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RESUMO

Os agrotéxicos sdo substincias usadas para exterminar pragas ou doencgas que
causam danos as plantagdes. Os organofosforados sfo agrotoxicos responsiveis
por 70% das intoxicacdes ocupacionais e atuam inibindo a enzima
acetilcolinesterase por meio da fosforilacio do aminoacido serina do sitio ativo.
Existem diversos métodos de diagndstico para monitorar a exposi¢do a estes
compostos, tais como: identificacdo e andlise quantitativa de compostos livres no
plasma; identificacdo e andlise quantitativa de metabdlitos na urina; determinacao
da atividade de colinesterases no plasma ou no sangue total. Entretanto, estas
metodologias possuem algumas limitagdes, como por exemplo, a falta de
especificidade, tecnologias de andlise caras e varia¢gdes interindividuais (sexo,
idade, etc.). Uma tentativa de contornar estas limitacdes na quantificacdo da
atividade de colinesterases é o desenvolvimento de metodologias baseadas na
deteccdo da enzima fosforilada através de técnicas imunoquimicas. Este estudo
teve como objetivo desenvolver um método de imunoensaio para o diagndstico
ripido da exposicdo humana aos organofosforados pela deteccdo de
acetilcolinesterase inibida no sangue humano por anticorpos avidrios produzidos
contra uma sequéncia de aminodcidos ao redor da serina fosforilada do centro
catalitico da enzima. Para isto, foram adquiridos dois decapeptideos sintéticos
correspondentes ao sitio catalitico "ndo fosforilado" (SOH) e outro com o residuo
de serina fosforilado (SOP). Estes peptideos foram conjugados com albumina
bovina de soro (BSA), injetados em galinhas poedeiras da ragca Isa-Brown e
anticorpos IgY foram obtidas das gemas dos ovos das galinhas imunizadas. A
especificidade dos anticorpos IgY anti-SOH e anti-SOP foi testada por meio de
métodos ELISA constatando-se que estes anticorpos reconhecem os peptideos
livres, os peptideos conjugados com BSA e a préopria BSA. Além disso, ocorreu
uma significativa reacdo cruzada, ou seja, os anticorpos IgY anti-SOH e anti-SOP
ndo conseguiram diferenciar os peptideo SOH e SOP. Estes resultados ndo
permitem a indicacdo destes anticorpos para o desenvolvimento de métodos para

diagnéstico de intoxicagdo.

Palavras chave: Inseticidas Organofosforados; Acetilcolinesterase; IgY

avidria;Imunoensaio;
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ABSTRACT

Pesticides are chemical substances used to control plagues and diseases in
plantations. Organophosphates are the pesticides involved in 70% of the
occupational intoxications and act inhibiting the enzyme acetylcholinesterase by
phosphorylation of the serine residue of catalytic centre. There are several
methods for monitoring the exposition to these compounds, as so: identification
and assay the free compounds into plasma; identification and assay metabolites
into urine; cholinesterases assay into plasma or blood. However, these methods
have some limitations, as for example lack of specificity, expensive analytical
technologies and inter-individual variety (sex, age, etc.). One way to outline these
limitations on cholinesterase assay is the development of methods based on
phospho-enzyme detection by imunochemical techniques. This study have had the
objective to developing an imuno-assay method for rapid diagnosis of human
exposition to organophosphorus compounds by imuno-detection of inhibited
acetylcholinesterase using aviary antibodies produced against a peptide sequence
of the catalytic centre around phospho-serine residue. Two synthetic decapeptides
were bought: one with the sequence of "not-phosphorylated" catalytic centre
(SOH) and another with a serine-phosphorylated residue. These peptides were
conjugated with bovine serum albumin (BSA), injected into Isa-Brown hens and
antibodies IgY were isolated from egg yolk of immunized hens. The specificity of
IgY anti-SOH and anti-SOP was tested using ELISA methods showing that these
antibodies recognize free peptides, conjugated peptides and BSA. In addition,
there was a significant cross reaction, or in other words, the antibodies IgY anti-
SOH and anti-SOP failed on differentiate the peptide SOH and SOP. These results
do not allow the indication of these antibodies for developing methods for

intoxication diagnosis.

Keywords: Insectides Organophosphates; Acetylcholinesterase; avian I1gY;
Immunoassay.
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1 INTRODUCAO

Este projeto pretendeu desenvolver um método de imunoensaio para a
avaliacao da exposicdo aguda aos organofosforados (OP). No presente estudo foi
avaliada a detecgdo da acetilcolinesterase (AChE) eritrocitdria inibida por meio da

hemaglutinacdo direta com anticorpos policlonais aviarios.

O século XX caracterizou-se, entre outros aspectos, por intenso e continuo
processo de mudancas tecnoldgicas e organizacionais que atingiram o mundo da
produgdo acarretando grandes transformacdes nas formas, nos processos e nas
relacdes de trabalho. A agricultura, que por séculos foi o meio de subsisténcia dos
trabalhadores rurais, converteu-se numa atividade orientada para a producio

comercial.

Historicamente, a evolucdo da utilizacdo dos agrotoxicos foi demarcada por
dois periodos distintos, separados entre si pela Segunda Guerra Mundial. No
periodo anterior utilizavam-se compostos inorginicos e extratos vegetais para o
controle de pragas, tais como a nicotina e a rotenona. O segundo periodo foi
marcado pela descoberta das propriedades inseticidas do dicloro-difenil-
tricloroetano (DDT), pertencente a classe dos inseticidas organoclorados, que sido
caracterizados por sua alta estabilidade no meio ambiente e seu potencial
inseticida, tornando o DDT amplamente utilizado (Larini, 1999). Entretanto, tais
caracteristicas fisico-quimicas, associadas a sua lipossolubilidade e capacidade de
acumular-se nas células gordurosas, conduzem a biomagnificacdo e a
bioacumulacdo do DDT nos organismos vivos e nas cadeias alimentares. Este
fendmeno gerou graves problemas ambientais e para a saidde, o que levou a
proibicdo desta classe para uso agricola, exceto para campanhas de saide publica
no combate a vetores como o da maldria. Esta proibicdo deste agente quimico

levou um aumento do uso de outros pesticidas (SINDAG, 2008).

Na década de 60, o processo de alteracdes tecnoldgicas da agricultura,
levando a modernizacédo desta atividade através da mecanizagdo, substitui a méo-
de-obra pelas maquinas e também pela introducdo dos agrotéxicos no campo. Este

processo foi conhecido como “Revolug¢do Verde” (Abramoyay, 1992; OIT, 2001).
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No Brasil, a Revolucdo Verde foi responsdvel pela introducdao de profundas
mudanc¢as nos processos agricolas com grandes impactos sobre o meio ambiente,
gerados pela utilizacdo de produtos quimicos devido ao aumento da produgdo
agricola; instalacdes de industrias produtoras e formuladoras de agrotéxicos; e
estimulo do governo, através do crédito rural, para o consumo de agrotéxicos e

fertilizantes (Meirelles, 1996; Alves & Oliveira-Silva, 2003).

Entretanto, esta revolucdo gerou um grande nimero de intoxicacdes
humanas por agrotéxicos, devido ao fato da populacdo rural estar despreparada, ou
seja, sem nenhum treinamento apropriado para manipulagio destes agentes, sendo
exposta a um grande nimero de substincias potencialmente téxicas além da ampla
degradacdo ambiental gerada pelo uso descontrolado (Oliveira-Silva & MEYER,
2003). A utilizacdo destes agentes quimicos teve, como conseqiiéncia, grandes

impactos na satide e no meio ambiente.

Dentre os impactos ao meio ambiente, a contaminacgdo de cole¢des de dguas
superficiais e subterrineas acaba servindo como transportadora destes
contaminantes para outras localidades, tornando-se também motivo de

preocupacio.

Os efeitos na saide humana causados pelos agrotéxicos podem ser de dois
tipos: agudos e cronicos. Os efeitos agudos ocorrem depois da exposi¢cdo a
concentragdes de agentes toxicos capazes de causarem danos em um periodo de 24
horas. Tais efeitos sdo facilmente observaveis, tais como convulsdes, nauseas,
vomitos, dificuldade respiratéria e espasmos musculares (OPS, 1996). Os efeitos
cronicos sdo gerados a partir de exposi¢do continuada a doses relativamente baixas
do agente, podendo apresentar sintomas em semanas ou meses apds a exposicao.
Efeitos neurotdéxicos, alteragdes cromossomiais, lesdes renais, lesdes hepadticas,
canceres e efeitos reprodutivos sdo efeitos cronicos observados apds exposicido a

baixas doses (OPS, 1996).

O Brasil é responsavel por 50% dos agrotoxicos utilizados na América
Latina, o que envolveu um comércio de cerca de 6,3 bilhdes de d6lares em 2007
(ABIQUIM, 2009). Ocupa ainda o segundo lugar no ranking mundial como

consumidor de agrotéxicos (Kleffmann, 2009), sendo a Regido Sudeste



Brum, BC 3

responsavel por 40% de todo o consumo no pais, seguindo-se as regides Sul e

Centro-Oeste (Peres & Moreira, 2003).

Cerca de trés milhdes de pessoas sdo contaminadas por agrotéxicos no
mundo, sendo 70% em paises em desenvolvimento. Estes paises sdo responsaveis
por 20% do uso de agrotéxicos (WHO, 1985). No Brasil, o 6rgao responsivel
pelos registros de intoxicacdes é o Sistema Nacional de Informagdes Toéxico-
Farmacolégicas (SINITOX), que também fornece informacdes toxicoldgicas e
farmacoldgicas sobre medicamentos e agentes toxicos existentes em nosso meio.
No ano de 2000, este 6rgdo registrou 5.127 casos de intoxicacdo em geral, com
141 o6bitos (SINITOX, 2003). Em 2006, dos 6.588 casos de intoxicagdes atribuidos
a circunstincia ocupacional, 1.874 (28,4%) das intoxicacdes foram atribuidas aos

agrotoxicos de uso agricola (SINITOX, 2006).

Existem diversas metodologias para o diagndstico da exposi¢do a
agrotoxicos. Para a classe dos organofosforados, um dos métodos atualmente
utilizado consiste na determinagdo da atividade da AChE. Esta avaliacdo ¢
interpretada a partir do percentual de inibicdo da atividade dessa enzima.
Entretanto, existem limitacdes como a auséncia de valores de referéncia de
normalidade padronizados para a atividade enzimdtica, a ndo especificidade do
método por ter outros agentes ou varidveis que tem influéncia nesta atividade,

além da variabilidade inter e intraindividual (Worek et al.,2005).

As limitagdes existentes nas metodologias empregadas no monitoramento
biolégico da exposicdo aos organofosforados dificultam o diagndstico e, por
consequéncia, a terapéutica. Metodologias alternativas estdo sendo estudadas para
este fim, tais como os imunoensaios, que sdo técnicas de facil aplicacdo e de baixo

custo.

E neste contexto que este estudo se insere: O desenvolvimento de uma
metodologia que supra as limitacdes dos métodos aplicados atualmente para o
diagnéstico da intoxicagdo por inibidores de acetilcolinesterase, que seja rdpido,
de baixo custo e com a possibilidade de execu¢do em campo. O método alternativo
desenvolvido neste estudo utiliza anticorpos policlonais avidrios, do tipo IgY,

produzido a partir de gemas de galinhas poedeiras que estdo sendo usados em
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substitui¢cdo aos anticorpos produzidos em mamiferos e roedores. Esta substituicdo
tem sido indicada por promover o bem estar animal e por garantir uma produgdo

constante durante toda a vida util da ave.

Apesar da existéncia de alguns imunoensaios para a avaliacdo da exposicao
a organofosforados, o presente trabalho diferencia-se dos demais pelas seguintes
razdes: (1) o animal utilizado para a obtencdo dos anticorpos foi a galinha, que é
produtora do anticorpo IgY nas suas gemas; (2) o uso de hemaglutinacéo direta em
lamina é um método de revelagdo simples que pode ser usado em situagdes de

emergéncia.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Os agrotéxicos sdo definidos pela FAO como "qualquer substdncia, ou
mistura de substancias, usadas para prevenir, destruir ou controlar qualquer praga,
incluindo vetores de doencas humanas e animais, espécies indesejadas de plantas
ou animais causadoras de danos durante (ou interferindo na) producgio,
processamento, estocagem, transporte ou distribuicdo de alimentos, produtos
agricolas, madeiras e derivados ou que deva ser administrada para o controle de
insetos, aracnideos e outras pestes que acometem os corpos de animais de criagdo"”

(FAO, 2003).

Estes compostos podem ser classificados de acordo com a sua finalidade de
uso. O primeiro tipo é através de seu grupo quimico como os organoclorados,
carbamatos, piretrdides, organofosforados, dentre outros. Também, de acordo com
a sua toxicodinamica, (anticoagulantes, anticolinérgicos, dentre outros), a agio
sobre a espécie alvo (inseticidas, fungicidas, herbicidas, dentre outros.) (Hogstedt,
1992; Fengsheng, 1993)9,10. Outra classificacdo, que ¢é estabelecida pela
Organizagdo Mundial de Saude (OMS), separa os agrotéxicos em quatro
categorias: extremamente perigosos (classe la), altamente perigosos (classe Ib),
moderadamente perigosos (classe II) e levemente perigosos (classe III). Este
sistema é reforcado por uma simbologia cromdtica (vermelho, amarelo, verde e

azul) (WHO, 1996; OLIVEIRA-SILVA, 2000).

Os agrotéxicos da classe dos organofosforados surgiram inicialmente com
intuitos bélicos durante a Segunda Guerra Mundial. Estas substdncias foram
desenvolvidas na Alemanha por Gerhard Schrader e ficaram conhecidas como
"gases dos nervos" (Larini, 1999). Apds a guerra foram feitas modificagdes nas
moléculas a fim de reduzir sua toxicidade para que pudessem ter outros tipo de
uso. Atualmente s@o utilizados na agricultura, em ambientes domésticos como

inseticidas e para o controle de vetores (Moraes, 1981).

Representando 70% dos casos de intoxicacdes por exposicdo ocupacional

(Garcia, 2001), os organofosforados sdo os agrotéxicos mais utilizados devido ao
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seu baixo custo, sua baixa estabilidade no ambiente e sua alta efetividade contra

diferentes espécies de insetos (Worek et al., 2005).

2.1 Caracteristicas dos inseticidas organofosforados

Devido a alta lipossolubilidade, os organofosforados sdo absorvidos pelo
organismo humano através da pele, da via respiratdria, do trato gastrointestinal e
das mucosas (Costa, 2007). A principal via de exposi¢cdo ocupacional é a via
dérmica e a via respiratéria. A exposi¢cdo por via dérmica ocorre quando
individuos aplicam agrotdxicos organofosforados através de pulverizacdo. Devido
ao clima quente do Brasil, a absor¢do por via dérmica é aumentada. A exposi¢do
por via respiratéria ocorre na atividade de formulacdo ou por aerosséis. Apods a
absor¢cdo, sdo distribuidos no organismo concentrando-se especialmente nos
tecidos adiposos, figado, rins, glandulas salivares, tiredide, pancreas, pulmdes e
paredes do intestino e estdmago e em menor propor¢ao no sistema nervoso central

e musculos (Larini, 1999).

No organismo humano sofrem rdpida metabolizacdo e geram metabdlitos
hidrossoliveis. O processo para formacdo destes metabdlitos envolve vérios tipos
de rea¢des como hidrélises, oxidacdes e conjugacdes. A substituicdo do dtomo de
enxofre pelo dtomo de oxigénio, processo conhecido como dessulfuragio
oxidativa, faz com que estes compostos se tornem toxicologicamente ativos. A
principal via de eliminacgdo € a urina, e em pequenas propor¢des as fezes, durante

as primeiras 48 horas apds a exposicao (Larini, 1999).

2.2 Acetilcolinesterase

z

A AChHE pertence a familia das esterases e é responsdvel pela degradacdo
do neurotransmissor acetilcolina presente nas fendas sindpticas nervosas e na
placa motora. A AChE também € encontrada na membrana externa dos eritrocitos
(Fukuto, 1990; Taylor, 1991; Lotti, 1995; Marrs, 2007). Esta degrada¢do forma
dois produtos: a colina e o 4cido acético (Figura 1). A acetilcolina é responsavel
pelos impulsos nervosos nas jungdes colinérgicas sindpticas e neuromusculares. O
sitio ativo da AChE consiste de dois dominios: o dominio esterdsico e o dominio

anidnico como ilustra a Figura 2 (Marrs, 2007). A acetilcolina é levada ao sitio
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ativo da enzima por atracado eletrostdtica através de um canal hidrofébico. No sitio
ativo ocorre a acetilacdo do aminoédcido serina do sitio esterdsico resultando em
uma enzima acetilada. Esta é a etapa que depende da enzima j4 que em seguida
ocorre uma desacetilacdo espontanea liberando a enzima para um novo ciclo
(Fukuto, 1990). Além desta enzima, outra esterase da mesma familia, a
butirilcolinesterase (BChE), também conhecida como colinesterase do plasma ou
pseudocolinesterase, também pode agir sobre acetilcolina. Entretanto, a funcéo
fisiolégica desta enzima no homem permanece ainda desconhecida (Giacobini,

2001).

P

P i acne

CH3=N=~CHyCH20CCH3 ———e-
| Hp0O
CH3

ACh acetilcolina

g
cnaleq-cnzcnzou + CH3C-OH
CHj acido acético
colina

Figura 1 - Hidr6lise do neurotransmissor acetilcolina pela acdo da enzima AChE.
(adaptado de Fukuto, 1990).

i 0
W HO CH,
€07 ),
Sitio esterasico Sitio anidénico

Figura 2 - Sitio ativo da enzima AChE
(adaptado de Quinn, 1987).
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2.3 Mecanismo de acido dos organofosforados

Os agrotéxicos da classe dos organofosforados sdo compostos que té€m
como mecanismo de ag¢do a inibicdo de enzimas cujo mecanismo envolve uma
triade catalitica composta pelos aminodcidos serina, histina e acido glutdmico.
Estas enzimas podem ser chamadas de serina-hidrolases e a principal enzima
envolvida neste mecanismo de acdo é a AChE. A inibicdo desta enzima se da
através da fosforilagdo do aminodcido serina do sitio ativo da enzima, processo
analogo a acetilacdo quando da acdo da AChE sobre o seu substrato natural, a
acetilcolina. Desta forma, podemos dizer que os organofosforados sdo hemi-
substratos, capazes de serem atacados pela enzima formando um aduto de proteina
contendo um radical dialquil fosfato (EN-O-P[ORR']) que ¢ estdvel e resulta na
inibicdo da enzima (Figura 3). Esta inibicdo ndo é uma reagio irreversivel
diretamente ja que antes da formacgdo do aduto fosforilado a enzima forma um
complexo ndo-covalente com o organofosforado (Costa, 2007). Este tipo de
inibi¢cdo é chamado de "inibi¢do progressivamente irreversivel" (Silva Filho et al.,

2004).

v K 1 kp i »
En-OH + R-P-X T——— [En-OH-R-'P-x] E—————— En—O—lP-R + X
El{l R' R!
Complexo
ky

Figura 3 - Reacdo de inibicdo da AChE. En-OH: enzima acetilcolinesterase
(adaptado de Fukuto, 1990)

A inibi¢do da enzima AChE conduz a um acumulo de acetilcolina nas
fendas sindpticas que, por conseqiiéncia, leva ao surgimento da Sindrome
Colinérgica. Esta sindrome € caracterizada pela hiperestimulagdio do misculo
esquelético, dos musculos lisos e das glandulas secretoras. Altera, ainda, o sistema
nervoso central e a atividade cardiaca, que acarreta um comprometimento
cardiovascular e respiratério, podendo levar a morte (George et al., 2003). A
letalidade dos organofosforados ¢é atribuida a insuficiéncia respiratoria e os

sintomas clinicos de envenenamento severo sdo perda de consciéncia, auséncia de
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reflexos pupilares, secrecdo bronquiolar excessiva, estertor, dificuldade

respiratéria e cianose (Aprea ef al., 2002).

Considerando que o principal mecanismo de agdo dos organofosforados € a
inibicdo da acetilcolinesterase, e que sua ampla utilizacdo gera impactos na saide
humana e no meio ambiente, € necessario que se faca um biomonitoramento, ou
seja, um diagndstico do tipo de exposicdo para que seja feito um tratamento

adequado.

2.4 Avaliacao da exposicao aos agrotoxicos: Monitoramento Biolégico

O monitoramento bioldgico é definido como a avaliacdo das exposicdes a
substancias toxicas, ou metabdlitos, em tecidos, fluidos, secre¢des, excregdes,
dentre outros (Pivetta er al., 2001). Este tipo de procedimento pode ser efetuado
por meio de trés tipos de indicadores biolégicos: a) o indicador de dose interna,
que tem a capacidade de determinar a quantidade da substincia quimica e/ou
metabdlitos presentes em amostras biolégicas, como, sangue, urina ou tecidos; b)
o indicador de efeito, que se baseia nas alteragdes bioquimicas, isto €, avaliam as
conseqiiéncias da exposi¢do e ndo o agente causal; c) e o indicador de dose
efetiva, que detecta o produto formado pela ligacdo do agente quimico, ou de seus
metabdlitos, com receptores celulares (Aprea er al., 2002). A avaliagdo da
exposi¢do deve estar baseada no histérico da exposi¢cdo, na avaliagdo clinica e no

diagnéstico laboratorial.

Existem diversos métodos de diagnéstico utilizados para medir a exposicéo
aos organofosforados: a identificacdo e andlise quantitativa de compostos livres no
plasma; a identificacdo e andlise quantitativa de metabdlitos na urina; e a
determinagdo da atividade das colinesterases no plasma ou no sangue total (Worek

et al., 2005).

A determinacdo dos organofosforados ndo metabolizados pode ser feita por
cromatografia seguida de espectrometria de massa, tanto no sangue como na urina,
no conteddo gdstrico e, em casos fatais, no sistema nervoso central para
confirmacdo da intoxicacdo (Aprea et al., 2002). Entretanto, esta abordagem tem
limitacdes devido a curta meia vida destes compostos que s6 podem ser detectados

até poucas horas apds a exposi¢do (Worek et al., 2005).
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A maioria dos organofosforados, ao serem metabolizados, produz
metabdlitos alquilfosfatos que sdo excretados na urina como sais de soédio e
potdssio, que também podem ser detectados por cromatografia. A identificacdo
destes metaboOlitos na urina possui como vantagens a sensibilidade e a
possibilidade de identificar exposi¢cdes recentes e a baixas doses, além de ser um
método ndo invasivo. Entretanto, € um método analiticamente mais exigente por
necessitar de aparatos tecnoldgicos sofisticados e complexos. Outra desvantagem
que limita este tipo de diagndstico € a grande distancia entre os laboratérios e o

meio rural (Aprea et al., 2002).

A determinacao da atividade da enzima AChE é um método rdpido, barato e
conveniente que entretanto, possui diversas limitagdes. Uma limitagdo é ndo ser
um método especifico para organofosforados, ja4 que existem outros inibidores da
atividade enzimdtica da AChE, como os carbamatos. E um método que nao ¢
sensivel para detectar exposicdes a doses médias e baixas (Worek ef al., 2005).
Além disto, existem variacdes inter-individuais como sexo, idade e polimorfismos
genéticos, dentre outros, que podem afetar a avaliacdo deste biomarcador no
momento de estabelecer valores de referéncia de normalidade da atividade
enzimatica. Um exemplo desta metodologia é o KIT Lovibond, que é um método
semi-quantitativo que expressa valores da atividade enzimdtica em sangue total e

se baseia na mudanca de pH pela liberacdo do acido acético.

7z

A atividade da enzima AChE eritrocitaria ¢ a mais utilizada para fazer o
diagndstico da exposicdo devido ao fato de ser a dnica que reflete a inibi¢do nas
sinapses, ja que ¢ a mesma enzima (Cocker et al., 2002). A BChE serve apenas
como bioindicador de exposi¢do, mas ndo de toxicidade, enquanto que a AChE
eritrocitdria serve como bioindicador tanto de exposicdo como de efeito. A
correlagdo entre a atividade da AChE eritrocitdaria e a da AChE no cérebro vai
depender da farmacocinética do composto, da efetividade de cruzar a barreira
hemato-encefilica e da janela de tempo entre a exposi¢do e a medicdo da atividade

(Lotti, 1995).

As abordagens metodolégicas existentes para o diagndstico da intoxicacdo
por organofosforados possuem limitagdes que culminan na busca de alternativas

que possam suprir estes impasses. Uma proposta metodoldgica seria a utilizagio
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de imunoensaios. Os imunoensaios sdo testes analiticos que utilizam anticorpos

para diversas finalidades.

2.5 Anticorpos

Os anticorpos, também conhecidos como imunoglobulinas, séo
glicoproteinas de alto peso molecular e sua estrutura, em forma de Y, € composta
por duas cadeias leves e duas cadeias pesadas ligadas entre si por meio de pontes
dissulfeto. O sitio determinante da ligacdo dos anticorpos com antigenos
correspondentes encontra-se no topo da estrutura em Y e € denominado de
fragmento Fab. A especificidade dos anticorpos é determinada pela sequéncia de
aminodcidos encontrada no fragmento Fab. Em humanos, as imunoglobulinas sdo
agrupadas em cinco classes de anticorpos: I1gG, IgE, IgM, IgA e IgD, determinadas
pela sequéncia de aminodcidos da cadeia pesada e pela posicdo das pontes

dissulfeto (Gil & Kubota, 1999).

2.5.1 Imunoglobulina' Y

A imunoglobulina Y € encontrada em aves, répteis, anfibios e
provavelmente em peixes pulmonados, enquanto que a IgG é encontrada apenas
em mamiferos (Warr et al., 1995). Tanto a IgG e a IgY possuem duas cadeias
pesadas e duas cadeias leves. As cadeias leves tém um dominio varidvel e um
dominio constante, nas duas imunoglobulinas. O que varia entre as caracteristicas
destas imunoglobulinas é que a IgG possui um dominio varidvel e trés dominios
constantes em suas cadeias pesadas enquanto que a IgY possui um dominio
varidvel e quatro dominios constantes em sua cadeia pesada. Além disto, o peso
molecular da IgY é de aproximadamente 180kDa, enquanto que o peso molecular
da IgG é de aproximadamentel60kDa, conforme descrito na Figura 4 (Aradjo,

2007).

A imunoglobulina Y antes era chamada de IgG avidria por possuir uma
grande semelhanca com a IgG encontrada em mamiferos. Entretanto, Leslie e
Clem (1969) mostraram haver grandes diferencas entre estas duas moléculas.
Devido a isto, a imunoglobulina [gG avidria foi denominada de IgY (de yolk, gema

em inglés), j4 que a nomenclatura da IgG ja estava bem implementada. Estudos
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realizados com a imunoglobulina Y indicam que esta proteina deu origem as

imunoglobulinas de mamiferos IgG e IgE (Warr et al., 1995).

Os principais anticorpos encontrados nas galinhas s@o: IgA, IgM e IgY. Os
anticorpos IgA e IgM sido muito semelhantes aos dos mamiferos. Os anticorpos
IgA e IgM na galinha sf@o transferidos para o ovo, em pequena quantidade,
carreados pela albumina. Enquanto que o anticorpo IgY ¢ transferido para a gema

do ovo em quantidades compardveis ao do soro (Schade et al., 2001).

lgG
|| —
_ Cu2 Cuv3d Cud
-
G

Figura 4 - Comparacgio estrutural entre [gG(PM:160kDa) e IgY(PM:~180kDa).

VH: dominio varidvel da cadeia pesada e VL: dominio varidvel da cadeia leve; CL: dominio

constante da cadeia leve, Cvl, Cv2, Cv3 e Cv4:dominios constantes da cadeia pesada da IgY;
Cyl1, Cy2, Cy3: dominios constantes da IgG. (Fonte:Warr et al., 1995).

A substituicdo de mamiferos por aves (galinhas) para a producdo de anticorpos

policlonais € sugestiva por apresentarem inimeras vantagens, tais como:

e Economicamente vidvel, pois o0 modo de criacdo das galinhas é considerado de baixo

custo e simples (Araujo, 2007);

e Método ndo invasivo devido ao fato de que os anticorpos sdo transferidos para a gema,
ndo havendo a necessidade de coletas de sangue ou eutandsia como ocorre com a
utilizacdo de coelhos. Em 1999, o Office Vétérinaire Federal na Suica e o European

center for the validation of alternative methods (ECVAM) aprovou a utilizacdo de
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galinhas para produgdo de anticorpos como um método alternativo para o bem estar do

animal;

e Redugdo do nimero de animais utilizados, ji4 que a quantidade de anticorpos que se
obtém de uma s6 galinha é expressivamente maior que a producio de anticorpos em

mamiferos (coelhos);

e Necessitam de uma pequena quantidade de antigeno para hiperimunizagdo devido ao

baixo peso corpéreo destes;

® A quantidade de anticorpos produzidos em uma s6 ave pode chegar a 20 a 40 g de IgY
por ano (Schade et al., 2005), chegando a ser de 5 a 10 vezes maior que a produtividade

de IgG de um coelho;

® A producdo de anticorpos por estes animais se mantém em altos niveis de anticorpos

especificos por um longo periodo (Polson et al., 1980);

e A atividade e estrutura das IgYs se mantém estidvel entre os pH 4 ¢ 11 e em

temperaturas até 60° C, segundo FAN e colaboradores (2009)

2.6 Imunoensaios

Os imunoensaios se baseiam na reacdo entre antigeno e anticorpo in vitro e podem
ser utilizados para detectar ambos os componentes desta reacdo. Sdo empregados
anticorpos monoclonais ou policlonais. Os anticorpos policlonais sdo provenientes de
diversos clones da célula B e a obteng@o deste tipo de anticorpo € simples e de baixo custo
(Kendall, 2006). Os anticorpos monoclonais sdo produzidos por linhagens segregadas e
imortalizadas de linfécito B. Os anticorpos monoclonais sdo muito mais especificos que os
policlonais, entretanto o uso de anticorpos policlonais se dd mais frequentemente quando

se quer analisar uma classe de poluentes na sua totalidade (Gil & Kubota, 1999).

Os imunoensaios t€ém limitacdes em detectar a presenca de antigenos quando estes
tétm um peso molecular relativamente baixo. Entretanto, esta limitacdo é solucionada
quando se conjuga estes antigenos a proteinas carreadoras como a albumina (Gil &
Kubota, 1999). Com relacio a concentracdo de anticorpos obtidos em animais de
producgdo, vai depender da natureza do antigeno e do sistema imune do animal de
experimentacdo que ird produzi-los. Os animais que sdo geralmente utilizados para a

producdo de anticorpos sdo os ratos, camundongos e coelhos, animais adaptados as
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condicdes laboratoriais. Para a obtenc@o de quantidades suficientes de anticorpos se faz

necessaria a eutandsia destes animais (Schade et al., 2001).

2.6.1 Imunoensaios aplicados a organofosforados

Existem diversas propostas e estudos a respeito do biomonitoramento da exposicao
a organofosforados baseado em imunoensaios. Wang e colaboradores (2008) propdem um
imunoensaio eletroquimico que detecta diretamente a AChE fosforilada. Outra proposta é
um imunoensaio baseado na adsorcdo de zirconio aos grupos fosféricos encontrados na

enzima AChE inibida por organofosforados (Wang et al., 2009).

Liu e colaboradores (2008) desenvolveram um imunosensor que pode detectar
exposicoes a organofosforados usando 6xido de zirconio (ZrO,) como agente de
reconhecimento do aduto de proteina fosforilada. Um anticorpo ligado a nanoparticulas é

responsdvel pela deteccdo eletroquimica do aduto de proteina.

George et al. em 2003 conseguiram obter anticorpos policlonais contra um peptideo
sintético conjugado a molécula carreadora keyhole limpet hemocyanin (KLH), peptideo
este, correspondente a regido do sitio ativo da enzima AChE, que ¢ inibida por
organofosforados através da fosforilagdo do aminodcido serina deste sitio ativo (George et
al., 2003). Os autores conseguiram demonstrar que a simples fosforilacio da serina
presente nesta sequéncia jid quebra o reconhecimento pelo anticorpo, indicando a
possibilidade de producdo de anticorpos que sejam capazes de reconhecer o tipo de aduto

de proteina gerado pela inibi¢cao da AChE.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Desenvolver um método de imunoensaio com anticorpos avidrios para a
deteccdo da exposi¢do a compostos organofosforados pela deteccdo de

acetilcolinesterase inibida no sangue humano por hemaglutinacéo direta.

3.2 Objetivos especificos

e Obter anticorpos avidrios IgY contra peptideo sintéticos com sequéncias
correspondentes ao sitio ativo da acetilcolinesterase humana normal (SOH) e

fosforilada (SOP)

e Avaliar in vitro a atividade dos anticorpos anti-SOH e anti-SOP frente aos

peptideos correspondentes;

e Testar in vitro a especificidade dos anticorpos anti-SOH e SOP contra hemacias

humanas integras através de hemaglutinagio direta.
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4 Material e Métodos

4.1 Material
4.1.1 Peptideos sintéticos

Os peptideos sintéticos correspondentes a regido do sitio ativo da AChE
humana, com o residuo serina livre (SOH) e com esta serina fosforilada (SOP),
foram adquiridos da empresa Peptides International. O peptideo SOH (H-Thr-Leu-
Phe-Gly-Glu-Ser-Ala-Gly-Ala-Ala-OH) possui peso molecular de 0,923kDa e o
peptideo SOP (H-Thr-Leu-Phe-Gly-Glu-Ser[H,PO3]-Ala-Gly-Ala-Ala-OH) possui
peso molecular de 1,003kDa.

4.1.2 Animais

Os animais utilizados para este projeto foram galinhas poedeiras da raga
Isa-Brown, em fase inicial de postura, oriundas de uma granja situada em Campo
Grande, no Rio de Janeiro, com idade entre 18-20 semanas. Foram utilizadas 4
galinhas para este estudo. Estas aves encontravam-se vacinadas contra as
principais doencgas avidrias e foram previamente selecionadas com um peso médio
de 1,8kg e nivel de postura de aproximadamente 5 ovos por semana. Durante o
projeto as aves permaneceram na granja. Ao final da fase de postura as aves serdo
eutanasiadas por meio de deslocamento da coluna cervical. As carcacas serdo
descartadas na FIOCRUZ como residuo bioldgico A4, segundo a resolucdo da
ANVISA RDC No 306, de 7 de dezembro de 2004. De acordo com esta
regulamentacdo, os residuos bioldgicos gerados neste estudo serdo dispostos
formolizados em local devidamente licenciado para descarte final de residuos de
servico de satde. No caso deste projeto, os residuos serdo acondicionados em
sacos brancos leitosos e descartados nas lixeiras da cor branca encontradas na
ENSP, em hora e local combinados com o Escritério de Biosseguranca. Apds o seu
descarte, serd informado ao Escritério de Biosseguranca a quantidade e peso dos
residuos que foram descartados. Com uma antecedéncia de 24 horas serd emitido
um documento de autorizagdo para a entrada das carcagas na FIOCRUZ e a

Comissdo de Biosseguranca da ENSP serd comunicada da entrada deste residuo
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biolégico na instituicdo. Estes procedimentos foram sugeridos pela Comissdo de

Etica no uso de animais sob o registro LW-22/09.

4.1.3 Doadores humanos

A enzima AChE eritrocitiria humana foi obtida por meio de andlise em
amostras de sangue humano coletadas de 10 voluntidrios do Laboratério de
Toxicologia do Centro de Estudos da Saidde do Trabalhador e Ecologia Humana
(CESTEH) da Fundagdo Oswaldo Cruz, de ambos os sexos, com idade entre 18 e
55 anos. O sangue foi coletado por meio de puncdo venosa com agulhas
descartdveis em tubos vacuntainer heparinizados. Foram coletados num volume
total de 10mL em cada coleta (com previsdo de trés coletas ao longo de todo o
projeto). As amostras bioldgicas foram utilizadas somente para o desenvolvimento
deste imunoensaio e descartadas posteriormente em caixas coletoras de materiais
perfurocortantes. O critério de inclusdo para a participacdo do projeto foi quem
consentiu ao assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, ser ambos os
sexos, com idade entre 18 e 55 anos. E como critério de exclusdo da pesquisa
aqueles que ndo apresentaram faixa etdria determinada. Numero da licenga do

Comité de Etica em Pesquisa: 108/09.

4.1.4 Reagentes

Etanol absoluto, 4cido acético, Comassie blue, nitrato de prata,
formaldeido, metanol, Tween 20, dcido cloridrico (HCI), glicose, cloreto de sédio
(NaCl), hidréxido de sédio (NaOH), solucdo de sulfato de cobre anidro, solugdo de
tartarato de sédio e potdssio, solucdo de carbonato de sédio, citrato de sédio, tris
(hidroximetil) amino metano (Tris), sulfato dodecil de sédio (SDS) e acido citrico
foram adquiridos de VETEC Co. Albumina bovina ultrapurificada, hidrocloreto de
N-N-dimetilaminopropil-N-etil-carbodiimida (EDPC), adjuvante completo de
Freund, adjuvante incompleto de Freund, polietilenoglicol 8000 (PEG), glicerol,
tampdo carbonato bicarbonato, tampdo citrato de fosfato, ditietrietol (DTT),
anticorpo anti-IgY, folin e albumina bovina foram adquiridas de Sigma Aldrich
Co. EDTA foi adquirido pela Invitrogen Co., a glicina pela Merck Co.. Conjugado
anti-IgY ligado a peroxidase (HRP) e o-fenilenodiamina (OPD) foram adquiridos

pela Promega Co. Acido Sulfiirico foi comprado pela Proquimios Co.
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4.2 Métodos
4.2.1 Conjugacdo dos peptideos SOH e SOP com albumina bovina

Uma solugdo com 1,25mg de albumina bovina (BSA) ultrapurificada
(Sigma Aldrich Co) dissolvida em SmL de PBS (pH 7,2) teve seu pH elevado para
8,3 com hidr6xido de sédio. Uma solugdo contendo 8mg dos peptideos dissolvidos
em 1 mL de PBS foi adicionada, gota a gota, a solucdo de BSA sob agitacdo e
temperatura ambiente. O pH foi ajustado a 8,3 com NaOH e o volume completado
para 10 mL com &4gua destilada. Em seguida, um total de 21mg de EDPC
(hidrocloreto de N-N-dimetilaminopropil-N-etil-carbodiimida) foram divididas em
quatro partes iguais, e cada parte adicionada em intervalos de duas horas a solugdo
de Peptideos-BSA, que ficou mantida sob agitagdo durante 8 horas, no escuro e a
4°C, conforme (Sousa, 2008) com algumas modificacdes. O conjugado foi
submetido a uma didlise utilizando a coluna Ultracel-PL (Sigma Aldrich Co), onde
as solucdes dos conjugados SOP-BSA e SOH-BSA foram inseridas e submetidas a
quatro centrifugacées a 4000rpm por 40 minutos. No intervalo de cada

centrifugacdo foi adicionado PBS a coluna.

4.2.2 Obtengdo da imunoglobulina Y (IgY) anti-SOH e anti-SOP

Os animais foram mantidos em galinheiros telados e arejados, em gaiolas
suspensas e individuais, com limpeza didria, recebendo racdo ao dia e &dgua
potavel ad libitum. Para a imunizagio das aves, a forma de contencdo utilizada foi
a mecanica, num periodo minimo de 5-10 minutos por ave. Duas galinhas foram
imunizadas com 200ug dos antigenos SOH e SOP livres, e duas com 200ug dos
conjugados SOH-BSA e SOP-BSA. Estes antigenos foram emulsionados em
0,1mg/mL de adjuvante completo de Freund e em seguida inoculados em dez
pontos do musculo peitoral da galinha, acompanhado de mais dois indculos com
0,1mg/mL de adjuvante incompleto, em intervalos de uma semana cada,
perfazendo trés semanas, totalizando um volume final de dose de 0,5mL
distribuidos entre os pontos de inoculagdo, dando 0,05ml por ponto. O
procedimento de inoculagdo foi realizado utilizando seringas de 3mL uma agulha
de calibre 25x8mm. Apds um intervalo de 20 dias depois do udltimo inoculo,

iniciou-se a coleta dos ovos.
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Os ovos foram coletados apds a postura natural das aves, rotulados e
armazenados em geladeira (4 a 8°C) até o momento da extragdo. As
imunoglobulinas IgY dos ovos colhidos foram extraidas pelo método de Polson e
colaboradores (1985). Primeiramente as gemas foram separadas da clara e em
seguida 10mL de gema foram transferidos para 40mL de PBS pH 7,6 contendo
1,75g de PEG 8000 3,5% p/v, homogeinizados e incubados por 20 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente este homogeneizado foi centrifugado
(Centrifuga Sorvall Legend RT) por 25 minutos a 5000g e temperatura ambiente.
O sobrenadante foi coletado e filtrado e o precipitado foi descartado. Foi
adicionado ao filtrado PEG 8000 para uma concentragio final de 12%, seguindo-se
homogeneizacgdo e incubac@o por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida,
o material foi centrifugado por 25 minutos a 5000g e temperatura ambiente. O
sedimento foi dissolvido em 25mL de PBS pH 7,6, adicionando-se 3g de PEG
8000 (concentracdo final de 12%p/v), incubando-se por 10 minutos e
centrifugando-se por 25 minutos a 5000g e temperatura ambiente. Foi descartado o
sobrenadante e¢ o sedimento foi dissolvido em 2,5mL de PBS pH 7,6 a 0°C e um
volume igual de etanol 50% a -20°C foi adicionado. Em seguida, o material foi
centrifugado por 25 minutos a 10000g e -5°C e o sobrenadante foi descartado. O

sedimento foi dissolvido em 2,5mL de PBS pH 7,6 e armazenado a -20°C.

Uma parte dos anticorpos IgY anti-SOP que foram purificados conforme
descrito anteriormente foi purificado por precipitacdo com sulfato de amodnio. Para
tanto, uma aliquota da solugdo de IgY teve seu pH ajustado para pH 7,4 com
NaOH e submetido a uma agitagdo a 7°C. Sulfato de amonio foi adicionado
lentamente para uma concentracdo final de 20% (p/v). Depois da precipitacdo a
agitacdo foi mantida por mais 30 minutos. Em seguida o material foi centrifugado
a 2000g por 20 minutos e ressuspenso em PBS pH 7,4. Estas solucdes foram
dialisadas contra PBS pH 7,4 utilizando colunas Centripep (Millipore) seguindo o

protocolo do fabricante e estocadas a 4°C.

4.2.3 SDS-PAGE

Os conjugados de peptideos com BSA e as imunoglobulinas IgY purificadas
foram caracterizados através de eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga
de lauril sulfato de sédio (SDS-PAGE), conforme Laemmli (1970). Aliquotas de

cada solugcdo foram desnaturadas em tampao de amostra (SDS; EDTA; Glicerol;
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Tris pH 8,3; B-mercaptoetanol, azul de bromofenol) por fervura durante 3 minutos.
As corridas foram feitas em gel a 12% e 10%, respectivamente, com corrente
constante de 50mA durante 30 minutos a temperatura ambiente na presenca de
tampdo de corrida com frente de glicina. Depois da corrida as proteinas foram
coradas por duas metodologias: prata e Comassie Blue. Na coloracdo por prata, o gel
foi imerso na solugdo de fixagdo (etanol/acido acético) por 30 minutos, sob agitac@o.
Depois da fixagdo, o gel foi retirado e colocado na solugdo de nitrato de prata por 30
minutos, sob agitagdo. Em seguida, os géis foram lavados rapidamente por duas vezes
com 4&gua, e colocados em solucdo reveladora (NaOH/formaldeido) até o
aparecimento das bandas, paralisando a coloragdo com solucdo de dcido acético a 5%.
Na coloragdo por Comassie Blue, o gel foi imerso na solugéo fixadora (4cido acético,
metanol, Comassie Blue R-259) por no minimo 2 horas ou overnight, quando

necessario. Em seguida o gel foi descorado com a solugdo metanol/acido acético.

4.2.4 ELISA indireto

A verificacdo da atividade dos anticorpos IgY anti-SOH, anti-SOP, anti-SOH-
BSA e anti-SOP-BSA foi feita através do ensaio imunoenzimatico (ELISA) segundo
VOLLER e colaboradores (1976) com modificacdes, no qual placas (Maxi Sorb,
Nunc) foram sensibilizadas com 100pL de solugdo dos seguintes antigenos diluidos
em tampdo carbonato/bicarbonato: peptideos SOH e SOP livres; peptideos SOH e
SOP conjugados com BSA (SOH-BSA e SOP-BSA) e BSA (Anexos 1, 2 e 3). A
adsor¢do dos antigenos foi feita com uma incubagdo a 4-8°C por 16 horas.
Posteriormente as placas foram lavadas duas vezes com 200 pL com PBS contendo
0,05% de Tween 20 (PBS-T). Os anticorpos foram diluidos em PBS-T com caseina
1% (leite em pd desnatado-MOLICO®), e, posteriormente, 100 pL. destas solugdes
foram aplicadas nos pogos e incubadas por 1h a 37°C. Apéds o bloqueio, as placas
foram lavadas 3 vezes como descrito acima. Em seguida foram adicionados 100 pL de
conjugado anti-IgY ligado a peroxidase (anti-IgY-HRP) diluido 1:1000 em caseina
1% em cada pogo e incubado-se por 1h a 37°C. A etapa da lavagem foi repetida trés
vezes com PBS-T e foram adicionados 100 pL de solucdo reveladora contendo 10mg
de o-fenilenodiamina (OPD) e 10puL de perdxido de hidrogénio em 25 mL de tampdo
citrato. As placas foram em seguida incubadas por 15-20 minutos a temperatura
ambiente, em ambiente protegido da luz. A reagdo foi paralisada com a adicdo de

acido sulfurico 2M e as placas foram lidas através do leitor de microplacas (Test Line
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- Biotech Instruments, USA), usando filtro de referéncia de 490nm e filtro de

contraste de 630nm.

4.2.5 Desnaturacdo da acetilcolinesterase eritrocitdria ndo inibida

Teste com HCI: Foram adicionados 900uL de sangue total em tubos de
vidros e em seguida foi adicionado HCIl nas concentracdes finais de 0%, 0,4%,
0,8%, 1,6% e 2%. Apds 30 minutos expondo as hemdcias a este composto, foi
centrifugado os tubos por 10 minutos a 2000rpm, coletou-se o sobrenadante e
realizou a leitura fotométrica no comprimento de onda de 540nm no

espectrofotometro Uv-Visivel (Shimadzu, modelo UV-160A).

Teste com DTT: Foram adicionados 900uL de sangue total em tubos de
vidros e em seguida foi adicionado DTT nas concentra¢des finais de 0mM, 1mM,
2mM, 4mM, e SmM. Apds 15 minutos expondo as hemadcias a este composto, foi
centrifugado os tubos por 10 minutos a 2000rpm, coletou-se o sobrenadante e
realizou a leitura fotométrica no comprimento de onda de 540nm no

espectrofotdometro UV- Visivel (Shimadzu, modelo UV-160A).

4.2.6 Hemaglutinacdo

Laminas de Vidro: Foram aplicados em uma lamina de vidro, 50uL de
sangue total que foi previamente exposto com DTT com concentragdo final de
SmM. Em seguida, foi adicionado 50uL de anticorpos IgY anti-SOH e anti-SOP
diluidos 1:10 e 1:100 em solucdo salina a 0,9% (NaCl) e em Tampdo Alsever
(2,05g glicose, 0,42g NaCl, 0,8g Citrato de Sdédio, 0,05g 4cido). Os
imunorreagentes forma misturados inicialmente com o auxilio de espatula e

mantidas sob agitacdo orbital lenta por 5 minutos.

Placas de fundo conico: Foram aplicados em uma placa de microdilui¢cdo
com fundo cdnico, 50uL de anticorpos IgY anti-SOH e anti-SOP concentrados,
diluidos 1:2 e 1:4 em solugdo salina a 0,9% (NaCl). Em seguida, foi adicionado
25uLL das seguintes amostras de hemadcias diluidas 1:20 que foram dividas em dois
grupos: tratadas previamente com DTT na concentracdo final de SmM, sendo estas
lavadas com NaCl 0,9% ou nao. Outro grupo € das hemdcias ndo tratadas com

DTT, sendo estas lavadas ou ndo com NaCl 0,9%. Em todos estes grupos foram
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adicionados o anticorpo anti-IgY 1:100. Os imunorreagentes foram misturados

inicialmente e mantidos em repouso por lhora.

4.2.7 Determinagdo de proteinas totais

As amostras dos peptideos conjugados a BSA, e os anticorpos IgY anti-SOH e
anti-SOP foram determinados pelo método de Lowry (Lowry ef al., 1951). Aliquotas
foram transferidas para tubos de ensaio em volumes predefinidos. Foi adicionado as
amostras ImL de reagente de dosagem (1 mL de Solu¢do de Sulfato de Cobre Anidro
2% + 1mL de solucdo de Tartarato de Sodio e Potdssio 4% em 100mL de solugdo de
Carbonato de Sédio 2% e Hidréxido de Sédio 0,1M), homogeinizado e incubado a
temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 100uL de
reagente de Folin 1N, homogeinizado e incubado por 45 minutos a temperatura
ambiente. Para a curva de calibragdo, foram utilizados 5 (cinco) pontos de
concentracdo de BSA a 2mg/mL: Sug, 10ug, 20ug, 40ug e 80ug para um volume
final de 100uL. No tubo "branco" foram adicionados 100uL de dgua destilada. A

leitura foi feita em um espectrofotdmetro UV-Visivel (Micronal) a 660nm.

4.2.8 Analise dos Resultados

As avaliacdes das IgYs anti-SOH e anti-SOP foram inseridas no programa
Excell 2003 da plataforma da Microsoft. As densidades 6ticas obtidas no ELISA
foram plotadas neste programa e foram gerados graficos que possibilitou a

interpretacdo dos resultados obtidos.

A determinacdo da auséncia de hemdlise das hemdacias na presenca de DTT
foi avaliado utilizando o programa Excell da plataforma Microsoft onde as

absorvancias obtidas foram inseridas neste programa e analisadas.
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S RESULTADOS

A conjugag¢do dos peptideos SOH e SOP com BSA foi avaliada pelas
diferencas dos valores dos pesos moleculares da BSA livre e dos conjugados
(Figura 5A). A BSA apresentou PM de 70 kDa enquanto os conjugados SOH-BSA
e SOP-BSA apresentaram PM ao redor de 87kDa. A diferenca entre estes
compostos demonstra que entre 17 e 19 moléculas de haptenos foram ligadas a
cada molécula de BSA (Figura 5B). Tanto os peptideos livres como os conjugados
foram injetados nas galinhas s6 sendo possivel observar a formacédo de anticorpos

para os peptideos conjugados, denominados de anti-SOH e anti-SOP.

As IgYs anti-SOH e anti-SOP, extraidas e purificadas pelo método de
Polson (1985), foram submetidas & SDS-PAGE que apontou a presenca das
imunoglobulinas IgY através das bandas de 69 e 26 kDa correspondentes, as
cadeias pesada e leve da IgY, respectivamente (Figura 6). Entretanto, esta SDS-
PAGE apontou a presenca de proteinas contaminantes o que levou a tentativa de
melhorar a purificacdo da imunoglobulina. Para tanto, amostras de IgY anti-SOP
extraidas pelo método de Polson (1985) foram repurificadas por precipitacdo com
sulfato de amonio (Aradjo, 2007). Este anticorpo foi selecionado para testar a
repurificacdo por ser o reativo para molécula alvo do imunoensaio, ou seja, a

acetilcolinesterase inibida . A Figura 7 mostra que esta repurificacdo nao foi capaz

de eliminar as proteinas contaminantes.

A Figura 8 mostra que as imunoglobulinas IgY anti-SOH e anti-SOP
reconhecem BSA, SOH e SOP, apresentando uma densidade 6tica (D.O.) um
pouco mais intensa para os pares homdlogos. As IgY anti-SOH e anti-SOP foram
tituladas pareadamente por meio de ELISA usando os peptideos conjugados a BSA
(SOH-BSA e SOP-BSA) como antigenos, como mostra a Figura 9. As IgYs
também foram tituladas com os peptideos SOH e SOP livres, conforme
apresentado nas Figuras 10A e 10 B. Estas titulagdes comprovam, mais uma vez,
que os anticorpos interagem, como era esperado, com os peptideos heterélogos,
livres ou conjugados. Mesmo assim, as reagdes sdo visivelmente mais fortes para

os pares homologos.
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A escolha do DTT como fator desnaturante da AChE foi baseado no estudo
de Wang e colaboradores (2008). A exposicdo das hemdcias ao DTT, nas
concentragdes indicadas, ndo provocou hemolise, conforme demonstrado na
Figura 11. Hem4cias tratadas com SmM de DTT, obtidas de um doador sauddvel,
foram usadas para testar a técnica de hemaglutinagio. No primeiro teste a
hemaglutinacdo foi feita em ldminas de vidro, ndo sendo possivel evidenciar
aglutinagdo com anti-SOH, que deveria reconhecer a acetilcolinesterase
eritrocitdria ndo-inibida (dado ndo mostrado). No entanto, em placas de fundo
conico com hemdécias lavadas com salina foi possivel constatar uma

hemaglutinacdo discreta e insuficiente para fins diagnésticos (Tabela 1).
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Figura 5 - SDS-PAGE dos peptideos SOH e SOP conjugados a BSA

A = Padrdo de Peso Molecular (PM; BenchMark Protein Ladder, Invitrogen), com as bandas
indicadas por setas usadas para a Curva Padrdo de PM (25, 30, 40, 50, 60, 70 e 80kDa); B = BSA
com banda indicada por seta usada para cdlculo do PM; C = SOH-BSA com banda indicada por
seta usada para o cdlculo de PM; D = BSA; E = SOP-BSA; F = BSA; G = SOH-BSA; H=BSA;
I= SOP-BSA.

Gel separador a 12% segundo Laemmli (1970); Revelacdo por prata; Linhas indicam as posigdes
dos pocos e do front de corrida usadas para o cédlculo dos Rf. O inserto representa a regressdo

linear para os cédlculos de Peso Molecular
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Figura 6 - SDS-PAGE das IgY anti-SOH e anti-SOP

A = Padrdo de Peso Molecular (BenchMark Protein Ladder, Invitrogen) com as setas indicando
os limites usados para constru¢do da Curva Padrdo); B = IgY anti-SOH 1:4; C = IgY anti-SOH
1:10; D = IgY anti-SOP 1:4; E: IgY anti-SOP 1:10.

Gel separador a 10%, segundo Laemmli (1970); Revelacdo por Comassie Blue.
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Figura 7 - SDS-P. E de IgY anti-SOP repurificada com sulfato de amonio

A = IgY anti-SOP precipitada com PEG e repurificada por precipitacdo com sulfato de amdnio
20%; B = IgY anti-SOP precipitada com PEG; C = Padrdo de Peso Molecular (BenchMark
Protein Ladder, Invitrogen) com as setas indicando os limites usados para constru¢cdo da Curva

Padrdo); * proteinas residuais.

Gel separador a 10%, segundo Laemmli (1970); Revelacdo por Comassie Blue.
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Figura 8 — Especificidade dos anticorpos IgY

A = Antigenos ndo conjugados; B = Antigenos conjugados

ELISA com antigenos e conjugados ligados a placa, absor¢do com IgY anti-SOH e anti-SOP e
revelagcdo com anti-IgY-HRP e OPD
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Figura 9 - Titulacdo pareada das IgY anti-SOH e anti-SOP com SOH-BSA e SOP-BSA.

A = Titulagdo da IgY anti-SOH; B = Titula¢do IgY anti-SOP

ELISA com conjugados ligados a placa, absor¢do com IgY anti-SOH e anti-SOP e revelacdo com

anti-IgY-HRP e OPD
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Figura 10 - Titulacdo pareada das IgY anti-SOH e anti-SOP com SOH e SOP

ELISA com conjugados ligados a placa, absor¢do com IgY anti-SOH e anti-SOP e revela¢do com
anti-IgY-HRP e OPD
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Figura 11 - Demonstra¢do da auséncia de hemolise apds tratamento com DTT
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Tabela 1 - Hemaglutinacdo das IgYs anti-SOH e anti-SOP em placa
de microdilui¢do de fundo cdnico

Tratamentos das hemacias

Anticorpo Controle
(Sem IgY) Lavagem DTT e
Nenhum DTT lavagem
com NaCl
com NaCl
IgY anti-SOH
concentrado - - + +] +1
IgY anti-SOP
concentrado - + +| + +
IgY anti- SOH
1:2 - - + +| +1
IgY anti-SOP
g - + +] + +
IgY anti-SOH
1:4 - - + +| +1
IgY anti-SOP
e . T A

Hemacias humanas diluidas 1:20, tratadas ou nao tratadas com DTT S5mM, lavadas ou

ndo lavadas com NaCl, tratadas com IgY anti-SOH e anti-SOP concentrada ou diluida.
+ = reacdo de hemaglutinacdo positiva; +| = reacdo de hemaglutinacdo menor que +;
+1 = reacdo de hemaglutinagdo maior que +; - =auséncia de reacdo de

hemaglutinagio.
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6 DISCUSSAO

Existem dados sobre a producdo de anticorpos policlonais contra os
peptideos ao redor do centro catalitico da AChE fosforilada (George et al., 2003),
entretanto foram utilizados coelhos para a produgdo desses anticorpos e a andlise
sorolégica foi feita por immunoblot. Neste estudo, foram utilizadas galinhas e o
método de andlise sorolégica foi o ELISA. Ja em relagdo a hemaglutinagcdo, nao
existem dados na literatura com anticorpo avidrio para pesquisa da intoxicacdo em

humanos.

Os peptideos SOH e SOP utilizados sdo compostos por 10 aminodcidos, o
que lhes conferem caracteristicas de haptenos. Com o propdsito de produzir IgY
anti-SOH e anti-SOP, aves foram inoculadas com tais peptideos puros, livres de
moléculas carreadoras, pois segundo Schade e colaboradores (1996), foi possivel
obter anticorpos em galinhas diretamente com um octapeptideo. No entanto, neste
estudo, ndo foi possivel detectar anticorpos com as aves inoculadas somente com
os peptideos, confirmando suas propriedades hapténicas. O fato destes peptideos
ndo induzirem resposta imune nas aves, seja pela baixa complexidade quimica ou
pelo baixo peso molecular, também pode ser atribuido a tolerdncia oral, ou seja, a
um mecanismo regulatério e protetor do organismo da ave contra a
hipersensibilidade causada por proteinas que ndo s@o totalmente digeridas e que

possam ser absorvidas através do intestino (Bueno & Pacheco-Silva, 1999).

Existem diversas metodologias para realizar a conjugacdo de haptenos com
moléculas carreadoras utilizando diversas substdncias ligantes, tais como
formaldeido (Pengelly, 1977), dimetilformamida (Weiler & Wieczorek, 1981) e
carbodiimida (Maldiney et al., 1986). Neste estudo foi utilizada a metodologia
com carbodiimida. As proteinas presentes depois da conjugacdo foram comparadas
com a BSA através de SDS-PAGE (Laemmli, 1970) e foi visto que os conjugados
(SOH-BSA e SOP-BSA) apresentaram Peso Molecular (PM) de 87kDa e a BSA
70kDa (Figura 5). Com a diferenca de 17kDa € possivel estimar que foram

conjugadas entre 17 e 19 moléculas de peptideos para cada molécula de BSA.
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Os peptideos SOH e SOP conjugados com BSA foram capazes de induzir
resposta imune nas aves, como mostra a Figura 6. Existem diversas metodologias
para a extracdo e purificagdo da IgY, tais como: precipitagio com sulfato de
amonio (Deignan er al., 2000) ou polietilenoglicol (Schade et al., 2001); varios
processos cromatograficos (Meulenaer & Huyghbaert, 2001);e filtracdo por
membranas (Kim e Nakai, 1996). A metodologia utilizada neste estudo para
purificacdo das IgY foi a precipitacio com polietilenoglicol (PEG) proposta por
Polson e colaboradores (1985), por ser uma metodologia bem estabelecida e de
uso corrente no laboratério que serviu de base para esta pesquisa (Figura 6). O PM
da IgY ainda ndo é bem estabelecido, existindo divergéncias entre os autores.
Segundo Warr e colaboradores (1995), o PM da IgY ¢é de aproximadamente
180kDa enquanto para Leslie e Clem (1999) o PM seria 206kDa. Neste estudo foi
obtido uma IgY com PM ao redor de 190kDa, que muito se aproxima dos
resultados anteriormente descritos. O PM das IgY foi estimado considerando duas
cadeias pesadas (69kDa) e duas cadeias leves (26kDa) para cada imunoglobulina,
conforme descrito na Figura 6. Carlander (2002) aponta 65 e 18kDa para as
cadeias pesada e leve da IgY, respectivamente. Estes resultados indicam que as
imunoglobulinas que foram purificadas dos ovos das galinhas imunizadas estdo de

acordo com as descri¢des atuais para esta imunoglobulina.

A Figura 6 aponta algumas bandas além daquelas correspondentes as
cadeias da IgY. Aradjo (2007) fez uma comparacdo entre algumas metodologias
para purificacdo de IgY e mostrou que a precipitacdo com sulfato de amodnio pode
purificar sem haver muita perda. No entanto, testes realizados com IgY anti-SOP
mostraram que a precipitacdo com sulfato de amonio ndo foi capaz de melhorar os
resultados obtidos pela precipitacdo com PEG, conforme mostram os resultados

descritos na Figura 7.

A quantidade de IgY produzida por uma galinha pode ser de 20 a 40g por
ano (Schade et al., 2005). Segundo Carlander (2002), a concentracdo de IgY nas
gemas dos ovos é constante e € possivel obter cerca de 100mg de IgY purificada
em um Unico ovo. A produtividade dos anticorpos IgY em aves pode ser de 5 a 10
vezes maior que a produtividade de 1gG em coelhos (200mg I1gG/ 40mL sangue)
(Schade et al., 2001). Dentro desta quantidade de IgY produzida, apenas cerca de

3 a 3,2% dos anticorpos s@o especificos aos antigenos administrados (Akita & Li-
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Chan, 1998). Neste estudo foram obtidos cerca de 80mg de IgY anti-SOH e 105mg
de IgY anti-SOP por gema, o que estd de acordo com os resultados obtidos por

Carlander (2002).

A producdo de anticorpos utilizando haptenos conjugados a moléculas
carreadoras geram trés tipos de anticorpos: um para o determinante hapteno, outro
para epitopos inalterados na proteina carreadora e outro para novos epitopos
formados por partes combinadas tanto do hapteno como do carreador (Kindt et
al.,2002). Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com esta descrigdo ja
que as IgY anti-SOH reconheceram tanto o peptideo SOH puro, como o peptideo
conjugado a BSA e a propria BSA pura. Este mesmo resultado também foi

observado para a IgY anti-SOP, conforme descrito nas Figuras 8A e 8B.

George e colaboradores (2003) conseguiram anticorpos que foram capazes
de diferenciar entre o peptideo fosforilado e o ndo fosforilado por meio de
immunoblot. Vale ressaltar que tais resultados s6 foram possiveis com a passagem
da solugdo de anticorpos em colunas de imunoafinidade para a remocdo das
imunoglobulinas que interagem com sitios comuns de ambos os peptideos,
tornando os anticorpos mais especificos. Além disto, estes autores mostraram que
a fosforilacdo no aminodcido serina é responsdvel pela quebra do reconhecimento
pelos anticorpos produzidos contra o peptideo ndo fosforilado. Neste projeto foi
tentada a implementacdo do método proposto por George e colaboradores (2003),
substituindo o coelho por galinhas como animal de produc¢do de anticorpos. A
intencdo inicial foi obter resultados semelhantes aos destes autores, verificando,

ainda, se as IgYs poderiam diferenciar o peptideo SOH do peptideo SOP.

Neste projeto as reagOes antigeno-anticorpo apresentou uma D.O. mais
intensas entre os imunorreagentes correspondentes (por exempo, IgY anti-SOH
versus peptideo SOH), e menos intensa quando confrontadas com antigenos
heter6logos (por exemplo, IgY anti-SOH versus peptideo SOP). Além disto, a

molécula de BSA também € reconhecida por estas IgY (Figura 8A).

Uma opg¢do para melhorar a especificidade dos anticorpos IgY anti-SOH e
anti-SOP produzidos neste trabalho é a absor¢io com os antigenos heterélogos e

com a BSA para reduzir as reagdes inespecificas, ou ainda utilizar outro tipo de
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molécula carreadora que seja filogeneticamente mais distante, como a KLH

(keyhole limpet hemocyanin), que foi usada por George e colaboradores (2003).

Vale ressaltar que a utilizacdo de galinhas para a producdo de anticorpos
possui diversas vantagens, tais como os custos de manuntencdo das aves e a
concentragio de anticorpos extraidos da gema que supera os niveis encontrados no
plasma de mamiferos. Mas, a principal vantagem desta abordagem ¢é a preservagio
do bem estar do animal, ja que a coleta de ovos € um método ndo invasivo. Além
disso, a maior produtividade leva ao uso de um menor nimero de animais. Tais
critérios éticos levaram o Office Vétérinaire Federal, na Suica a aprovar a
tecnologia de IgY como método alternativo para estudos imunoldgicos. Este
estudo foi submetido a avaliacio do Comité de Etica no Uso de Animais da
FIOCRUZ (CEUA) que, apesar dos esforcos para preservar o bem estar dos

animais utilizados, sugeriu que as aves fossem eutanasiadas ao final da atividade.

A titulagdo pareada de anticorpos e seus antigenos € um processo que tem
como finalidade determinar a atividade dos imunorreagentes ao mesmo tempo e
em uma sO placa. Neste estudo foi feita a titulacdo pareada das IgY anti-SOH e
anti-SOP com os antigenos ndo conjugados (SOH e SOP) e com os antigenos
conjugados (SOH-BSA e SOP-BSA). A Figura 9 mostra a titulagdo das IgY com
os conjugados homélogos, que permitiu demonstrar a reagdo de uma solugio de
SOH-BSA contendo 0,05mg/mL de proteinas totais até uma dilui¢do da IgY anti-
SOH de 1:400 (Figura 9A). Da mesma forma, uma solucdo de SOP-BSA contendo
0,12mg/mL foi reativa até uma dilui¢do da IgY anti-SOP de 1:12.800 (Figura 9B).
Apesar desta grande sensibilidade, é preciso ressaltar que nestas reagdes também a

BSA estad sendo reconhecida, conforme € possivel deduzir da Figura 8A.

A titulagdo pareada das IgY anti-SOH e anti-SOP com os peptideos nao
conjugados foi feita com os antigenos homdlogos e também com seus antigenos
heter6logos, como mostra a Figura 10. A IgY anti-SOH na presenca de seu
antigeno correspondente (SOH) apresentou uma D.O. maior do que quando
titulada com o antigeno nédo correspondente (SOP), sendo detectada reatividade até
uma diluicdo desta IgY de 1:3.200, em ambos os casos (Figura 10). A IgY anti-
SOP quando titulada com SOP apresentou uma D.O. maior quando comparada com

o peptideo SOH e também apresentou reatividade até a diluicdo de 1:3200 (Figura
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10). Estes dados demonstram mais uma vez a falta de especificidade destas

imunoglobulinas.

A desnaturacdo da AChE eritrocitdria é uma etapa obrigatdria para que os
anticorpos anti-SOH e anti-SOP possam acessar o sitio ativo da enzima, tendo em
vista a conformacdo tridimensional desta enzima. Neste estudo, primeiramente,
orientou-se pela alteracdo do pH, tratando o sangue total com 4cido cloridrico a
2,5%, ocorrendo hemolise completa das hemdcias. Segundo Wang e colaboradores
(2008), o ditiotrietol (DTT), que funciona como agente redutor de pontes
dissulfeto de proteinas, consegue expor o centro catalitico da AChE eritrocitdria.
Neste trabalho, o tratamento de hemacias humanas com 5SmM de DTT, conforme
Figura 11, ndo provocou hemodlise. Testes de hemaglutinacdo das hemdcias
tratadas com 5SmM de DTT (Tabela 1), no entanto, ndo revelaram resultados
positivos frente aos anticorpos anti-SOH e anti-SOP usando hemaglutinagdo em
laminas de microscopia. Como a proposta inicial deste estudo foi o
desenvolvimento de um imunoensaio rdpido, foi testada a hemaglutinacdo em
lamina pela similaridade com o teste cldssico do sistema ABO. Como ndo foi
possivel reconhecer qualquer reacdo nestas laminas de vidro, foi feito a
hemaglutinacdo em placas plasticas de microdiluicdo com fundo coOnico, sendo
possivel constatar uma reagdo discreta, conforme apresentado na Tabela 1.
Entretanto, a baixa reatividade apresentada nos testes de hemaglutinacdo com as
hemdcias tratadas com DTT, ndo permite estabelecer com seguranca o diagndstico
da alteracdo da AChE. Existem dados que mostram a viabilidade de se utilizar IgY
na técnica de hemaglutinacdo, tais como o de Guimardes e colaboradores (2008)
que utilizaram IgY contra o virus da parvovirose em fezes. Wang e colaboradores
(2008) conseguiram realizar um imunoensaio com amostras de plasma humano,
que possui uma grande complexidade, utilizando agentes bloqueadores que

conseguiram reduzir as interferéncias causadas pela amostra.

Os organofosforados inibem a enzima AChE formando adutos, que sido
ligacdes covalentes estdveis entre estas duas moléculas. A caracteristica de cada
aduto vai depender do tipo de organofosforado que foi ligado a enzima, mas que
existem duas classes predominantes, o dimetoxi e o dietoxi (Thompson et al.,
2010). O estudo da arte das metodologias aplicadas para avaliacdo da exposicdo a

organofosforados tem a constante preocupacgio de se detectar os adutos formados
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por estes agentes quimicos, ou seja, visa detectar a substincia quimica
propriamente dita. A metodologia mais eficiente para se fazer este tipo de
deteccdo é por espectrometria de massas (MS), que se baseia em identificar
proteinas e suas modificagdes baseadas no peso molecular de peptideos
provenientes destas proteinas digeridas enzimaticamente. Outra metodologia que
também pode auxiliar na deteccdo da proteina e de suas modificagdes é por
imunoensaios, que ¢ um método especifico, simples e barato. Um exemplo de
identificacdo de adutos através de imunoensaio € de Wang e colaboradores (2008)
onde buscaram identificar adutos por de OP-AChE por meio de imunoensaio

eletroquimico com particulas de zircoOnia.

Neste estudo, a preocupacdo também foi a identificacdo do aduto OP-AChE
através da mimetizagdo do sitio ativo da AChE fosforilado por OP. Entretanto, ndo
foi possivel obter anticorpos que diferenciassem com seguranca diagndstica os
peptideos que mimetizam o sitio ativo da AChE fosforilada. A dificuldade de
discriminag¢do destes dois peptideos foi mostrada pela reagcdo cruzada observada
nos testes soroldgicos. Isto evidencia que € necessdria uma etapa de purificagido

dos anticorpos, por meio de uma coluna imunoafinidade, para que estas IgYs

tornem-se especificas para o reconhecimento dos adutos OP-AChE.
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7 CONCLUSOES

Os peptideos sintéticos com sequéncias correspondentes ao sitio ativo da
acetilcolinesterase humana normal (SOH) e fosforilada (SOP) inoculados em

galinhas nfo induzem a sintese de IgY.

Os peptideos sintéticos SOH e SOP carreados pela BSA tornam-se
imunogénicos e induzem a producdo de IgY especifica ao serem inoculados

em galinhas.

IgY anti-SOH e anti-SOP analisadas no ensaio imunoenzimdtico, reconhecem
especificamente e com maior intensidade reacional os peptideos sintéticos

correspondentes conjugados 2 BSA e, em menor intensidade, os peptideos livres.

As reacdes das IgYs com os peptideos homologos foram mais relevantes
diante das reacdes obtidas com os peptideos heter6logos nos ensaios

imunoenzimadticos.
IgY anti-SOH e anti-SOP interagem com a BSA no ensaio imunoenzimatico.

IgY anti-SOH e anti-SOP ndo aglutinam hemdcias tratadas com DTT na

hemaglutinacdo direta em lamina de vidro.

A hemaglutinacdo direta em placas plasticas de microdilui¢cdo de fundo conico

apresentou discreta reac@o das IgYs com as hemadcias tratadas com o DTT.

A reacdo apresentada no teste de hemaglutinacdo direta em placa ndo permite

estabelecer com seguranca a determinacdo da AChE alterada pelo DTT.
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9 ANEXOS

9.1 Anexo 1:

Gabarito da placa de ELISA para especificidade das IgY anti-SOH e anti-SOP

1 213|456 |7 ]8]9]10]11]12

SOH-BSL | S0H-BSA | S0H-BSA | SOH-BSA | SOH-BSA | SOH-BSA | SOH-BSA | SOH-BSA | SOH-BSA | SOH-BSL | S0H-BSL | SOH-BSA
(1160 + (2 + 12+ (12 + (12 + (152 + (1MB0) + (1129 + (1629 + 127+ (12 + (102 +
lg¥-a-50H | lgY-a-30H | lgY-a-20H | lgY¥-a-30H | lgv-a-30H | lg¥-a-30H | lg¥-a-30F | lg¥-a-30F | lgY-a-S0P | lg%¥-a-30F | lgY-a-30F | lgY-a-S0P

SOH-B54 | SOH-B34 | SOH-B3A | S0H-BSA | SOH-BSA | SOH-BSA | SOH-BS4 | SOH-BSA | SOH-BSA | SOH-B3A | SO0H-BSA | SCOH-BSA
(1 1B+ (12 + (142 + (1i2) + (1) + (142 + (1MB0) + (112 + (172 + 12y + (1) + (102 +
lg'-a-S0H | lgy-a-S0H | IgY-a-20H | lgy-a-50H | lgY-2-S0H | lg¥-3-20H | lg¥-a-S0F | Ig¥-a-S0P | lgY-a-S0P | lg%-5-S0P | lgY-5-S0P | lg¥-a-S0P

SOP-BSA | SOP-BSA | SOP-BSA | SOP-BSA | SOP-BS4 | SOP-BSA | SOP-BSA | SOP-BSA | SOP-BSA | SOP-BSL | SOP-BSL | SOP-BSA
AHBD+ | (i + 1627+ (1627 + (1627 + (Z+ | R+ | e+ (12 + 12+ (1627 + 1627+
Iy -a-S0P | lgY-a-S0P [ IgY¥-a-S0P | lgY¥-a-S0P | lgy-3-S0P | lg¥-a-S0P | lg¥-a-30H | lgY¥-5-30H | lgv-2-S0H | lgv-a-S0H | lgY-a-S0H | lgY-a-50H

SOP-BSA | SOP-BSa | SOP-BSA | SOP-BSA | SOP-BSA | SOP-BSA | SOP-BSA | SOP-BSA | SOP-BSL | SOP-BSA | SOP-BSA | SOP-BSA
(1HE0) + (121 + (1527 + (1i21+ (1527 + (121 + (THED) + 121+ 121+ 121+ (1521 + 127+
Iy -a-S0P | lgY-a-S0P [ IgY¥-a-S0P | lgY¥-a-S0P | lgy-3-S0P | lg¥-a-S0P | lg¥-a-30H | lgY¥-5-30H | lgv-2-S0H | lgv-a-S0H | lgY-a-S0H | lgY-a-50H

SOH SCH SOH S0OH SOH SOH SOH S0H SOH SOH SOH SOH
(1) + M7+ M)+ (i3 + (i + (e + 1)+ (1) + (1) + 1+ (i + (103 +
lgv-a-50H | lgY-a-S30H | lgY-a-30H | l9Y¥-a-20H | lgv-a-30H | lgv¥-a-30H | lgy-a-S0F | lg¥-a-30F | lgY-a-S0P | loY-a-S0P | lgY-a-30P | lgY-a-S0P
SOP SOP S0P SOP SOP SOP SOP SOP SOp SOP SOP S0P

M+ 1A+ 11+ (143 + (1030 + (13 + 1M+ 1M+ 1M+ (13 + (143 + 131+
lg-a-S0P | lgv-a-50P | lg¥-a-S0P | 1gY-a-S0P | lgy-a-S0P | lgv-a-S0P | lgY-a-S0H | lgY-a-S0H | lgy-a-S0H | lgv-a-S0H | lgY-a-S0H | lgy-a-S0H

B4 =28 BSA BSA BSA BSA BsA BsA =2 B BSA BS54
(1) + M7+ M)+ M)+ M)+ M)+ 1)+ (1) + (1) + (1Y + M)+ M)+
lg'-a-S0H | lgy-a-S0H | IgY-a-20H | lgy-a-50H | lgY-2-S0H | lg¥-3-20H | lg¥-a-S0F | Ig¥-a-S0P | lgY-a-S0P | lg%-5-S0P | lgY-5-S0P | lg¥-a-S0P

T Q| MM OO | o| >

Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite
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9.2 Anexo 2

Gabaritos das placas de ELISA para titulacdo pareada dos peptideos SOH e SOP
conjugados a BSA com as IgYs anti-SOH e anti-SOP

A. SOH-BSA

SOH-BZA | ZOH-BEA | SCOH-BSA | SOH-BSA | 30H-B34 | 50H-BSA | SOH-BSA | S0H-BZA | SOH-BSA | SOH-BSL | SOH-BSA
A (34 pginly | (3,41 poiml) | 03,4 poinl) | (34 pgdanl) | (3,41 pganl) | ¢34 paanld | (341 pganl) | 034 pginl | (3,41 pganl) | (3,41 poiml) | 63,41 poinl) Leit
+ 1 -s-5S0H |+ g -a-S0H [+ lgy-s-50H [+ gy -a-50H |+ g -a-S0H [+ g -a-S0H | + lghv-a-50H [+ gy -a-S0H | + lgv-5-50H [+ 1gY-a-50H |+ lg-a-S0H erne

(1100 (1:200) (1:400) (1:800) (1:1600) (1:3200) (1:6800) (1128000 | (12256000 | ¢1:51200) | (1:102400)

SOH-BZA | ZOH-BEA | SCOH-BSA | SOH-BSA | 30H-B34 | 50H-BSA | SOH-BSA | S0H-BZA | SOH-BSA | SOH-BSL | SOH-BSA
B (1, 7peinl) + | (1 Fpgdml) + (01, 7pginl) + | (1, 7pginl) + |01 Fpginl +| (1, Tpedml) + | 01, 7pginl) + (01 Fpainl) + | (1, 7padnl) + |01, Fpginl) + |01, 7pginl) + Leit
IoY-a-S0H | lgv-s-30H | Igv-5-S0H | lgv-2-S0H | lgv-5-S0H | lgv-2-S0H | lgv-5-S0H | lgv-3-S0H | lyv-5-S0H | lgv-8-S0H | lgv-5-S0H ere

(1100 (1:200) (1:400) (1:800) (1:1600) (1:3200) (1:6E00) (t1za00) | (1256000 | (1512000 | (1:102400)

SOH-BZA | ZOH-BEA | SCOH-BSA | SOH-BSA | 30H-B34 | 50H-BSA | SOH-BSA | S0H-BZA | SOH-BSA | SOH-BSL | SOH-BSA
C (0,85p0imL) | (0,85patml) | (0,85paml) | (08500400 [ (085ponl) | (0,85paml) | (0,85pginl) | (0,85p04mL) | (0,85paiml) | (0,8500dmL) | (0,85p0mL) Leit
+ g -a-S0H | + 19y -2-50H [+lgY-a-30H | +lgv-a- |+ lgY-a-S0H |+ I -a-30H | + lgv-a-S0H |+ lgy-5-S0H |+ lgY-a-30H [+ IgYy-a-S0H |+ lgy-a-50H ere

(1:100) (1:200) (14003 | SOH(1:300) | (1:1600) (1:3200) (1:6300) (1128000 | (1:25600) | (1:51200) | (1:102400)

SOH-BSA SOH-BSA SOH-BSA | SOH-BSS [ SOH-BSL | SOH-BSL SOH-BSA SOH-BSA SOH-BSA SOH-BSA SOH-BSA
D (0, 43pginl) | (0 430aimL) | (043000 | (0,43pginl) | (0,43004mL) | (043paanl) | (0 430g4mL) | (0 43pgiml) | (04300imL) | (043000l | (0,430aimL) Leit
+ g -a-S0H | + 19 -2-50H [+ gy -a-S0H |+ lgv-a-S0H |+ g% -a-S0H |+ I -3-30H | + lgv-a-S0H |+ lgY-5-S0H |+ lgY-a-30H [+ gy-a-S0H |+ lgy-a-50H eie

(1:100) (1:200) (1:400) (1:500) (1:1600) (1:3200) (1:6300) (1128000 | (1:25600) | (1:51200) | (1:102400)

SOH-BZA SOH-BZA SOH-BSA | S0H-BSA [ SOH-BSs | S0H-83A SOH-BZA SOH-BZA SOH-BZA SOH-BZA SOH-BEA
E (0,21 pgdnly | (0,21 paiml) | 00,21 painl) | (0,21 pgdnl) | (0,21 pganl) | (0,21 pganl) | (0,21 pg4m0) | 00,21 pginl) | (0,21 pganl) | (0,21 poinl) | 60,21 poinl) Leit
+ g -a-S0H |+ g -a-S0H |+ lgY-5-50H [+ g% -a-30H |+ Iy -a-S0H [+ g -a-S0H | + lghv-a-S0H [+ g -a-S0H | + lgv-5-S0H [+ lgY-a-S0H |+ lg-a-S0H erne

(1:100) (1:200) (1:400) (1:500) (1:1600) (1:3200) (1:6300) (1128000 | (1:25600) | (1:51200) | (1:1024000

SOH-BZA | ZOH-BEA | SCOH-BSA | SOH-BSA | 30H-B34 | 50H-BSA | SOH-BSA | S0H-BZA | SOH-BSA | SOH-BSL | SOH-BSA
F (0, pgdml) | (01 patnl) | (0,11 pasnl) | (00 pgnl) (001 pognl) (001 padnl) | (0,01 pgnl) | (0,1 pgdnl) | (0,11 padml) | (0,11 pgdml) | (0,11 podml) Leit
+Ig7-a-30H |+ lgY-a-30H |+ Igv-a-30H [+ lgv-a-30H |+ lgv-a-30H [+ lg¥-a-530H | + Igv-a-30H [+ lgY-a-3CH | + lgv'-8-30H [+ 19Y-a-30H |+ lgv-a-30H erne

(1100 (1:200) (1:400) (1:800) (1:1600) (1:3200) (1:5800) (1128000 | (1286000 | ¢1:51200) | (1:102400)

SOH-BZA | ZOH-BEA | SCOH-BSA | SOH-BSA | 30H-B34 | 50H-BSA | SOH-BSA | S0H-BZA | SOH-BSA | SOH-BSL | SOH-BSA
G (0,05pgiml) | (0,05patnl) | (0,05paml) | (00500400 | (0,05pgnl) | (0,05p04m0) | (0,05pgenl) | (0,05pg4nl) | (0,05pamL) | (0,0500dmL) | (0,05p0mL) Leit
+ g -a-S0H | + 19 -2-50H [+ gy -a-S0H |+ lgv-a-S0H |+ g% -a-S0H |+ I -3-30H | + lgv-a-S0H |+ lgY-5-S0H |+ lgY-a-30H [+ gy-a-S0H |+ lgy-a-50H ere

[1:100) (1:200) (1:400) (1:800) (1:1600) (1:3200) (1:6300) (1128000 | (1:25600) | (1:51200) | (1:102400)
Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite
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B. SOP-BSA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 [10 | 11 [ 12

SOP-BSA | SOP-BSS | SOP-BSA | SOP-BSA | SOPBS& | SOPBSA | SOP-BSA | SOP-BSA | SOP-ESS | SOP-BSA | SOP-BSA
A (7.75uainL) | (7 7Spginl) | (7,75uainl) | (7,75uainl) | (7 75pginl) | (7 7Spginl) | (7, 7SpgAnl) | (7,7Spanl) | (7, 75uginl) | (7,75pgnl) | (7, 75pginl)
+107-8-50F |+ IgY-5-S0P |+ I5¥-8-50F | + g% -8-S0P [+ lg'¥-5-S0F |+ g -6-50F | + |3¥-8-50P | +Ig¥-a-50F |+ Ig¥-2-S0P |+ lg¥-a-S0PF |+ lg¥-a-50F

(1:100) (1:200) (1:400) (1:800) | (1800) | (1:3200) | (1:6800) | (1:12800) | (1:256000 | ¢1:512000 | (1:102400)

Leite

SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA SOP-BESL [ SOP-BSA SOP-BSL SOR-BSA SOR-BSA SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA
B (3,68paiml) | (3,88004ml) | (3,55pa8ml) | (3,850l | (3 85painl) | (3 88p0dml) | (3,550ainl) | (3,588paiml) | (3,85p0ml) | (3,88p0iml) | (358004l
+ 1t -a-S0P |+ lgy-a-S0P [+ 1gY-a-S0P [+ 0Y-a-S0P |+ lov-a-S0P |+ lgY-a-S0F | + lgv-a-S0P | +lgY-a-S0P | +1g¥-5-S0P [+ 1gY-a-S0F |+ lgY-a-50P

(1:100% (1:200) (1:400 (1:600) (1:1600) | (1:3200) (6800 | (1128000 | (1:25600) | (1:51200) | (1:1024009

Leite

SOP-BZA SOP-BZA SOP-BZA SOP-BSS | SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA SOP-B5A SOP-BZA SOP-BZA SOP-BZA
C (1,94pganly | (1 94pminly | o1, 94pginly | 1, 94pginly o1 Sdpgdnl | 1 Sdpginl) | o1, 94pginl) | 1 S4pganl) | ¢ S4pgimly | (1 S4peiml) | (1 S4peiml)
+ g -a-S0P |+ 1 -a-S0P |+ gy -s-S0P [+ gy -a-50P [+ gy -a-S0P [+ 1y -a-S0P | + gy -s-S0P |+ lg-a-S0P | + gy -s-S0P [+ gy -a-S0P |+ lgy-a-S0P

(1:100) £1:200) (1:400) (1:500) (1:1600) (1:3200) (1:ES00) | (1128000 | (1:25600% | ¢1:51200) | (1:102400)

Leite

SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSL | SOP-BSA | SOP-BSA | SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA | SOP-BSA
D (0,87paAnl) | (087patml) | (0,87 painl) | (0,97pgdnL) | (0 97uginl) | (0.97paiml) | (0,97uginl) | (0,87pginl) | (0,87painl) | (0,87peinl) | (0,97 uginL)
+ 1t -a-S0P |+ lgy-a-S0P [+ 1gY-a-S0P [+ 0Y-a-S0P |+ lov-a-S0P |+ lgY-a-S0F | + lgv-a-S0P | +lgY-a-S0P | +1g¥-5-S0P [+ 1gY-a-S0F |+ lgY-a-50P

(1:100% (1:200) (1:400 (1:600) (1:1600) | (1:3200) (6800 | (1128000 | (1:25600) | (1:51200) | (1:1024009

Leite

SOP-BZEA SOP-BIEA SOP-B3A SOP-B3S | SOP-BSA SOP-BIEA SOP-BSA SOP-BEA SOP-BEA SOP-B3A SOP-B3A
E (0,48pa4ml) | (048painl) | (048ug4nl) | (048pgnL) | (0 48uginl) | (0 48ug4nl) | (0480g4nL) | (0 48pgénL) | (0,48uginl) | (048paimL) | (0480ainL)
+ g -a-S0P |+ 1y -a-S0P |+ lgY-5-S0P [+ g -a-S0P [+ g% -a-S0P [+ 1y -a-S0P | + lgy-a-S0P |+ lgY-a-S0P | + lg¥-5-30P [+ |yY-a-S0P |+ lgv-a-SO0P

(1:100) (1:200) (1:400) (1:500) (1:1600) (1:3200) (1:6300) (1:128000 | (1:256000 | (1:512000 | (1:102400)

Leite

SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSL | SOP-BSA | SOP-BSA | SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA | SOP-BSA
F (0,24pmAnL) | (024paiml) | (0.24painl) | (0,24pginL) | (0, 24pginly | (0,24 poinl) | (0,24 pginl) | (0,24 painl) | (0,24 pginl) | (0, 24peinl) | (0,24 painl)
+ 1 -a-S0P |+ lgy-a-S0P [+ 1gY-a-S0P [+ loY-a-S0F |+ luy-a-S0P | + g% -a-S0P | + l0Y-a-50F [ +1gY-a-30F | +Ig¥-a-S0P |+ lgY-a-30P | + gy-5-S0P
(1:100) (1:200) (1:400) (1:800) (1:1600) (1:3200) (1:6E00) (h2800) | (1:2SE000 | (1512000 | (11024000

Leite

SOP-BSA SOP-BES, SOP-BSA, SOP-BSL | SOP-BISA SOP-BES, SOR-BES, SOP-BEA SOP-BSA SOP-BZA SOP-BZA
G (0,12 pgdmly | ¢0,12 podnld | (0,1 2pednld | (01 2peinly | (01 2painl) | (01 2pg4ml) | 04 2pgiml) | (0,1 2p0inl) | 01 2pginl) | (01 20g4mL) | 60,1 2pginl)
+ 0 -a-S0P | + g -a-S0P |+ |0y -5-S0P [+ g% -a-S0P [+ g% -5-30P [+ 1y -a-S0P | + IgY-5-S0P | +1gY-a-S0P | + lg-5-30P [+ |gY-3-S0P |+ lgY-a-S0P

(1:100% (1:200) (1:400 (1:600) (1:1600) | (1:3200) (6800 | (10128000 | (1:25600) | (1:51200) | (1:1024009

Leite

H Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite
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9.3 Anexo3

Gabarito da placa de ELISA para titulagido pareada dos peptideos SOH e SOP
livres com as IgYs anti-SOH e anti-SOP.

SOH S0H SOH SOH SOH SOP SO SO SO SO
A {1 mgimL) [1mgdmL) [1meyfml) [1meyimb) [1meyimb) Leite [1mgdmL) [1meyfml) [1meyimb) [1meyimb) [1meyimb) Leite
+ I -a-S0H | +Hoy-a-S0H [+Hogy-a-50H | +Hgy-a-30H [ +Hogy-a-50H +Ho-5-S0F | +HoY-a-S0F | Hoy-a-S0P [+HoY-a-S0P | +Hogy-a-S0P
(1:200 (1:400) (1:600) (600) | (1:3200) (1:200 (1:400) (1:600) (1600) | (1:3200)
SOH S0H SOH SOH SOH SOP SO SO SO SO
B (D5mghnl) | (0Smginl) | (05mgnL) | (O5modnl) | (OSmodnly | Lo | (OSmginl) | (O5madnl) | (05modnl) | (0 Smgnl) | (0 Smgdl) | L
+Hov-a-S0H | Hoy-a-S0H | +HgY-5-50H | +HgY-5-S0H | +gY-5-50H +Ho-5-S0F | +HoY-a-S0F | Hoy-a-S0P [+HoY-a-S0P | +Hogy-a-S0P
(1:200 (1:400) (1:600) (600) | (1:3200) (1:200 (1:400) (1:600) (600) | (1:3200)
SOH S0H SOH SOH SOH SOP SO SO SO SO
(0,01 megdnL) | (0,01 mednl) | (0,01 madnLy | (0,01 mamL) | (0,01 madnL) ) (0,5mgnl) | (0Smanl | (0Smednl) | (0Smadnl) | (0,5moinl) )
+lg-a-S0H |+ lgY-a- |+ lgY-a-30H |+ loY-a-50H |+ loy-a-50H Leite +Ho-5-S0F | +HoY-a-S0F | Hoy-a-S0P [+HoY-a-S0P | +Hogy-a-S0P Leite
(1:200) SOH (14000 | (1:800) (1:1600) (1:3200) (1:200) (1:400 (1:800) (1:1600) (1:3200)
Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite
SOH S0H SOH SOH SOH SOP SO SO SO SO
{1 mgimL) [1mgfmL) [1meyfml) [1meyimb) [1meyimb) . [1mgdmL) [1meyfml) [1meyimb) [1meyimb) [1meyimb) .
+Ho-a-S0P | +Ho-a-S0F |+ -a-S0P |+ gy -a-S0P |+ gy -a-S0P Leite +Ho-5-S0H | +HgY-5-50H | +Hoy-a-50H [ +HoY-5-S0H | +gY-5-50H Leite
(1:200 (1:400 (1:600) (600) | (1:32000 (1:200 (1:400) (1:600) (:600) | (1:3200)
SOH S0H SOH SOH SOH SOP SO SO SO SO
F (05mainl) | (0,5madnl) | (0,5madnl) | (0,Smadnl) | (0,5moinl) Leite (0,5manl) | (05madnl) | (0,5madnl) | (05mainl) | (0,5moinl) Leite
+ It -a-SOP [+ g% -5-S0P [+ 0% -a-S0P |+ lgY-a-S0F [+ lgY-a-S0F +Ho-5-S0H | +HgY-5-50H | +Hoy-a-50H [ +HoY-5-S0H | +gY-5-50H
(1:200 (1:400 (1:600) (600) | (1:32000 (1:200 (1:400) (1:600) (:600) | (1:3200)
SOH SOH SOH SOH SOH SOP S0P S0P S0P S0P
G (0,01 mdnL) | (0,01 madnL) | (0,01 madnL) | (0,01 madnL) |(0,01 madnL) Leite (0,01 mgdnL) | (0,01 medtnl) | (0,01 madnL) [¢0,01 mednL | (0,01 madnL) Leite
+ i -g-SOP |+ -a-S0P [ +Hgy-a-S0P | +Hgy-a-S0P | +Hoy-a-S0F +Ho-5-S0H | +HgY-5-50H | +Hoy-a-50H [ +HoY-5-S0H | +gY-5-50H
(1:200 (1:400 (1:600) (600) | (1:3200) (1:200 (1:400) (1:600) (:600) | (1:3200)
H Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite




