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Introducéo:

Conjugados sdo moléculas utilizadas em diversosi@nsmunologicos, formados
através da ligacdo covalente entre um anticorpona molécula que permita a sua
deteccdo. Os kits de diagnostico de imunofluoresaéimdireta produzidos por Bio-
Manguinhos utilizam IgG de cabra anti-humano marycadm isotiocianato de
fluoresceina (FITC). A estabilidade deste conjugestd associada com as condicfes de
armazenamento, que podem afetar a sua integridadermacional e atividade. Dessa
forma, a avaliacdo de condi¢cdes que permitam mesleoestabilidade do conjugado se
torna importante. Para tanto, a técnica de esecipia de fluorescéncia intrinsica do

triptofano (W) se mostra interessante por ser eggdondmica e robusta.

Objetivo:
Avaliar a estabilidade do conjugado de IgG de cabrgchumano/FITC através de

espectroscopia de fluorescéncia intrinsica dootfiapio (W).

Metodologia:

Alteracdes conformacionais no anticorpo IgG de&abti-humano conjugado com FITC
foram monitoradas através do espectro de fluoregcémtrinsica do triptofano (W). O

conjugado foi incubado em tampédo fosfato-salino SPBom quatro diferentes

estabilizantes: arginina 125mM, glicerol 10%, tw@6r0,01% ou albumina 1%, usando
0S mesmos paramentros para a analise. Em segutetga térmica de desnaturacéo
do conjugado foi realizada para cada condi¢cdoyeédrde um intervalo de temperatura
(25°C -85°C). O comprimento de onda de excitacaaagoi 280nm, e a emissdo do
comprimento de onda foi escaneada de 295nm a 41&ranalise de espalhamento de

luz foi realizada no intervalo de 300-340nm, seexicitado com 320nm.



Resultado:

Ensaios preliminares mostaram que o anticorpo sgemmaestavel até 50°C, enquanto o
conjugado se mostrou estavel até 55°C. O termogdantantro de massas mostrou que
nao houve diferenca entre o conjugado sem ou ctebikzante, uma vez que nestas
condigdes o valor de centro de massas se mantéwekaté 55°C. O termograma de
fluorescéncia mostrou um decaimento progressivianao 330/350, quando submetido
ao aumento de temperatura, em diferentes condiédasalise do espalhamento de luz
(LS) mostrou que ha um aumento progressivo de agéegno conjugado, porém, quando
incubado com tween e glicerol a agregacao foi aeelat a partir de 60°C e 65°C,

respectivamente. Além disso, o conjugado nas cdadicom estabilizantes apresentou
uma reducdo de, aproximadamente, 75% na agregac&oaror temperatura (85°C)

guando comparado ao conjugado sem estabilizante.

Concluséo:

Os resultados mostraram que a temperatura induzficages conformacionais nos

residuos de triptofano do anticorpo. O aumento efapéeratura critica quando o

conjugado foi tratado previamente com glicerol segpie esta € a melhor condicdo de
estabilizacdo. Ensaios por cromatografia de exclusélecular serdo realizados para

confirmar os dados de agregacédo do conjugado.
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