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Introdugéo: Leishmaniose é uma doenca endémica presente em mais
de 80 paises incluindo o Brasil. A leishmaniose visceral (LV) é uma
zoonose, comum ao cdo e ao homem, causada pelo parasito
Leishmania chagasi. O cdo é considerado um importante reservatorio
do parasito e constitui o principal elo na cadeia de transmissao de LV.
Dessa forma, o diagnostico de LV canina (LVC) é um importante passo
para evitar a transmissdo da doenga e a eutanasia desnecessaria de
cées.

Objetivo: Este estudo teve como objetivo estabelecer e aperfeicoar
estratégias para a produgdo de conjugados de anti-lgG canina com
peroxidase (HRP) contidos no Kit de ELISA para diagnéstico da LVC
(Kit EIE/LVC).

Metodologia: A anti-lgG canina foi obtida através de precipitagdo com
sulfato de amodnio, dessalinizagdo por cromatografia de excluséo e
peneiragdo molecular (SEC) e purificagdo por cromatografia de troca
aniénica (IEX). A imunoglobulina purificada foi analisada por SDS-
PAGE, IEF-PAGE e quantificada pelo método de BCA. A conjugacgédo
da 1gG a HRP foi realizada pelo método de aminagdo redutiva,
utilizando diferentes concentracdes de metaperiodato de sodio e
borohidreto de sédio, gerando 4 conjugados IgG/HRP distintos (1-4). A
conformagdo dos conjugados produzidos foi avaliada por
espectrometria de fluorescéncia e SEC. A eficiéncia destes conjugados
foi avaliada através do ELISA contra painéis soroldgicos padronizados.
A estabilidade dos conjugados foi avaliada através de curvas de
desnaturacdo térmica e testes de estabilidade acelerada (TEA),
visando testar a possibilidade de armazenamento do kit no intervalo de
temperatura de 2-8°C. O TEA foi realizado em trés condicdes de
temperatura a 4°C, 37°C e 50°C, utilizando o estabilizante comercial
Guardian™ em substituicdo ao estabilizante do kit e solugcdo post-
coating.

Resultados: A substituicdo da dialise por SEC e o uso da matriz de
IEX Poros HQ em detrimento da matriz classica de DEAE-Sephacel
outrora usados, resultaram na diminuicdo do tempo de obteng&o da
anti-lgG canina. Apoés as etapas de conjugacao, foi realizada a anélise
comparativa dos conjugados. Os experimentos de SEC indicaram que
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os conjugados apresentavam perfis cromatogréficos semelhantes. O
monitoramento da conformagdo dos conjugados sugere que 0S
mesmos apresentam espectros de fluorescéncia semelhantes. Através
do ELISA verificou-se que todos os conjugados reconheceram 0s soros
controles positivos. Os dados de estabilidade acelerada indicaram que
0s conjugados se mantiveram eficientes no reconhecimento dos
anticorpos, mesmo em altas temperaturas. Os conjugados
apresentaram uma grande estabilidade nas analises das curvas de
desnaturacéo térmica. Os conjugados analisados em conjunto com as
placas revestidas com a solucdo post-coating e o estabilizante
Guardian possuem estabilidade compativel para armazenamento do
Kit EIE-LVC a temperatura de 2°C a 8°C.

Conclusédo: A implantagdo das novas estratégias bem como a
otimizacdo das etapas existentes na obtencdo dos conjugados visa
obter maior reprodutibilidade nos aspectos de produgdo e o
aperfeicoamento da qualidade do Kit EIE-LCV.
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