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Figura 12. Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% com dodecil sulfato de sddio na presenga de DTT. (A)
Raia 1 — Padrdes de massa molecular Prestained® Broad Range (Bio-Rad Laboratories), raia 2 - Soro
hiperimune antes da precipitacdo, raia 3 - Soro precipitado, raia 4 - Amostra dessalinizada, raia 5 a 9 — Fragdes
oriundas da cromatografia de troca i6nica (raia 5 — Void, raia 6 - Fracdo 6 (20%) do gradiente, raia 7 - Fragdes 7,
8 e 9 (20%) do gradiente, raia 8 - Fragdes 10 e 11 (20%) do gradiente e raia 9 - FracGes 66 e 67 (100%) do
gradiente). (B) Curva de calibracdo de massa molecular da SDS-PAGE 12%, produzida pelo programa Image
Master. (C) Densitometria das bandas eletroforéticas do SDS-PAGE 12% do padrdo de massa molecular e (D)
das fracOes reunidas 7, 8 e 9 contendo a imunoglobulina purificada.

A
= 117.905 ﬂ p ﬂﬂ =i -
Q — el
= H4.145 +« | =B | e == ¥ *
p— | i
g 37783 =
S Bl Ak - + | + | .
= , -
[
s 20198 || *
<
= zand [
c M6
T 5] |[7] El
40
S a5
> i
) ]
Ko 30
A~ ]
3 ]
o 25
= i
< u
= .
‘2 20
: -
2 ]
= i
- 15 __ [ I |
1 I T [
il 100 200 200 400 £00
Posi¢do do Pixel
Hi 7 P
117 Q05 27752 | 7 A4
29.261 | 20460 |
54145 20,198

50

Massa Molecular (Da)

)]

o}

Log curw
jil'=

D

I
100 200

I I
300 400 500

Posi¢do do Pixel

C =
50,4¢-0.008508x + §.501
R2 Value 0.9344

4|:|_

35

30 —

25

20 —

15

10 —

Intensidade do Pixel x 10°

0

100

I T I
200

A0 400 S00

Posigdo do Pixel

58,145

24.332




59

Tabela 2.

Valores de mobilidade eletroforética (Rf), massa molecular (MM) e area das bandas eletroforéticas das etapas do
processo de purificacdo do soro hiperimune para obtencdo da IgG, observadas na SDS-PAGE 12% e gerados
pelo programa ImageMaster®.

Sgiq'PBA‘TGTE Banda Area | Banda % | MM (kDa) Rf

1 720 1 102,606 0,148

2 1.512,00 9,74 87,569 0,188

raia 2 3 1.728,00 37,05 75,469 0,226
4 2.736,00 42,46 62,731 0,273

5 6.408,00 9,74 26,587 0,515

. 1 3.384,00 63,59 52,266 0,283
rala 3 2 4.752,00 36,41 23,575 0,529
aia 4 1 3.384,00 | 79,52 58,145 0,293
2 6.192,00 20,48 25,751 0,525

. 1 1.224,00 95,82 58,145 0,293
rala 5 2 6.192,00 20,48 25,751 0,525
. 1 1.008,00 | 77,56 59,48 0,287
rala 1 2 3.744,00 22,44 25,266 0,531

MM = massa molecular; Rf = mobilidade eletroforética; SDS = dodecil sulfato de sodio; PAGE = eletroforese
em gel de poliacrilamida; DTT = ditiotreitol

4.4 DETERMINACAO DO pl POR FOCALIZACAO ISOELETRICA EM GEL DE
POLIACRILAMIDA

Para a obtencédo do valor de pl da imunoglobulina através da focalizacao isoelétrica foi
necessario comparar o valor obtido com padrdes proteicos de pls conhecidos (raias 1, 2 e 3).
A lista de proteinas e seus respectivos pls do padrdo acido-basico (pl 3 a 10) esta descrita na
Figura 13. Foram observadas 9 bandas dos padrdes proteicos de pl 3 a 10 da GE Healthcare,
cuja curva de calibragdo apresentou R igual a 0,9958.

A anélise da focalizacdo isoelétrica em gel de poliacrilamida a 7,5% usando-se um
gradiente de pH de 3-9, indicou que a fracdo contendo a 1gG purificada apresenta pl de 6,62,
guando analisada pelo programa Image Master (Figura 13). Esses dados séo corroborados por

relatos da literatura que indicam que a 1gG pode apresentar pl em torno de 6,5-9,5 (CHIODI
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et al., 2005). A variacdo de pl é esperada para IgG, pois estas podem apresentar isoformas
(SCHROEDER; CAVACINI, 2010).

Figura 13. Focalizagéo isoelétrica em gel de policacrilamida pH 3-9 para estimativa do pl da imunoglobulina
purificada, analisada pelo programa Image Master. (A) Eletroferograma e analise densitométrica da focalizagdo
isoelétrica em gel de poliacrilamida. Raias 1 e 2 - padrdo de massa molecular em duplicata, raia 3 - Fracdes
reunidas 7, 8 e 9 contendo a imunoglobulina purificada. (B) Densitometria das fragdes reunidas 7, 8 e 9. O pl foi
estimado através da curva de padrdes de pl - curva de calibracdo para determinacdo de pl feita a partir da corrida
eletroforética de padrdes de proteinas de pl conhecidos em gel de poliacrilamida. Padrdo Broad de pl de
proteinas (GE Healthcare) raias 1 e 2: Amiloglicosidase — 3,5; Vermelho de metila (corante ndo proteico) — 3,75;
Inibidor de tipinina — 4,55; B-lactoglobulina A — 5,20; Anidrase Carbbnica bovina — 5,85; Anidrase carbénica
humana — 6,55; Mioglobina de cavalo — 7,35; Lectinas — 8,15; 8,45 e 8,65 e Tripsinogénio — 9,30 (C)
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4.5 QUANTIFICACAO DA IMUNOGLOBULINA PELO METODO DE BCA

A dosagem espectrofotométrica referente ao método BCA foi realizada englobando as
aliquotas de cada etapa do processo, desde o soro hiperimune anti-lgG canina obtido até as
fracOes que apresentaram algum pico cromatografico no processo de purificacdo (Tabela 3).
De posse dos valores de absorbancia da amostra, estes foram comparados a curva de padrdo
de BSA. O resultado referente a correlacdo linear entre a concentracdo de proteina padrdo e a
absorbancia apresentou um valor proximo de 1 (R? = 0,978), conforme Figura 14. A
concentracgéo final estimada para a 19gG purificada foi de 9,6 mg/ mL (Tabela 3).

Tabela 3.

Concentragdo proteica em todas as etapas do processo de obtencdo da IgG através da quantificagdo pelo metodo
BCA.

Amostra Concentracdo mg/mL Volume - mL

Soro hiperimune anticao 87,3 1000

Soro anticéo precipitado 72,2 1000

Soro anticdo dessalinizado 26,5 300
Void da troca ibnica 10 50
Fracdo 6 0,8 5
Fracbes 7, 8, 9 9,6 15
FracOes 10, 11 3,6 10
FracOes 66, 67 0,68 10
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Figura 14. Curva Padrdo de BSA, equacdo da reta e o coeficiente de concentraco linear para quantificacdo da
1gG em todas as etapas do processo purificativo.
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46 OBTENCAO DOS CONJUGADOS QUANTO A CONCENTRACAO DE
METAPERIODATO DE SODIO E BOROHIDRETO DE SODIO

Para avaliar a estabilidade dos conjugados, foram obtidos conjugados com 3 diferentes
concentracOes de metaperiodato de sédio e 2 concentragdes diferentes de borohidreto de sddio
(Tabela 4). Vale ressaltar que o conjugado 2 foi produzido utilizando as mesmas condigdes
que o conjugado produzido atualmente na SEICA. Apos a conjugacdo os conjugados foram
purificados por SEC, que é um método muito répido e eficaz para purificacdo de conjugados
(HERMANSON, 2008). Em seguida, a concentracdo destes foi determinada pelo metodo de
BCA, de acordo com o item 3.1.5 (Tabela 4). A quantificacdo proteica dos complexos 1gG-
HRP foi determinada frente a uma curva padrdo na qual a correlagdo linear entre a
concentracdo de proteina padrdo e a absorbancia apresentou um valor proximo de 1 (R? =
0,99). Esta metodologia foi utilizada anteriormente para quantificacdo de diversos tipos de
conjugados (DHAWAN, 2002, SIMONS et al., 2006)

Para todos os conjugados, apds a adicdo do metaperiodato de sodio durante o processo
de conjugacao, foi possivel visualizar a formacdo de espuma, entretanto, o conjugado 4
apresentou uma quantidade de espuma superior aos demais, o que dificultou a sua eluigao

com solucdo tampdo PBS, em coluna PD-10 (GE Healthcare), tornando o seu volume e
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concentragdo inferior aos demais conjugados (Tabela 4). Apds esta constatacdo, o conjugado 4
ndo foi incluido nos testes de estabilidade acelerada por Elisa.

Novas estratégias e otimizacdo de técnicas para conjugar imunoglobulinas a uma série
de enzimas ou marcadores vem sendo descritas na literatura. Estas estratégias visam a
amplificacdo de sinal obtida pelo reconhecimento antigeno-anticorpo (YOSHITAKE et al.,
1982, TSANG et al., 1995, DHAWAN, 2002, SIMONS et al., 2006). Em 1995, Tsang et al.
realizaram otimizacfes no processo de conjugacdo a HRP obtendo um conjugado 25 vezes
mais sensivel que conjugados comerciais (TSANG et al., 1995).

Nesta dissertacdo, as alteracdes realizadas no processo de conjugagdo variando 0s
reagentes metaperiodato de sddio e borohidreto de sodio visavam estudar se haveria a

formacéo de conjugados mais homogéneos e se estes seriam mais eficientes e estaveis.

Tabela 4.

Relacdo Molar (HRP/IgG) dos conjugados obtidos utilizando trés concentracGes diferentes de NalO, e duas
concentragdes diferentes de NaBH,. Quantificagdo de proteinas totais presentes nos conjugados pelo método de
BCA.

o Dosagem de proteina
mg/mL — NalO, NaBH, ma/mL
mg/mL g
Conjugado 1 12/6 0,0128 g (0,05 M) 0,015¢g (0,1 M) 5,74
Conjugado 2 12/6 0,0257 g (0,1 M) 0,015g (0,1 M) 5,66
Conjugado 3 12/6 0,0514 g (0,2 M) 0,015g (0,1 M) 5,95
Conjugado 4 1276 0,0257 g (0,1 M) 0,026 g (0,2 M) 2,88

Figura 15. Curva de calibragdo do método de BCA feita a partir das solu¢Ges de BSA padréo
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47 ANALISE DO PERFIL CROMATOGRAFICO DOS CONJUGADOS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE EXCLUSAO E PENEIRACAO MOLECULAR

A cromatografia de exclusdo e peneiragdo molecular, também chamada de filtracdo
molecular e em alguns casos de permeacdo em gel € um tipo de cromatografia liquida onde os
solutos sdo separados em funcdo do binémio forma-massa molecular (SILVA Jr, 2004). Esta
cromatografia pode ser utilizada para o fracionamento de proteinas bem como para analisar 0
perfil cromatogréfico de proteinas ou complexos proteicos (JANSON, 2011).

Para realizar uma cromatografia analitica dos conjugados foi utilizada a coluna Protein
Pak 300SW, pois esta permite a separacdo de moléculas entre 10 e 500 kDa de massa
molecular (WATERS CORPORATION, 2009).

Primeiramente, foi realizada a comparacdo do perfil cromatografico do conjugado 2,
com o perfil da imunoglobulina padrdo (Rockland antibodies & assays) e da HRP (Figura 16
A). Conforme o esperado o conjugado € o primeiro a ser eluido apresentando dois picos
cromatograficos com volume de retencdo (VR) de 5,13 e 6,29, respectivamente, seguidos da
imunoglobulina (VR=7,50) e por ultimo a HRP (VR=9,03), conforme Figura 16 A.

Apos a obtencdo dos valores de massa molecular do conjugado, imunoglobulina e
peroxidase obtidos a partir da curva de calibragdo da coluna (ANEXO B), pode-se verificar
para 0 conjugado que o primeiro e o segundo picos apresentam massas moleculares de
1039,68 e 283,34 kDa, respectivamente. A massa molecular encontrada para o pico 1 esta fora
da faixa de separacdo de massa molecular da coluna e a massa molecular encontrada para o
pico 2 é proxima a MM da Ficoeritrina. A imunoglobulina e a HRP apresentam massa
molecular de 150 kDa e 44 kDa, respectivamente. A massa molecular da IgG é compativel
com o padrdo Aldolase (MM =158 kDa) e a massa molecular da HRP se manteve entre 0s
padrdes Conalbumina (MM = 75 kDa) e Anidrase Carbbnica (MM = 29 kDa), demonstrados
na Tabela 5. A curva de calibracéo foi realizada com os padrdes assinalados na Tabela 5.

Em relacdo aos cromatogramas dos conjugados 1, 2, 3 e 4 foi observado que todos 0s
conjugados apresentavam perfis cromatograficos semelhantes, somando um total de 2 a 3
picos, sendo 2 picos principais, € que a razdo entre as areas dos picos era similar para todos 0s
conjugados (Figura 16 B e Tabela 6). De posse desses resultados, € possivel sugerir que o
pico referente ao conjugado 1, que apresenta volume de retengdo em torno de 5,1 mL, possuli
area cromatografica entre 57 a 77% e massa molecular de 1039,68 kDa. Esse conjugado pode

representar um “macroconjugado” com mais de uma HRP ligada a uma ou mais
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imunoglobulinas. O segundo pico que apresenta volume de reten¢do em torno de 6,8 mL, 19 a
40% de area de pico cromatografico, e massa molecular de 283,34 kDa pode representar um
conjugado com a razdo de IgG-HRP (1:2). De acordo com a andlise dos cromatogramas dos
conjugados, o terceiro pico existente nos cromatogramas dos conjugados 1, 2, 4 apresentaram
volume de retencdo de cerca de 9 mL e 3,5 e 5,5% de &rea. Comparando 0s cromatogramas
dos conjugados com o cromatograma realizado apenas com a HRP (Figura 16 A), verificamos
que o terceiro pico existente nos cromatogramas do conjugado representam uma pequena
quantidade de peroxidase livre de no maximo 0,004 mg/mL (Figura 16 A e Tabela 6). Em
todos os cromatogramas, ndo foi possivel observar imunoglobulina livre, sugerindo que a
maior parte da imunoglobulina contida na reagdo de conjugacéao foi consumida.

Nossos dados indicam que nenhuma das concentracdes de metaperiodato de sodio ou
borohidreto de sédio impediu a formacdo de macroconjugados. Sugerimos que para obter uma
producdo homogénea de conjugados seria necessario investigar a relacdo de concentracéo de
imunoglobulina e HRP e padronizar a conjugacéo em diferentes tempos de reacao.

Analises do perfil cromatografico de conjugados como estas obtidas nesta dissertacao,
foram realizadas também por Bieniarz et al. (1998) e Simons et al. (2006) nas quais
conjugados de 1gG-HRP ou IgG-AP (imunoglobulina do tipo G-fosfatase alcalina) sdo eluidos
anteriormente a imunoglobulina apresentando valores elevados de massa molecular
(BIENIARZ et al., 1998, SIMONS et al., 2006).

Tabela 5.
Padrdes de Massa molecular utilizados na curva de calibragdo da Protein Pak

Proteinas MM/kDa

Tireoglobulina 669,0

Ferritina 440,0

Ficoeritrina 240,0

Aldolase 158,0

Conalbumina 75,0

Anidrase Carbénica 29,0

Ribonuclease 13,7

Aprotinina 6,5




Absorbancia 220 nm

Absorbancia 220 nm
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Figura 16. Analise dos Conjugados pelo método de exclusdo e peneiracdo molecular. (A) Andlise dos perfis
cromatograficos do conjugado 2, imunoglobulina e peroxidase. As amostras estavam na concentragdo de 1
mg/mL. (B) Analise dos perfis cromatograficos dos conjugados 1, 2, 3, 4. A coluna protein pak foi equilibrada
em Tampédo PBS 0,01 M, pH 7,2, com um fluxo de 1 mL/min, pressdo maxima de 1.5 Mpa e a absorbancia foi
detectada em 220 nm (Figura A). Foi injetado o volume de 0,1 mL para todas as amostras. A curva de calibracao
foi realizada através da injecao de 0,010 mL dos padrdes na concentracao de 5 mg cada (ANEXO B)

Conjugado 2 - 220 nm
--------- Fracdo IgG Padrdo — 220 nm
--------- Fragdo HRP — 220 nm

mAU 514
1gG Padrao
800 A
600
400
200
. B bre;
0.0 20 40
Volume (mL)
mAU - 1 ———  Conjugado 1 — 220nm
B — Conjugado 2 — 220nm
5.07 — Conjugado 3 — 220nm
1000 A Conjugado 4 — 220nm
500
I 12.12
O 1
0.0 2.0 4.0 12.0 14.0 ml

Volume (mL)



67

Tabela 6.
Valores de volumes de retengdo, area, % de area, massa molecular e concentracao da HRP apds analise
cromatografica dos quatro conjugados.

Volume de Area % Area Massa Cor:;%%ntra

retencdo (mL) (mAU*mL) molecular (kDa) (mg/mL)
pico 1 5,12 1.953.686 56,9 1047,842368 -
Conjugado pico 2 6,79 1.361.072 39,7 284,32 -
1 HRP Livre 9,09 117.264 3,4 47,1 -
Area total - 3.432.022 - - -
pico 1 5,13 5.231.638 69,0 1039,685488 -
Conjugado pico 2 6,79 2.024.371 26,7 283,34 -

2 HRP Livre 9,15 327.351 4,3 44,91 0,004

Area total - 7.256.009 - - -
pico 1 5,07 6.683.878 76,5 1089,596792 -
Conjugado pico 2 6,97 2.048.554 23,5 247,09 -
3 HRP Livre - - - - -
Area total - 8.732.432 - - -
pico 1 5,09 3.763.803 75,5 1072,698989 -
Conjugado pico 2 6,78 953.108 19,1 285,92 -
4 HRP Livre 8,97 268.103 54 51,63 -
Area total - 4.985.014 - - -

4.8 ANALISE CONFORMACIONAL DOS CONJUGADOS

Para avaliarmos as mudancas conformacionais na estrutura terciaria e secundaria dos
complexos formados apos conjugacdo com HRP, realizamos experimentos de fluorescéncia e
experimentos de dicroismo circular. Essas técnicas tém sido utilizadas para estudar
conjugados de proteinas a polissacarideos ou a polietileno glicol (PEG) (PERCIANI et al.,
2013, HUANG et al., 2013)

As analises das modificacOes estruturais foram baseadas na fluorescéncia intrinseca
dos residuos de triptofano e tirosina presentes na imunoglobulina (Trp=11 e Tyr=17) e HRP
(Trp=1 e Tyr=4), respectivamente. Foram feitas analises utilizando as concentra¢des finais de
cada conjugado, obtidas ap0s a conjugacdo conforme Tabela 4 e por este motivo observou-se
pequenas diferencas de area espectral de intensidade de fluorescéncia. Entretanto, ao realizar

a normalizacdo dos espectros de intensidade de fluorescéncia foi observado que os
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conjugados apresentam perfis semelhantes, ou seja, esses resultados sugerem que embora
existam diferencas na producdo dos conjugados, os tratamentos variados ndo alteram a
conformacdo do conjugado. Os espectros dos conjugados também diferem dos espectros da
imunoglobulina e HRP conforme demonstrado na Figura 17 A e D.

A andlise da estrutura secundaria dos conjugados foi obtida através de variagdes na
elipticidade dos espectros de DC. Os espectros de DC indicaram que todos os conjugados
exibem estrutura predominante em folhas B, apresentando o pico de elipticidade a 217 nm.
Espectros com estas caracteristicas sdo descritos para imunoglobulinas G (SAHIN et al.,
2002; TETIN et al., 1992), sugerindo que a maior parte do sinal do conjugado é relativo a
imunoglobulina sobrepondo o sinal da HRP. Do mesmo modo o sinal de fluorescéncia do
conjugado é na sua maior parte devido a imunoglobulina que apresenta maior quantidade de
triptofanos em relacdo a HRP, além disso, o sinal do triptofano da HRP € fraco visto que parte
da energia de excitacdo é transferida para o heme durante a fluorescéncia (MAEDA et al.,
2001, DUMOULIN et al., 2001).

Os espectros de DC indicam que o conjugado 1 e 4 possuem menor conteudo de
estrutura secundaria em comparacdo aos conjugados 2 e 3 que apresentaram contetdo de
estrutura secundaria semelhante. E interessante observar que os conjugados 2 e 3 que tem
proporcdes de areas dos picos cromatograficos semelhantes, apresentam mesmo contetido de
estrutura secundaria, contrastando com o conjugado 1 que apresenta menor conteudo de
estrutura secundaria e menor porcentagem de area do pico 1 quando comparado ao conjugado
2 ou 3 (Figura 17 C, Tabela 6). Esses dados sugerem que o aumento de elipticidade observado
para o0 conjugado 2 e 3 pode ser derivado da maior quantidade de macroconjugado presente
nestas amostras. O menor conteldo de estrutura secundaria do conjugado 4 pode ser

explicado pelo fato deste possuir menor concentracdo que os demais (Figura 17 C).
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Figura 17. Analise conformacional dos conjugados por fluorescéncia e dicroismo circular. (A) Espectros de
emissdo de fluorescéncia bruta — conjugados 1, 2, 3 e 4 — Img/mL. (B) Espectros de emisséo de fluorescéncia
normalizada (C) espectros de dicroismo circular. Espectros da HRP em pH 7,2 (amarelo); da IgG (rosa); do
conjugado 1 (azul), do conjugado 2 (verde), do conjugado 3 (preta), do conjugado 4 (vermelha). (D) Espectros
de fluorescéncia da HRP (amarela) e da 1gG 4mg/mL (rosa). Todas as medidas foram realizadas a 25°C.
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4.9 DESNATURACAO FiSICA DOS CONJUGADOS POR TEMPERATURA

A temperatura é uma variavel fisica que pode induzir rupturas de interacfes fracas em
proteinas, tais como van der Walls e ligagcdes de hidrogénio, através do aumento da agitacao
molecular (FOGUEL et al., 1998). Por esta razdo, investigamos o comportamento dos
conjugados frente a este agente fisico e os comparamos entre si. Submetemos o0s conjugados
na concentragdo de 1 mg/mL a temperaturas crescentes de 25°C a 85°C e analisamos as
mudancas conformacionais através da fluorescéncia intrinseca e do espalhamento de luz. As
areas espectrais, bem como os valores de centro de massa, foram obtidos para cada ponto e
foram construidas curvas que permitem verificar o efeito da temperatura nos conjugados

(Figura 18). Os conjugados apresentaram valores de &rea espectral e de centro de massa



70

semelhantes durante as curvas de desnaturacdo térmica (Figura 18 A e B). Apenas o
conjugado 3 apresentou um aumento da &rea espectral a partir de 65°C quando comparado
aos demais conjugados (Figura 18 B). Essa diferenca observada para o conjugado 3 também
pode ser visualizada através dos dados de espalhamento de luz, onde a partir de temperatura
de 65°C, ocorre um aumento dos valores de espalhamento de luz quando comparados aos
demais conjugados (Figura 18 C). Os maiores valores de EL obtidos para o conjugado 3
podem ser derivados da maior porcentagem de macroconjugados conforme observado na
figural6e. Os conjugados 1 e 2 apresentaram valores semelhantes de espalhamento de luz,
enquanto que o conjugado 4 apresentou menores valores de espalhamento de luz quando
comparado aos demais (Figura 18 C).

Para investigar se 0s conjugados seriam capazes de retornar a sua conformacao inicial
apos a desnaturacdo térmica, realizamos um espectro de intensidade de fluorescéncia e de
espalhamento de luz a 25°C (retorno). Ao analisarmos os espectros de retorno de todos os
conjugados, observamos que os valores de centro de massa se mantem proximos ao valor de
centro de massa final obtido apds a desnaturacdo. Em relacdo a area espectral, pode-se
observar que os conjugados 1 e 3 retornam a valores de area inicial enquanto que o0s
conjugados 2 e 4 ndo retornam a valores de area inicial. Foi observado que o conjugado 2 e 4
ao retornar a 25°C apresentam valores de area espectral semelhante ao obtido a temperatura
aproximada de 45°C e de 35°C, respectivamente. A analise dos dados de espalhamento de luz
ao retornar a temperatura ambiente indicam que o conjugado 1 e 4 sdo capazes de retornar
préximos ao ponto inicial, enquanto que o conjugado 2 e 3 apresentam valores de
espalhamento de luz compativeis aos obtidos nas temperaturas de 50°C e 65°C,
respectivamente.

Nossos resultados indicam que embora os conjugados apresentem pequenas diferencas
em relacdo a valores de centro de massa, area espectral e EL, o grau de estabilidade dos
conjugados € semelhante quando submetidos a temperaturas crescentes. A desnaturacao
térmica dos conjugados sucedeu de maneira analoga a desnaturacao térmica das
imunoglobulinas descritas na literatura, onde a transicdo estrutural das 1gG ocorre a partir de
temperaturas em torno de 50°C (VEERMAN et al., 2000). Esses dados sugerem que oS
conjugados podem apresentar uma grande estabilidade conformacional conforme as
imunoglobulinas (DUMOULIN et al., 2001)

A possivel propensdo a agregacdo visualizada pelos dados de EL para alguns
conjugados também ¢é corroborada pelos dados da literatura sobre a agregacdo de

imunoglobulinas. Diversos estudos propdem que alguns anticorpos possuem tendéncia a
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agregar enquanto outros ndo. Geralmente, os estudos englobam questdes acerca das diferengas
de estabilidade dependendo da localizacdo estrutural das regifes da imunoglobulina,
principalmente devido as diferencas na regido Fab dos anticorpos. Além disso, existem
diferentes tipos de agregados que podem ser formados em funcdo da regido ou dominio da

imunoglobulina que venha a sofrer a agregacdo (SAHIN et al., 2010).

Figura 18. Efeito da temperatura sobre os conjugados. As amostras foram monitoradas com intervalos de 5°C,
permanecendo 10 minutos em cada ponto. (A) O efeito foi monitorado pelo centro de massa espectral (B) area
espectral normalizada baseada na emissao de fluorescéncia do triptofano. As amostras dos conjugados 1, 2, 3 e 4
foram excitadas a 278 nm e a emisséo foi medida de 295 a 415 nm. (C) A desnaturacdo foi monitorada pelo
espalhamento de luz (EL), onde as amostras foram iluminadas a 320 nm e o EL foi coletado de 300 nm a 340
nm. Os simbolos vazios representam o retorno a 25°C.
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4.10 CARACTERIZACAO IMUNOLOGICA DOS CONJUGADOS

Para verificar se os conjugados obtidos apresentariam habilidade para reconhecer os
alvos em um teste de Elisa, foi necessario realizar o teste utilizando soros controles positivos
e negativos. Os soros fazem parte do painel de soros negativos e positivos cedido pelo
Laboratorio de Tecnologia Diagnostica (LATED) os quais foram caracterizados por exames
clinico, epidemiologico, parasitoldgico e soroldgico por RIFI, Elisa e DPP para LVC. Para
este teste e demais testes de Elisa foi utilizado como Estabilizante o Guardian™ (Thermo
Scientific) que mantem o0 conjugado com HRP, permitindo resultados consistentes
imunodetectados por periodo de tempo prolongados (Thermo Scientific). Em adicdo, foram
utilizadas placas revestidas com a solucéo de post-coating, um selante que tem a proposta de
manter a estabilidade da placa sensibilizada em temperatura de 2°C a 8°C. Todos os
conjugados foram usados na diluigdo de 1:20.000, que apresentou melhor nivel de deteccdo
dentre as demais dilui¢bes previamente testadas.

Foi observado, que todos 0s conjugados reconheceram 0s soros controles positivos,
entretanto, a absorbancia foi maior para conjugado 2 e menor para o conjugado 1(Figura 19).
Ao usar 0s soros controle negativos ndo foram observadas variagbes de absorbancias
significativas entre os diferentes conjugados. Como controle do teste foram realizados
brancos que representam a auséncia de soro e estes apresentaram pequenos valores de

absorbancia em torno de 0,050.

Figura 19. Andlise de Elisa na dilui¢cdo 1:20.000 dos conjugados 1, 2, 3 e 4. O teste foi realizado com soros
controle positivo, negativo, e amostras sem soro (branco).
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411 PADRONIZACAO DO ENSAIO IMUNOLOGICO PARA TESTES DE
ESTABILIDADE ACELERADA

Apls o teste com o0s controles foi necessario realizar uma nova conjugacao, pois
precisavamos obter o ponto inicial logo ap0ds a conjugacao e, além disso, nao teriamos volume
suficiente de conjugados para realizar o teste de estabilidade acelerada. Neste novo lote de
conjugados utilizamos apenas os conjugados 1, 2 e 3, pois a preparagdo do conjugado 4 ficou
inviavel pelos motivos expostos no item 4.6. Nesta segunda partida de conjugados, foi
realizada novamente a analise conformacional por fluorescéncia e foi verificado que os
conjugados ndo apresentavam desvios nos espectros de intensidade de fluorescéncia (Figura
20 C), 0 mesmo resultado foi obtido para primeira partida de conjugados (Figura 20).

O préximo passo foi padronizar novamente a diluicdo dos conjugados frente a soros
controle, como critério para a padronizagao utilizamos o item “Validagdo do Teste” seguindo
o manual de instrucbes que acompanha o kit EIE-LVVC. Neste manual é preconizado que 0s
soros controles negativos deverdo ter absorbéancias até 0,120 e os soros controles positivos até
2,0. Para este fim, foram realizadas diluicGes do conjugado na faixa de 55000 x até 5000 x. A
média das absorbancias obtidas em cada diluicdo para os controles positivos e negativos de
cada conjugado foram utilizadas para se obter o grafico demonstrado na Figura 20 A e B. Os
conjugados na diluicdo de 5.000 ou 7.500 apresentaram os valores de absorbancia
compativeis com os valores de absorbancia do kit, porém considerando os resultados
utilizando amostras do controle positivo para todos conjugados, foi verificado que a diluicdo
de 7.500 vezes apresentava valores de absorbancia mais proximos uns dos outros. Em
concordancia com o critério exposto acima e procurando obter a maior variacdo de
absorbancia possivel entre o soro positivo e 0 soro negativo, a diluicdo dos conjugados

selecionada para os préximos testes foi a de 7.500 vezes (Figura 20).
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Figura 20. Representagdo gréafica do teste de Elisa para a escolha da melhor titulago dos trés conjugados. Para
esta definicdo, eles foram diluidos em Guardian™ 1:1000 (v/v) e posteriormente em TDA a partir de 1:5 até
1:55 e foram, posteriormente, (A) Este teste foi realizado frente a controles negativos e (B) frente a controles
positivos. (C) Espectros de intensidade de fluorescéncia dos trés conjugados.
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4.12 TESTE DE ESTABILIDADE ACELERADA DOS CONJUGADOS

Os testes de estabilidade acelerada podem ser definidos como estudos projetados para
acelerar a degradacdo quimica ou mudangas fisicas de um produto em condi¢des de estocagem
for¢cadas, visando definir seu prazo de validade e periodo de condi¢des de armazenamento. Os
dados assim obtidos, combinados com aqueles dos estudos de longa duragdo, podem ser usados
para avaliar alteragdes a longo prazo em condi¢des ndo aceleradas (SILVA et al., 2009).

Esta metodologia & comumente utilizada no desenvolvimento de vacinas e
medicamentos (MOREFIELD, 2011), porém existem relatos na literatura sobre testes de
estabilidade acelerada para avaliar a estabilidade de anticorpos (BUCHANANA et al., 2013),
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da HRP (FARZAMFAR et al., 2007) e de conjugado a HRP (NIELSEN, 1995). O modelo de
teste de estabilidade acelerada adotado nesta dissertagdo procurou avaliar a estabilidade do
conjugado bem como a eficiéncia do estabilizante empregado.

Sendo assim, os estudos de estabilidade acelerada foram iniciados logo ap6s a escolha
da melhor titulagdo do conjugado testado frente aos controles positivo e negativo. Para este
fim, foi feito um estoque de cada conjugado, diluidos no estabilizante Guardian e aliquotados
em trés frascos para dar inicio a sequéncia dos testes de estabilidade dos conjugados
otimizados. Desta forma, as aliquotas de cada conjugado foram identificadas e submetidas as
temperaturas de 4°C, 37°C e 50°C. Para estes experimentos além das amostras controle, foram
utilizadas dez amostras do painel sorolégico para LVC, cinco positivas (41 a 45) e cinco
negativas (81 a 85). O primeiro teste de Elisa foi realizado logo apds a padronizacdo da
diluicdo e foi denominado de ponto zero. Com intervalos de tempo irregulares e duracao de
até 45 dias para as temperaturas de 4°C e 37°C e até 25 dias para a temperatura de 50°C, os
testes de Elisa foram repetidos e a reatividade dos conjugados, em cada temperatura foi
determinada. Vale ressaltar que estes testes foram realizados com placas com adi¢éo de post-
coating que permite que sejam armazenadas de 2°C a 8°C.

Ao término dos testes de estabilidade acelerada o resultado obtido foi comparado entre
0s conjugados e entre as variadas temperaturas. Além disso, os resultados obtidos nas
temperaturas de 37°C e 50°C foram comparados a Tabela (Tabela 7) contida nas instrucdes do
fabricante do estabilizante Guardian™ (Thermo Scientific).

A Tabela 7 correlaciona o tempo de armazenamento do conjugado nas temperaturas de

50°C ou a 37°C com o tempo de armazenamento a temperatura ambiente e a 4°C.



Tabela 7.

Correlagdo entre o tempo de armazenamento do conjugado a 50°C ou a 37°C e a equivaléncia a temperatura

ambiente e a 4°C.

Tempo de Incubacéo

50°C

37°C

1 semana

6,1 meses a 4°C

2,5 meses a 4°C

7,7 mesesa T.A.

0,7 meses a T.A.

2 semanas

12,1 meses a 4°C

4,9 meses a 4°C

3,5 mesesa T.A.

1,4 mesesa T.A.

3 semanas

18,2 meses a 4°C

7,4 meses a 4°C

5,2 mesesa T.A.

2,1 mesesa T.A.

4 semanas

24,3 meses a 4°C

9,8 meses a 4°C

7,0 meses a T.A.

2,8 meses a T.A.
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T.A. = temperatura ambiente
Fonte: http://www.piercenet.com/browse.cfm?fldiID=01030505 06/02/13

4.12.1 Elisa dos conjugados mantidos a 4°C

Os testes de Elisa realizados utilizando os conjugados 1, 2 e 3 submetidos a
temperatura de 4°C estdo representados na Figura 21. Inicialmente, o resultado obtido
utilizando o conjugado 1 apresentou uma queda nas absorbancias dos soros positivos no
tempo de 4 dias, e este resultado ndo correspondia aos ocorridos com 0s demais conjugados
(Figura 21 A). Entéo, para testar se teria havido algum problema na dilui¢do do conjugado 1,
uma nova diluicdo foi realizada a partir do conjugado bruto. Esta nova dilui¢do foi realizada a
fim de observar se este conjugado iria se manter estavel pelo mesmo intervalo de tempo dos
outros conjugados na temperatura proposta. Entretanto, s6 foi possivel realizar esses testes
apos 31 dias de armazenamento para o conjugado novo que foi chamado de 1B (Figura 21 B).

Foi observado em relagdo ao conjugado “1B” que, até 31 dias de armazenamento, ele
mantinha valores de absorbancia similares ao ponto zero. Os valores sofreram uma pequena
alteracdo de absorbancia apos 31 dias de armazenamento. Em contraste, o teste utilizando o
conjugado 2, apresentou uma queda nos valores de absorbancia ap6s 31 dias. O teste
utilizando o conjugado 3, ndo apresentou uma grande variacdo de absorbancia desde o ponto 0
ao 45° dia do experimento. Através desses dados podemos sugerir que o conjugado 3 seria 0

mais estavel e que o conjugado 2 seria menos estavel. Contudo, comparando os resultados


http://www.piercenet.com/browse.cfm?fldID=01030505
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obtidos com todos o0s conjugados observou-se que 0 tempo de armazenagem ndo interferiu na
eficiéncia de detecgdo dos soros positivos, bem como controles positivos e negativos,
representando 100% de sensibilidade e 100% de especificidade, ja que ndo foram detectados

falsos positivos ou negativos.

Figura 21. Gréfico representativo dos testes de Elisa realizados com os conjugados armazenados a 4°C durante 45
dias. As absorbancias obtidas utilizando os soros positivos (41 a 45), controle positivo, soros negativos (81 a 85),
controle negativo e amostra sem soro (branco) frente aos conjugados (A) 1, (B) 1B (C) 2 e (D) 3 submetidos a
temperatura de 4°C estdo representados nas Figuras. Valor de cut-off médio=0,185.
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4.12.2 Elisa dos conjugados mantidos a 37°C

Os testes de Elisa realizados utilizando os conjugados 1, 2 e 3 submetidos a
temperatura de 37°C estdo representados na Figura 22. Foi observado que todos o0s
conjugados apresentaram pequenas variacdes na absorbancia desde o ponto 0 ao 45° dia do
experimento, entretanto essas variagdes ndo foram suficientes para impedir a detec¢do dos
soros controles e amostras positivas ou negativas. Assim como o teste a 4°C, ndo houve perda
de sensibilidade e especificidade. Correlacionando o resultado obtido nos testes a 37°C com a
Tabela de equivaléncia de estabilidade a 4°C (Tabela 7), verificou-se que os conjugados séo
eficientes por mais de 30 dias de armazenamento que equivalem cerca de 10 meses a 4°C.

Ao comparar os resultados dos testes de Elisa obtidos com os conjugados 1 e 3 a 4°C
ou a 37°C, verificamos que estes mantiveram valores de absorbancia préximos durante o
periodo de 45 dias. Em contrapartida, o conjugado 2 apresentou maior varia¢do dos valores de

absorbancia a 4°C em comparagio aos valores de absorbancia a 37°C.
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Figura 22. Gréfico representativo dos testes de Elisa realizados com os conjugados armazenados a 37°C durante
45 dias. As absorbéncias obtidas utilizando os soros positivos (41 a 45), controle positivo, soros negativos (81 a
85), controle negativo e amostra sem soro (branco) frente aos conjugados (A) 1, (B) 2 e (C) 3 estdo
representados nas Figuras. Valor de cut-off médio = 0,171.
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4.12.3 Elisa dos conjugados mantidos a 50°C

Os testes de Elisa realizados utilizando os conjugados 1, 2 e 3 submetidos a
temperatura de 50°C estéo representados na Figura 23. Os conjugados estocados a 50°C foram
testados com o0s controles positivo e negativo e amostra sem soro (SS). Estipulamos para
todos os conjugados um intervalo de 25 dias, onde observamos que houve uma pequena queda
na absorbancia do controle positivo apos 4 dias de submissdo em alta temperatura, fato que
ndo ocorreu com controle negativo. Apds a queda dos valores de absorbancia, estes se
mantiveram os mesmos até 25 dias de armazenamento. Conforme observado nos testes a 4°C
e 37°C, a eficiéncia dos conjugados para deteccdo dos controles positivos e negativos
permaneceu. No entanto, como foram usadas amostras controle ndo seria possivel
estabelecermos uma correlagdo com os dados de sensibilidade e especificidade. De acordo
com a Tabela 7 a eficiéncia do conjugado diluido em Guardian™ poderia equivaler a 24

meses a 4°C.



Figura 23. Gréafico representativo dos testes de Elisa realizados com os conjugados armazenados a 50°C durante
45 dias. As absorbéancias obtidas utilizando controle positivo, controle negativo e amostra sem soro (branco)
frente aos conjugados (A) 1, (B) 2 e (C) 3 submetidos a temperatura de 50°C estdo representados nas Figuras.
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Reunindo nossos dados de estabilidade acelerada observamos que os conjugados 1, 2 e

3 mantiveram eficiéncia no reconhecimento aos anticorpos mesmo em altas temperaturas,

permitindo sugerir que estes apresentam estabilidade compativel para armazenamento desse

insumo a temperatura de 2°C a 8°C. Conforme descrito nas instrugdes do fabricante, esses

dados sdo corroborados com a descricdo de que o conjugado de HRP diluido em Guardian™ ¢

estavel por 6 meses a temperatura ambiente, e mais do que 1 ano a 4°C (Thermo Scientific).

Atualmente, o setor de producdo de Bio-Manguinhos tem um grande problema na

logistica de armazenagem e distribuicdo (transporte) de um kit EIE-LVC que tem parte dos

componentes mantidos a 4°C e a outra parte a -20°C. A manutencdo dos insumos a

temperatura de -20°C representa um alto custo para Bio-Manguinhos, e a possibilidade de

armazenagem desses insumos a temperaturas de 2°C a 8°C seria considerada um grande

avancgo no processo de producdo do kit EIE-LVC.
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4.13 COMPARACAO ENTRE OS ESTABILIZANTES PBS/GLICEROL E GUARDIAN

ApOls a observacdo de que o estabilizante Guardian™ poderia ser utilizado para
facilitar o armazenamento do kit, foi preciso analisar esses resultados em comparagdo ao
estabilizante atual. Realizamos entdo a analise conformacional e um teste de Elisa dos

conjugados diluidos nos dois estabilizantes.

4.13.1 Andlise conformacional

A analise conformacional foi obtida através dos ensaios de fluorescéncia, nestes
ensaios foi analisado o conjugado 2 nas seguintes diluicBes: diluido 1:5 e 1:10 em
Guardian™, ou diluido em PBS ou diluido no estabilizante PBS/glicerol 70% (v/v). Os
resultados nos indicam que embora a area espectral do conjugado tenha variado em func¢éo da
concentracdo (Figura 24 A) ndo ocorreram desvios de espectro de intensidade de
fluorescéncia evidenciado através da normalizacdo dos espectros (Figura 24 B). Esses
resultados suportam a ideia de que o estabilizante ndo interfere na estrutura do conjugado e

poderia ser utilizado nos processo de produgéo.

Figura 24. Analise conformacional dos conjugados por fluorescéncia. (A) Espectros de emissdo de fluorescéncia
bruta. (B) Espectros de emissdo de fluorescéncia normalizada. Conjugado diluido em PBS (azul), conjugado
diluido em PBS-glicerol (preto), conjugado diluido em Guardian™ 1:10 (vermelho), conjugado diluido em
Guardian™ 1:5 (verde), 1gG (rosa) e HRP (amarelo). Todas as medidas foram realizadas a 25°C.

1000

I
N}

—— Conj PBS — PBS
Conj PBS/glicerol = PBS/glicerol

A
©
=]
s}

g
[=}
L

Conj Guardian 1:5
IgG anticéo

e
©
L

600 Peroxidase

= Conj Guardian 1:10 = N = Guardian 1:10
\ Guardian 1:5

o
=

400 +

o
>
L

200 +

o
]

//\

Intensidade de fluorescencia (U.A.)

Intensidade de fluorescéncia (U.A.)

o
=]
L

-200

S
N

280 300 320 340 360 380 400 420 440 300 320 340 360 380 400 420
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

N
@®
=]

440



84

4.13.2 Teste de ELISA

A fim de testar a eficiéncia dos conjugados diluidos em Guardian™ e comparar com 0
conjugado diluido no estabilizante do kit e insumos produzidos nas condigdes atuais, testamos
o0 painel soroldgico com 20 amostras positivas de soro e 20 amostras negativas de soro para
leishmaniose visceral canina (Figura 25).

Utilizamos neste ensaio um Kit EIE-LVC — Bio-Manguinhos composto de 4 placas
sensibilizadas, controle positivo, controle negativo e demais insumos que acompanham o kit.
Também utilizamos todos os insumos dos testes anteriores, tais como: 0s controles positivo e
negativo, placas mantidas a 4°C conservadas pelo post-coating, e 0s conjugados 1, 2 e 3
mantidos a 4°C e a 37°C. Os testes foram realizados com as seguintes combinagdes:

a) Placa —20°C x conjugado 1 /4°C ou 37°C
b) Placa —20°C x conjugado 2 / 4°C ou 37°C
c) Placa—20°C x conjugado 3 / 4°C ou 37°C
d) Placa—20°C x conjugado kit (Kit atual)
e) Placa 4°C x conjugado kit

Para cada teste foi determinado a linha de corte (cut-off) a partir do calculo da média
do controle negativo multiplicado por 2, conforme é determinado pelo manual de instrucoes
de uso do Kit EIE — Leishmaniose Visceral Canina/Bio-Manguinhos. Vale ressaltar que em
todos os testes foi obtido um valor semelhante de linha de corte, gerando um valor médio de
0,150 (Figura 25).

As placas do kit EIE-LVC armazenadas a -20°C receberam a adigdo dos 3 diferentes
conjugados mantidos a 4°C ou a 37°C. Foi observado que os conjugados mantidos a 4°C
apresentaram valores de absorbancia semelhantes entre si. Os conjugados mantidos a 37°C
apresentaram valores de absorbancia semelhantes entre si e abaixo dos valores de absorbancia
obtidos para os conjugados a 4°C, esse fato pode ser explicado devido ao tempo de
permanéncia dos conjugados conservados a 37°C por 72 dias (Figura 25).

O conjugado do kit EIE-LVC (-20°C) foi testado utilizando as placas que sdo mantidas
a -20°C e com a placa mantida a 4°C. Verificamos que ndo houve muita diferenca de
reatividade do conjugado quando utilizamos a placa 4°C em comparacdo com a placa -20°C,
porém o valor de especificidade (E=85%) foi maior quando foram usadas as placas a 4°C
(Figura 25, Tabela 8).
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Correlacionando os dados obtidos com o conjugado do kit (-20°C) com os conjugados
diluidos em Guardian™ (4°C ou 37°C), verificamos que os valores de absorbancia para as
amostras positivas sdo maiores para o0 conjugado atual, e isso pode ser atribuido ao fato de o
conjugado apenas ser aprovado para compor o Kit, quando este alcanca valores de absorbancia
preconizados no manual do kit EIE-LVC. Ao compararmos os resultados utilizando todos os
conjugados verificamos que estes detectaram as amostras positivas e negativas, com valores
de absorbancia que permitem a distincdo entre as amostras e que estes valores estdo dentro de
uma faixa aceitdvel, de acordo com o manual do kit. Sendo assim, sugerimos que 0s
conjugados obtidos sob as novas condigdes, o estabilizante Guardian™ e as placas a 4°C
poderiam ser utilizados para aumentar a validade dos kits e facilitar o processo de producao.

Os valores de especificidade e sensibilidade foram calculados para cada teste e estdo
descritos na Tabela 8. Para todos os conjugados ndo houve a deteccdo de falso negativo,
obtendo-se valores de 100% de sensibilidade. A deteccédo de falso positivo nos testes permitiu
variagOes de especificidade de 75 a 100%. Entretanto, ao observar os resultados obtidos com
0s conjugados 1, 2, 3 a 4°C, verificamos que o conjugado 3 apresentou maior valor de
especificidade que os demais. Esta constatacdo somada a maior estabilidade desse conjugado
observada nos testes de estabilidade a 4°C, obtidos nesta dissertagdo (Figura 21 D), nos
indicam que o conjugado 3 poderia ser uma boa alternativa para a produgéo do kit EIE-LVC
Bio-Manguinhos.

Tabela 8.
Valores de sensibilidade e especificidade dos testes de Elisa utilizando os conjugados 1, 2 e 3 submetidos a
temperaturas de 4°C e 37°C em placas estocadas a -20°C (kit) e placas estocadas a 4°C.

placas do kit —20°C placa kit | placa 4°C
Conjugado 1 Conjugado 2 Conjugado 3 | Conj Kit | Conj Kit
Temperatura dos 0 0 0 0 0 0 0 0
conjugados 4°C 37°C 4°C 37°C 4°C 37°C | -20°C -20°C
Especificidade 85% 100% 75% 85% 90% | 85% 75% 85%
Sensibilidade 100% 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 100%

Conj = conjugado
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Figura 25. Andlise dos valores de absorbancia a 450 nm obtidos utilizando os conjugados diluidos em

Guardian™ e conjugado do kit (-20°C), frente as amostras de

SOros caninos positivos e negativos para

leishmaniose. Placa —20°C x conjugado 1 / 4°C e 37°C (Quadrado vermelho e rosa respectivamente), placa —20°C
x conjugado 2 / 4°C e 37°C (triangulo verde escuro e verde claro respectivamente), placa —20°C x conjugado 3 /
4°C e 37°C (circulo azul claro e azul escuro, respectivamente), placa —20°C x conjugado do kit (triangulo lilés),
placa 4°C x conjugado kit (triangulo marrom). A faixa preta representa cada uma das linhas de corte (cut-off)
referente a aos controles negativos de cada teste.
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4.14 ANALISE DAS FRACOES REFERENTES AOS PICOS DO CONJUGADO 2
ORIUNDAS DA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE EXCLUSAO E PENEIRACAO
MOLECULAR

Em paralelo aos testes de estabilidade, para analisar as possiveis diferencas entre as
duas populagdes de conjugado visualizadas através da cromatografia analitica (Figura 26), o
conjugado 2 foi submetido a uma cromatografia de exclusdo e peneiracdo molecular
utilizando uma coluna superdex 200 HR 10/30, a fim de isolar as fragbes que compdem o pico
1 e 2 previamente observadas na Figura 26 C. Como representativo do pico 1 foi isolada a
fracdo 7 e como representativo do pico 2 foram isoladas as fracdes 8, 9, 10. De posse das
fracdes referentes as duas populacdes de conjugado, estas foram analisadas em relacdo a
conformagdo e a habilidade de reconhecimento de anticorpos.

Para analise da conformacéo foram realizados espectros de fluorescéncia das fracGes
referentes aos picos cromatograficos e do conjugado antes do fracionamento contendo as duas
populacdes de conjugado. Apds a normalizacdo dos espectros, pode se verificar que estes ndo
apresentavam desvios de espectro, o que seria indicativo de uma mudanca conformacional
mais brusca (Figura 26 A). Os espectros das diferentes populagcdes de conjugado apresentaram
variacfes na area de intensidade de fluorescéncia devido as diferencas de concentracdo
(Figura 26 A).

Em seguida, foram realizados testes de Elisa com as duas diferentes populacGes e estas
foram capazes de reconhecer o anticorpo gerando resultados esperados ao utilizar controles

positivos e negativos (Figura 26 B).
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Figura 26. Analise das fragdes obtidas durante o processo de separacdo de fragdes que compdem o conjugado 2
(pico 1 - fracdo 7 e pico 2 fragGes 8, 9 e 10). (A) Separacao de fragdes cromatograficas do conjugado 2 pelo
método de SEC — A coluna Superdex 200 de 24 mL de volume total foi equilibrada em Tampédo Fosfato de
Sodio, pH 7,0, com um fluxo de 1 mL/min, pressdo maxima de 1.5 Mpa e a absorbancia foi detectada em 220
nm (vermelho) e 280 nm (azul). O volume injetado do conjugado 2 foi de 1 mL e o fracionamento foi de 1 mL.
(B) Espectros de intensidade de fluorescéncia do conjugado 2 e das fracdes da cromatografia. (C) Representacdo
grafica do teste de Elisa utilizando as duas fracdes cromatograficas do conjugado 2 e os controles negativo e
positivo.
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4.15 ANALISE CONFORMACIONAL DA HRP NATIVA E OXIDADA POR
METAPERIODATO DE SODIO

Para verificar se existe diferenca conformacional entre a HRP nativa e oxidada foi
realizada uma curva de concentracdo de metaperiodado de sodio entre 50 a 5000 UM Apos a
incubacdo da HRP na auséncia e na presenca do metaperiodato, os espectros de intensidade de
fluorescéncia foram obtidos a cada concentracdo. Foi verificada uma diminuicdo da area
espectral de fluorescéncia apds a ativacdo da HRP e esta diminuicdo de area espectral foi
dependente de concentragdo. Esses dados sugerem que existe diferenca conformacional entre
a peroxidase nativa e oxidada, e que a mudanca conformacional deve ser devido a mudanca
no ambiente quimico do triptofano apds a adicdo do metaperiodato de sédio. A curva foi
realizada nas concentracOes descritas acima, visto que concentragfes superiores de

metaperiodato de sédio impediram a visualizacdo dos espectros.

Figura 27. Espectros de intensidade de fluorescéncia da HRP em diferentes concentracfes de metaperidodato de
sodio. A variagao ocorreu de 50 até 5000 puM. Os espectros foram feitos a temperatura de 25°C.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

E interessante observar que até o momento a producdo de conjugados, ainda que
seguindo rigorosamente as etapas de producdo dentro das BPF, ndo implementou novas
técnicas no processo de purificacdo da IgG e a conjugacdo a HRP. Nesta dissertacao,
primeiramente, foram realizadas otimiza¢Ges no processo de obtencdo da imunoglobulina.
Neste contexto, sugerimos a substituicdo das técnicas de dialise e cromatografia de troca
ibnica em DEAE Sephacel (GE Healthcare) pela dessalinizacdo e cromatografia de troca
ibnica em poros HQ.

Outra abordagem utilizada nesta dissertacdo foi realizar a caracterizagdo fisico-
quimica e imunoldgica tanto da imunoglobulina como do conjugado a fim de obter mais
informacBes acerca da IgG e do conjugado IgG-HRP. Esta caracterizacdo também teve o
objetivo de selecionar técnicas que possam ser usadas como controles de processo e estender
0 uso dessas metodologias para o0 processo de producdo. Sendo assim, sugerimos que as
etapas de quantificacdo proteica, SDS-PAGE, IEF-PAGE, SEC, fluorescéncia e dicroismo
circular possam ser incorporadas como controles de processo ao processo de producdo para
analise conformacional dos conjugados obtidos.

Para testar a melhor relacdo de metaperiodato de sédio e borohidreto de sddio no
processo de conjugacdo por aminacao redutiva, foram produzidos 4 tipos de conjugados. Ao
compararmos os resultados obtidos com os diferentes tipos de conjugados, pode-se observar
gue estes ndo apresentaram resultados muito discrepantes. No entanto, o conjugado produzido
com maior concentracdo de metaperiodato de sédio (Conjugado 3) pode representar um ganho
para 0 processo de producdo, visto que este apresentou melhor resultado nos testes de Elisa a
4°C, manteve a estabilidade durante 45 dias nos testes de estabilidade acelerada e apresentou
valor de especificidade (E=90%) em Elisa comparativo (Figura 25). Além disso, de acordo
com os dados da SEC, o conjugado 3 apresenta maior contetdo de conjugados com maior
massa molecular (macroconjugado) e ndo apresenta HRP livre apds a conjugacdo (Figura 16
B). Segundo Hermanson, 2008, a selecdo dos tipos de complexos anticorpo-enzima de acordo
com a massa molecular é importante, pois a habilidade de reconhecimento do conjugado
depende do ensaio no qual este serd aplicado. Neste contexto, 0s macroconjugados sdo mais
apropriados para os testes de Elisa e testes em microplacas (HERMANSON, 2008).

Com a finalidade de avaliar um novo conjunto de insumos, a saber: conjugados

obtidos sob novas condicOes, placas revestidas com a solugdo post-coating e o estabilizante
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Guardian™ foram realizados testes de estabilidade acelerada. Estes testes apresentaram
resultados favoraveis indicando que estes insumos podem ser utilizados para armazenagem do
kit EIE-LVC na temperatura de 2°C a 8°C.

Apesar do conhecimento de que toda modificacdo no processo de producdo no que se
refere & legislacéo, precisa ser feita com a anuéncia da ANVISA. Tais medidas precisam ser
avaliadas e oportunamente executadas mediante os resultados desta dissertagdo. Dessa forma,
a introducdo de novas etapas bem como a otimizacdo de etapas existentes no processo de
producdo dos conjugados permitird a modernizacdo no processo de producdo com intuito de
obter conjugados cada vez mais reprodutiveis. Esse projeto amplia o conhecimento
imunolégico e fisico-quimico em torno dos conjugados IgG-HRP, vistos anteriormente apenas
como uma ferramenta de trabalho e inicia a busca pela qualidade de producdo de insumos

componentes dos kits de diagnostico.
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6 CONCLUSOES

1. As etapas para obtencdo da imunoglobulina, como a etapa de dessalinizacdo em
conjunto com a purificagdo de troca idnica em coluna Poros HQ podem ser
implementadas visando a producgdo do kit EIE-LVC em um periodo menor de tempo.

2. As etapas como SDS-PAGE, quantificacdo por BCA, IEF, fluorescéncia e dicroismo
circular podem ser inseridas na producéo do kit EIE-LVC como controles de processo

dos conjugados produzidos.

3. Os conjugados produzidos com um pequeno acréscimo de metaperiodato de sédio
representaram um aumento de estabilidade do conjugado segundo os dados de

caracterizagdo imunoldgica por Elisa.

4. Os conjugados obtidos sob novas condi¢fes em conjunto com as placas revestidas
com a solucdo post-coating e o estabilizante Guardian™ podem ser utilizados para

armazenagem do kit EIE-LVC na temperatura de 2°C a 8°C.
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ANEXO A - REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DE UM TESTE EIE PARA
DETERMINACAO DA REPRODUTIBILIDADE E ESTABILIDADE DOS CONJUGADOS
1, 2 E 3 MANTIDO EM DIFERENTES TEMPERATURAS (4°C, 37°C e 50°C).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Cc1/4°C 41 42 43 44 45 81 82 83 84 85 C+ C-
Cc1/37°C 41 42 43 44 45 81 82 83 84 85 Chr C-
Cc2/37°C 41 42 43 44 45 81 82 83 84 85 C+ C-
c3/4°C 41 42 43 44 45 81 82 83 84 85 C+ C-
ss C14°C
8 C+ C- SS C+ C- SS C+ C- SS ssC137° | ssC237°

C1/50°C C2/50°C C3/50°C

C+ = controle positivo, C- = controle negativo, SS = reagdo sem soro, C1 = conjugado 1, C2 = conjugado 2 e C3
= conjugado 3.



ANEXO B — CURVA DE CALIBRACAO DA COLUNA PROTEIN PAK

_Retention

+

Lo

)|E |‘§I'QS

Model: Linear(log Mw)

v=A *log(x)+B

A =-2.94640E+000
B=1.40190E+001

Explained variance = 98.512 %
Correlation = -0.9936

Number of point(s) = 8

log(Mol size)

Retention Molecular size Log(Molecular size)
ml kDa

5.21 669.000 2.83

0.38 440.000 2.64

7.21 240.000 2.38

7.66 158.000 2.20

8.60 75.000 1.88

9.89 29.000 1.46

10.63 13.700 1.14

11.39 6.500 0.81
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