AVALIACAO DA PUREZA DE SOROS ANTIOFIDICOS BRASILEIROS E
DESENVOLVIMENTO DE NOVA METODOLOGIA PARA ESSA FINALIDADE

Filipe Soares Quirino da Silva

Tese de Doutorado
Programa de Pés-graduacéo em Vigilancia Sanitéria
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

Fundacao Oswaldo Cruz

Orientador: Prof. Dr. Salvatore Giovanni de Simone

Co orientador: Prof. Dr. André Luis Gemal

Rio de Janeiro

2008



Avaliacdo da pureza de soros antiofidicos Brasileiros e Desenvolvimento

de nova metodologia para essa finalidade

Filipe Soares Quirino da Silva

Tese submetida a Comissdo Examinadora composta pelo corpo docente
do Programa de Pés-graduacdo em Vigilancia Sanitaria do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude da Fundacdo Oswaldo Cruz e por
professores convidados de outras instituicbes, como parte dos requisitos
necessarios a obtencao do grau de Doutor.

Aprovado:

Professor: Saulo Cabral Bourguignon

Professora: Cassia Ribeiro Ponciano (suplente)

Professor: Floriano Paes da Silva Junior

Professora: Ana Cristina Martins de Almeida Nogueira (suplente)

Orientador: Prof. Dr. Salvatore Giovanni de Simone

Co orientador: Prof. Dr. André Luis Gemal

Rio de Janeiro

2008



FICHA CATALOGRAFICA

Silva, Filipe Soares Quirino

Avaliacdo da pureza de soros antiofidicos Brasileiros e Desenvolvimento
de nova metodologia para essa finalidade /Filipe Soares Quirino da Silva. Rio
de Janeiro: INCQS/FIOCRUZ, 2008.

xx, 165p, fig., tab.

Dissertacdo em Vigilancia Sanitéria, Programa de Pds-graduacéo em Vigilancia
Sanitaria /INCQS, 2008. Orientador: Prof. Dr. Salvatore Giovanni de Simone Co

orientador: Prof. Dr. André Luis Gemal

1. Soros Antiofidicos. 2. Controle de Qualidade. 3. Espectrometria de massas
4. Eletroforese bidimensional. 5. Predicdo de epitopos. 6. Mapeamento de

epitopos 7. Peptideos sintéticos. 8 Preparo de antisoros

I. Desenvolvimento de novos métodos para a avaliagdo da pureza de soros

antiofidicos

Purity evaluation of Brazilian snake antivenoms and development of a new

method for quality evaluation.




RESUMO

Nesse trabalho, analisou-se a pureza de soros antiofidicos utilizados no
Programa Nacional de Imunizacdes. Fez-se a avaliagdo com base no teor e
composicdo de proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida, de soro
antibotrépico. O principal componente identificado foi o fragmento F(ab)’, —
fracéo relevante para o efeito protetor do soro. Também se verificou a presenca
de proteinas contaminantes. Estas proteinas foram caracterizadas por western
blot e espectrometria de massas, apds a separacdo por eletroforese
bidimensional. Os contaminantes identificados foram a IgG, albuminas equina e
de asno, fragmentos da regido variavel da cadeia pesada e fragmentos de
albumina. A concentracdo desses contaminantes varia bastante de um produtor
para 0 outro, sendo que um dos produtores apresentou uma pureza
substancialmente melhor que os demais.

Desenvolveu-se um anticorpo para um método que visa a avaliacdo do
conteaddo de imunoglobulina equina integra nos soros. Iniciou-se o0
desenvolvimento pela predicdo de epitopos na cadeia pesada da
imunoglobulina eqiina, utilizando modelagem molecular. Nove provaveis
epitopos foram identificados. O mapeamento dos epitopos utilizando a técnica
de spot sintese confirmou a maioria das predicdes e possibilitou a identificacéo
dos trés mais reativos frente ao soro de coelho imunizado com IgG equina.
Com base nesses resultados preparou-se um conjugado do peptideo
correspondente ao epitopo mais reativo com o toxoide tetanico. A imunizacéo
de coelhos com esse conjugado levou a obtencdo de soro que apresentou
reatividade frente a imunoglobulina equina, confirmando a possibilidade de seu
usSo como reativo para esse fim.

Nenhum lote avaliado foi considerado insatisfatorio frente a legislacéo
vigente para soros antiofidicos. Da comparacéo da legislacdo em vigor com o
estado da arte das industrias de biotecnologia inferiu-se a necessidade de
adequacao desta lei, de maneira a considerar especificacées que garantam
uma melhor qualidade dos soros nacionais. Em funcdo das diferencas nos
resultados da avaliacdo de pureza das amostras de diferentes produtores,
sugere-se a adocdo de um programa de investimento para a nivelacédo

tecnoldgica dos fabricantes.



ABSTRACT

A purity evaluation of antivenoms used in the Brazilian National
Immunization Program was performed in this work. The main parameters used
were total amount of protein and protein composition by SDS PAGE. The most
important identified component was F(ab’), fragment, the relevant molecule for
antivenom effect. Contaminant proteins were also present. These contaminants
were characterized by western blot and mass spectrometry, after two
dimensional electrophoresis separation. Identified contaminants were IgG,
albumin horse and donkey, fragments from antibodies chains and albumin
fragments. The amount of contaminants had a great variation from one
producer to the other, and one manufacture had a better purification process
than the others.

A reagent for 1gG identification in antivenoms was also developed. First,
epitopes in horse IgG heavy chain were predicted using different molecular
modeling methods. Eleven epitope candidates were identified. Epitope mapping
confirmed most of the predicted sequences and the three most reactive
epitopes were identified. With theses results, a conjugate between tetanus
toxoid and a synthetic peptide was prepared. Rabbits were immunized with this
conjugate, and after a second buster a high titer of antibodies against horse
immunoglobulin was obtained. This serum has the potential applicalility to
detect IgG in antivenoms.

None of the batches was unsatisfactory to Brazilian guidelines for
antivenom production. This guideline must be up dated, because it is old and
the biotechnology industry had a lot of advances in last years. New regulatory
specifications are the first step for better quality products. An investment
program for the manufactures is also necessary, to adequate the purification

process to most rigorous specifications.
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1 — Introducéo
1.1— Historico

Desde os primordios da humanidade o contato do homem com animais
venenosos acontece. Durante a maior parte da historia as vitimas desse agravo
nao tiveram a possibilidade de um tratamento adequado, levando-as a lesbes e
morte. No Brasil, durante o periodo colonial e a monarquia, os acidentes
ofidicos eram considerados uma praga, com elevada incidéncia e mortalidade
(SAUDE, 2008; BOCHNER, 2003).

Essa situacdo comecou a mudar a pouco mais de cem anos. O primeiro
marco deu-se com a producdo de soros antiofidicos na Franca em 1894,
gracas a aplicagdo do conhecimento de que a inoculacdo de toxinas
bacterianas em animais produzia no plasma um principio capaz de neutralizar o
efeito da toxina (WAGNER, 2006).

Albert Calmette, pesquisador do Instituto Pasteur e Césaire Auguste
Phisalix, do Museu de Histdria Natural de Paris, em trabalhos independentes,
utilizaram-se da mesma metodologia para preparar 0 soro contra o veneno de
naja (BOCHNER & STRUCHINER, 2003).

No ambito nacional, a tecnologia de producédo de soros antiofidicos e o
seu uso para o tratamento dos acidentes ofidicos foi introduzida pelo médico
Vital Brasil, no principio do século XX (BOCHNER, 2003).

J4 se passara mais de um século desde o primeiro uso do soro
antiofidico e, apesar disso, este é ainda o Unico produto farmacéutico
disponivel para o tratamento de envenenamento por cobras. Fazendo uma
retrospectiva, percebe-se claramente que foi feito muito pouco investimento em
pesquisa e desenvolvimento de produtos destinados ao tratamento de
envenenamento por cobras. Recentemente algumas alternativas estdo sendo
pesquisadas, como 0 uso de anticorpos monoclonais (HARRISON et al, 2003)
e anticorpos monoclonais humanizados, mais esses produtos ainda estédo
longe de uma aplicacao clinica.

No Brasil esses produtos s&o particularmente importantes para a
populacdo rural, a mais exposta ao contato com ofidios. A incidéncia desses
acidentes & de mais de vinte mil casos/ano, levando a cerca de cem oObitos/ano
(MINISTERIO DA SAUDE, 2008). Em funcéo disso, pode-se inferir que sem os

soros a mortalidade e mutilagdes seriam bem maiores.



1.2 — Tecnologia de Producédo de Soros Antiofidicos

A legislacdo vigente, Resolugdo n® 174 da secretaria de Vigilancia
Sanitaria, de 11 de novembro de 1996, define soro antiofidico como sendo “...
uma solucdo de imunoglobulinas especificas purificadas, obtidas a partir de
plasma de equideos hiperimunizados, contra 0 veneno da serpente a que se
refere”(BRASIL, 1996). Segundo essa definicao, fica claro que os soros ainda
sdo produzidos de acordo com a idéia original de Calmette e Phisalix,
ressaltando no entanto, que ao longo desse periodo muitos avancgos
tecnologicos foram incorporandos ao processo de producdo dos soros.

Cabe ressaltar que os soros antiofidicos sdo medicamentos, mais
especificamente produtos bioldgicos, e como tal estdo sujeitos em parte as
legislacbes que cobrem os produtos farmacéuticos. Por exemplo, a sua
producdo € regulamentada pela mesma Resolucdo da ANVISA aplicada aos
medicamentos - RDC n® 210, de 04 de agosto de 2003. Essa resolucéo dita as
Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) (BRASIL, 2003). Como a producao de
soros antiofidicos envolve a utilizacdo de material biolégico, intrinsecamente
variavel, o cumprimento das BPF na producdo dos soros € ainda mais critico
gue em outros produtos farmacéuticos.

A producéo de soros antiofidicos € um processo complexo, porque faz
uso de material biologico e envolve inimeras etapas. As principais etapas sao:
a criagdo e manejo de animais, para a coleta de venenos e posterior obtencéo
do plasma hiperimune, tecnologia de processos bioquimicos para o
fracionamento do plasma hiperimune e tecnologia farmacéutica para a
formulacdo e envase do produto final (LALLOO & THEAKSTON, 2003;
BURNOUF et al, 2004).

Na primeira etapa do processo de producdo de soros sdo necessarias as
serpentes, para a obtencao dos venenos, que serdao usados para a imunizagcao
de animais soros produtores. A imunizagcao podera ser feita utilizando o veneno
de espécies de um Unico género, dando origem a um soro monovalente, ou a
mistura de venenos de espécies de dois géneros diferentes, dando origem a
soros polivalentes.

ApOs a imunizacgdo, o plasma de varios animais € reunido dando origem
ao plasma acabado a granel, que sera processado para a purificacdo da fracao
ativa, originando o soro concentrado a granel. Na etapa de tecnologia



farmacéutica o soro concentrado sera formulado, gerando o soro acabado a
granel que seré entdo envasado em ampolas sob condi¢cfes assépticas.

Cada uma dessas etapas tem muitas particularidades que influenciam
na eficacia e seguranca dos produtos. Por esse motivo, essas etapas seréo

discutidas de forma detalhada.

1.2.1 — Ofidios Usados na Producéo de Soros

As serpentes utilizadas para a obtencao dos venenos sao capturadas na
natureza e encaminhadas para serpentarios, que as mantém e eventualmente
as reproduzem. No caso de animais capturados, deve ser registrado o local da
captura, a cobra deve ser submetida a classificacdo taxondmica e deveré ser
mantida em quarentena antes do inicio do uso de seu veneno em produc¢ao
(BRASIL, 1996).

Uma alternativa a captura e manutencao de cobras venenosas consiste
na producdo de componentes do veneno por meio de tecnologia de DNA
recombinante. Deve-se destacar que essa alternativa se encontra em pesquisa,
nao sendo ainda empregada em producédo (LALLOO & THEAKSTON, 2003).

No Brasil, os géneros de ofidios mais importantes do ponto de vista
meédico sdo Bothrops, Crotallus, Lachesis e Elapidea. Cada um desses géneros
tem varias espécies de interesse para a saude publica, dai a legislacdo
preconizar a utilizacdo de venenos de algumas espécies na producao de soros,
garantindo uma maior cobertura da protecdo contra 0 envenenamento por
género.

O género Bothrops € constituido por serpentes popularmente chamadas
de jararacas. Esse género tem o maior nimero de espécies de interesse
meédico no Brasil, sendo responsavel também pelo maior nUmero de acidentes.
Cada uma das espécies de Bothrops tem uma distribuicdo geogréafica
especifica (Tabela 1), sendo que em todas as regides do territério nacional ha
pelo menos uma espécie presente. As espécies desse género tém uma cabeca
em formato triangular (fig. 1a), com narinas, fosseta loreal, dentes inoculadores
de grande tamanho (fig. 1b) e calda lisa (fig. 1c). O tegumento desses animais
tem uma coloragéo caracteristica, como mostrado na figura 2a.

Apenas uma espécie do género Crotalus (cascavel) é usada na
producdo de soro antiofidicos no Brasil. Esta espécie apresenta uma

distribuicdo geografica mais especifica, ocorrendo principalmente em areas de
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campos, em boa parte do centro do territério nacional (Tabela 01). Uma
caracteristica anatbmica marcante dessa serpente é a presenca de chocalho
na ponta da calda (fig. 1d), além do tegumento (fig. 2b).

As maiores serpentes venenosas brasileiras pertencem ao género
Lachesis (surucucus) podendo atingir até 3,5 metros de comprimento. Outro
aspecto préprio desse género € o formato da calda, com as escamas ericadas
(fig. 1e). Duas espécies de relevancia para saude sdo presentes no territério
nacional, ocorrendo em florestas umidas, como manchas de mata atlantica no
litoral do SE até o NE (Lachesis muta muta) e na floresta Amaz6nica (Lachesis
muta rombeata) (Tabela 01) (MELGAREJO, 1997).

A familia Elapidea (corais) tem duas espécies de interesse médico no
Brasil. Sdo encontrados no S, SE e CO do pais (Tabela 1). Seu formato de
cabeca € bastante diferente dos demais géneros, ndo apresentando a fosseta
loreal (fig 1f). Os dentes de inoculagéo sé&o pequenos, fixos e situados na parte
anterior da boca (fig 1g) e padronagem do tegumento bem diferente dos

demais ofidios nacionais (fig 2d).

Tabela 1: Ofidios utilizados na obtengéo de venenos para a producao de soros no Brasil

Familia/Género | Nome popular™ Espécies Distribuicio geografica
B. jararaca S, SE, Sul da Bahia e MS
B. jararacussu S, SE e parte MS
o B. alternatus Amazonia legal
Viperidea/Bothrops Jararaca o
B. moojeni SE, CO e NE
B. neuwiedi Campos no centro do pais
B. cotiara SEeS
o C. dirissus Campos (S,SE, CO e NE)
Viperidea/Crotalus Cascavel N
terrificus
L. muta muta Manchas de mata atlantica (NE e
Viperidea/Lachesis Surucucu SE)
L m. rombeata Amazobnia
_ _ Micrurus frontalis SeSE
Elapidea/ Micrurus Coral ) )
Micrurus coralinus | S, SE e CO

(1) Outras denominagdes populares sdo comuns nas diversas regides do pais.
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Figura 01: Caracteristicas anatdmicas dos géneros de ofidios de interesse médico do Brasil (a)
cabeca com fosseta loreal (no quadro) de Bothrpos, Crotallus e Lachesis. (b) dentes
inoculadores de grande porte e localizados na porcdo anterior do maxilar. (c) calda lisa
(Bothrops) (d) calda com chocalho (Crotallus) (e) Calda com escamas ericadas (Lachesis) (f)
cabeca sem fosseta loreal, de Elapidea (g) dentes inoculadores pequenos e fixos localizados
na regido posterior da boca. (BRASIL, 2001).



Figura 2: Exemplos dos principais ofidios utilizados para a producao de soros no Brasil. (a)
Bothrops jararaca (b) Crotallus durissus (c) Lachesis Muta (d) Micrurus carallinus. (BRASIL,
2001)



1.2.2 —Venenos

Venenos de serpentes sdo a secregcao de glandulas especializadas,
presentes nesses animais. As espécies de interesse médico apresentam uma
comunicacdo da glandula com dentes especializados na inoculacédo do veneno
na vitima.

A composicdo quimica dos venenos ja foi bastante estudada. Os
venenos sado misturas complexas de proteinas, glicoproteinas e peptideos,
além de outros componentes de baixo peso molecular, como serotonina,
histamina (VARANDA & GIANNINI, 1999) e componentes destituidos de efeito
téxico, como citrato (OWNBY et al, 1999a), ions sddio e potassio.

A maioria das proteinas presentes nos venenos sao enzimas, sendo que
a presenca de proteases € muito comum. Estudos sobre a composi¢cdo dos
venenos ja demonstraram a presenca de metalo (FOX et al, 1994) e serino
proteases (DE SIMONE et al, 1996; DE SIMONE et al, 2007). De acordo com
sua especificidade para substratos, as proteases de venenos podem ser
classificadas como especificas e inespecificas. (ZINGALI et al, 2001).

Proteases especificas atuam principalmente sobre proteinas da cascata
de coagulacao, tendo efeito anticoagulante (DE SIMONE et al, 2007). Por
exemplo, a batroxobina, uma serino protease com acao similar a trombina
isolada do veneno de B. moojeni, é utilizada para o tratamento de pacientes
com trombos sanguineos (GEYER, 1995).

As proteases inespecificas sdo um grupo bem maior e heterogéneo de
enzimas, envolvendo principalmente metalo proteases dependentes de zinco.
Essas enzimas causam hemorragias e lesdes nos tecidos das vitimas (FOX et
al, 1994).

Outro tipo de enzima comum aos venenos € a fosfolipase A, (PLA)).
Essas enzimas hidrolisam fosfolipidios da membrana celular, liberando os
acidos graxos da posicdo 2 e os monoacil fosfo gliceris (DENNIS & SIX,
2000).

As PLA; de veneno séo classificadas de acordo com a estrutura de seu
sitio ativo, em K49 (possuem uma lisina na posicédo 49 da cadeia), D49 (quando
tem na posicdo 49 um aspartato) e Ssg (Serina na posicao 49), sendo essa
altima muito pouco frequiente (OWNBY, 1999b). Nas enzimas K9 a presenca

da lisina confere uma carga positiva ao sitio ativo. As enzimas D4g € Sy ligam



um fon Ca*? no sitio ativo, que também confere a carga positiva. Os isotipos
Ka9 € S49 tém uma cinética de hidrdlise de fosofolipideos muito mais lenta que
D4o. Apesar dessa diferenca, seus efeitos toxicos também sdo pronunciados
(LOMONTE, 2003).

De acordo com seu efeito sobre a vitima as PLA; sdo classificadas em
miotoxinas e miotoxinas-neurotoxinas (bloqueiam o funcionamento de
sinapses). As miotoxinas sao proteinas de peso molecular menor (cerca de 120
aminoacidos na cadeia), e provocam lise das células musculares (efeito
miotdxico). Predominam nessa classe as enzimas Kyg € Sg9. As indutoras de
edema tem PM semelhante e produzem o inchago caracteristico do local da
mordida. Predominam nesse caso as enzimas D49 (LOMONTE et al, 2003).

Neurotoxinas também séo bastante comuns em venenos de Elapidea e
Crotallus. Elas tém um peso molecular semelhante as PLA; anteriores, sendo
que além da atividade fosfolipase, atuam bloqueando neurdnios pré-sinapse
em jungdes neuro musculares. Esse efeito leva a paralisia na vitima
(LOMONTE et al, 2003).

Outras atividades enzimaticas também ja foram descritas nos venenos,
como hidrolases de acidos nucléicos, oxidases de aminoacidos e estearases
(ZINGALI et al, 2001; SERRANO et al, 2006).

Fora as neurotoxinas, algumas outras proteinas presentes no veneno
nao tem atividade enzimatica. As Lecitinas, proteinas com capacidade de
ligagdo de agucares, sdo um exemplo dessa classe de componente de
venenos (DE SIMONE et al, 2006).

Os peptideos bioativos tém uma importancia grande em venenos.
Alguns peptideos tém a atividade miotéxica semelhante a PLA; (LOMONTE,
2003). Outros atuam inibindo enzimas plasmaticas da vitima, provocando a
queda da pressédo arterial. O estudo desse efeito de peptideos de Bothrops
jararaca levou ao desenvolvimento do captopril, primeiro anti-hipertensivo da
classe de inibidores da enzima conversora de angiotensina (SELLS, 2003).

E importante destacar que a ocorréncia de cada um desses
componentes varia bastante de espécie para espécie. Na Tabela 02 sé&o
mostrados os alguns componentes dos venenos dos géneros de serpentes

utilizadas na producao dos soros brasileiros.



Tabela 2: Exemplos de componentes dos venenos de serpentes usadas na producdo de soros

no Brasil

Géneros Componentes
Bothrops | Metalo proteases (HARRISON et al, 2003)
Serino proteases (DE SIMONE et al, 2007)
PLA,.(SILVA et al, 2001)
Oxidase de aminoacidos (SERRANO et al, 2005)
Hidrolase de acidos nucléicos (SERRANO et al, 2005)
Lectinas (DE SIMONE et al, 2006)
Peptideos bioativos (DE SIMONE et al, 2001)
Crotalus | Atividade de varias proteases (PEREZ et al, 2001)
PLA, (LOMONTE et al, 2003)
Neurotoxina (SANO-MARTINS et al, 2001)
Micrurus | PLA, (ALAPE-GIRON et al, 1994)
Neurotoxina (LOMONTE, 2003)
Lachesis | Metalo proteases (OLORTEGUI et al, 2006)
Serino proteases (DE SIMONE et al, 1996)
PLA, (GUTIERREZ et al, 1998)
Neurotoxina (MELGAREJO, 1997).

A diversidade dos venenos ndo se resume as diferencas entre as
espécies, mas também a individuos da mesma espécie; ldade (GUTIERREZ et
al, 1991) e fatores ambientais (MORHY et al, 2002; RODRIGUES SIMIONI,
2004) podem acarretar diferencas na composicdo de seus venenos. Por esse
motivo, para a imunizacdo dos animais soro produtores € necessario preparar
misturas de venenos de varios exemplares diferentes da mesma espécie de
serpente, para que a mistura resultante apresente a maior composi¢cdo de
toxinas possivel. Desta forma o soro produzido protegera melhor a vitima do
acidente.

Para a producao do soro especifico para um género, além de misturar
venenos de varios individuos da mesma espécie, € necessario misturar
venenos das diferentes espécies. A Portaria n® 174, de 11 de novembro de
1996 estabelece as associacdes de venenos de diferentes espécies para a

producdo dos soros nacionais, conforme mostra a Tabela 3



Tabela 3: Composicao de antigenos que deverdo ser usados na producédo de soros no Brasil
(BRASIL, 1996)

Soros Espécies presentes no Brasil
Antibotrépico (SAB) | Bothrops jararaca (50 %)
B. jararacussu (12,5%)
B. alternatus (12,5%)
B. moojeni (12,5%)
B. neuwiedi (12,5%)
Anticrotalico (SAC) | Crotalus dirissus terrificus
Antielapidico (SAE) | Micrurus frontalis (50%)
Micrurus coralinus (50%)

Antilaquetico (SAL) | Lachesis muta

Além da composi¢éo, outro parametro importante para a imunizacdo dos
animais soro produtores é a quantidade de veneno obtido de cada serpente.
Essa quantidade depende de alguns fatores, como a espécie, idade e peso do
animal (MELGAREJO, 1997; NETTO, 2007).

Apés a coleta do veneno este é submetido a centrifugacdo e
subsequentemente a liofilizacdo. Essas operacbes devem ser realizadas ao
abrigo da luz e o armazenamento do veneno deve ser a -20°C, a fim de
diminuir a degradagédo de seus componentes, conseqientemente aumentando
sua estabilidade.

Uma etapa preliminar ao preparo do imunizante é o controle do veneno
que é titulado para certificar seu efeito toxico. A dose letal (DLsp), deve ser
determinada, para garantir que o soro produzido a partir da imunizagdo com
esse material tera um bom efeito protetor (BRASIL, 1996).

A presenca de componentes especificos, importantes para a protecao
contra os efeitos do veneno também deve ser avaliada. No caso do veneno
Crotalico a presenca da toxina crotalina devera ser confirmada (BRASIL, 1996).

O fracionamento do veneno antes do preparo do imunizante também
pode ser realizado (ABD-ELSALAM et al, 2007; RATANABANANGKOON &
RAWEERITH, 2003). No Brasil, o principal objetivo desse procedimento €&
remover componentes do veneno que tém efeito imunossupressor,
aumentando o titulo do soro formado. Esses componentes sdo encontrados
nos venenos de Bothrops jararacussu (NETTO, 2007) e de Lachesis sp
(HIGASHI et al, 2007).
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1.2.3 — Animais Soro Produtores

Na producdo de imunoglobulinas séo utilizados animais de grande porte,
que fornecem um volume grande de produto em cada ciclo de producdo. As
espécies utilizadas variam de acordo com o pais, sendo mais utilizados o
cavalo (Equus cabalus) e o carneiro (Ovis aries). Na Tabela 4 sdo sumarizados
0S animais utilizados nos principias paises produtores de soros antiofidicos do
mundo (THEAKSON & WARRELL, 1991).

No Brasil, adotou-se o cavalo para a producédo do soro antiofidico. Para
0 uso em producdo de soros os cavalos devem ser inicialmente submetidos a
um periodo de quarentena, para a verificacdo de suas condi¢bes sanitarias. O
acompanhamento constante de um médico veterinario é necessario, e caso 0s
animais precisem de algum tratamento, deverdo ser retirados do plantel de
producdo (BRASIL, 1996).

Tabela 4: Principais animais utilizados na producéo de soros antiofidicos, de acordo com o pais
(THEAKSON & WARRELL 1991; GUTIERREZ et al, 2007)

Pais Animal

Africa do Sul, Brasil, Costa Rica, Estados Unidos, Franca, México | Cavalo

Australia, Estados Unidos, Reino Unido Ovelha
Tunisia Camelo
Bolivia Jumento

1.2.4 — Preparo do Imunizante

A primeira etapa da imunizacdo dos animais consiste no preparo do
imunizante, ou seja, o veneno liofilizado é utilizado na preparacdo de uma
formulacdo que sera injetada nos animais soro produtores.

O preparo do imunizante pode comecar pela detoxificagdo do veneno
por agentes quimicos, tipo inibidores enzimaticos (GLIGIO et al, 2004), agentes
alquilantes como o glutaraldeio (GUIDOLIN et al, 1989) e quelantes, como o
EDTA (HIGASHI, 1989). Esse procedimento diminui o efeito toxico dos
venenos sobre os animais soro produtores, preservando a sua saude. A
inativacdo do veneno por agentes fisicos também pode ser usada; Um exemplo
€ 0 uso de radiagdes ionizantes (ROGERO & NASCIMENTO, 1997).

11



Apesar da inativacdo diminuir os efeitos do veneno sobre os animais
soro produtores, alguns laboratérios ndo a realizam. Esse procedimento ndo é
realizado porque ele pode inativar epitopos importantes, que promovem a
formacdo de anticorpos protetores contra o efeito do veneno (GUTIERREZ et
al, 1997).

A Ultima etapa no preparo dos antigenos para imuniza¢do dos animais é
a adicdo de adjuvantes que aumenta o titulo de anticorpos formados. Dentre o0s
adjuvantes - o de Freund completo é utilizado na primeira imunizacéo,
engquanto o adjuvante de Freund incompleto na segunda imunizacéo, e por fim
o alginato de sédio nas imunizacdes subsequentes (GUTIERREZ et al, 1997).
O uso de adjunvante de Freund requer a aplicacdo de pequenas doses em
varios pontos do animal, visto o cavalo € especialmente sensivel aos efeitos
locais desse produto (RATANABANANGKOON & RAWEERITH, 2005)

1.2.5 — Imunizagé&o dos animais

O esquema de imunizacdo dos animais baseia-se na administracéo
subcutéanea de doses crescentes dos venenos. O esquema de imunizagao
utilizado no Instituto Clodomiro Picado (ICP) (San Jose, Costa Rica), € o
seqguinte: 1,5 mg no primeiro dia, 3 mg no 14°, 9 mg no 28° 18 mg no 42°, 56
mg no 56° 45 mg no 70° e 50 mg no 84°. A coleta do sangue do animal
imunizado sé ocorre no 98° dia que € entdo submetido a separacdo do
plasma(GUTIERREZ et al, 1997). Esse mesmo esquema de imunizacdo €&
utilizado no Uruguai (CHERONI, 1994).

A separacao do plasma do sangue pode ser feita por dois processos, a
coagulacéo ou a plasmaforese (BURNOUF et al, 2004), ou seja, separagao do
plasma e devolugcdo das células sanguineas para o animal. O segundo
processo possibilita uma recuperacdo mais rapida dos animais soro produtores.

Os cavalos imunizados com veneno produzem um titulo elevado de
imunoglobulinas do tipo IgG. As IgGs do cavalo, como na maioria dos demais
mamiferos (WEIR, 1966a), sdo proteinas tetraméricas, compostas por duas
cadeias de aproximadamente 25 kDa - denominadas de cadeias leves, e por
outras duas cadeias de aproximadamente 50 kDa - denominadas de cadeias
pesadas. A figura 3 mostra um esquema geral de estrutura de imunoglobulinas,

com as quatro cadeias e 0s seus respectivos dominios.
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A cadeia leve contém um dominio constante (C.) e um dominio variavel
(VL), este formado por recombinacdo de cadeias de DNA e destina-se ao
reconhecimento dos antigenos. O V_ dessa cadeia esta no N-terminal da
molécula e sua estrutura terciaria € estabilizada por pontes disulfeto.

Foram descritos dois tipos de C_ no cavalo, kK e A (GIBSON, 1974),
sendo que a razdo da ocorréncia em imunoglobulinas plasmaticas é de treze
unidades de A para uma de K (GIBSON et al, 1994). A cadeia A apresenta 4
isotipos distintos, sendo que a similaridade entre eles € da ordem de 96%
(GIBSON et al, 1992).

Sitlo de [igscan V1L Sivlg e Ligacaa
A Al e ﬁ no anfigene
- ¥ o e 3
I. A

F+

Dolrradia

Fe

CH3

E:i_—_:*

7%

Figura 3: Esquema da estrutura de imunoglobulinas. Sdo mostrados em amarelo os dominios
constantes das duas cadeias (C_, Cy;, dobradica, Cy, € Chz). Em vermelho sdo mostradas as

porcdes variaveis das duas cadeias (V. e V).

A cadeia pesada da imunoglobulina equina tem trés dominios constantes
(Ch1, Ch2 € Cuz) e 0 dominio variavel (Vy), também situado no N-terminal da
molécula. A cadeia pesada tem uma regido entre o primeiro e 0 segundo
dominio constante conhecida como regido da dobradi¢ca. Essa regido apresenta
uma flexibilidade conformacional maior que os dominios constantes.

A estrutura terciaria dos dominios constantes da cadeia pesada da
imunoglobulina eqliina é estabilizada por pontes dissulfeto (WEIR & PORTER,
1966a).

Inicialmente foram descritos quatro isotipos principais para a cadeia
pesada das IgGs de cavalo, baseando-se em caracteristicas bioquimicas,
como peso molecular (KLINMAN et al,1966), precipitacado seletiva e afinidade

por proteinas de bactérias, como a proteina A de Sthaphilococcus. Esses
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isotipos foram denominados de IgGa, IgGb, IgGc e IgG(T) (ROCKEY, 1967).
Essas moléculas podem ser separadas por precipitacdo seletiva e
cromatografia, de acordo com suas de afinidades para diferentes ligantes
(HOLMES & SHEORAN, 1996; SUGIURA et al , 2000). Apresentam diferencas
também nas mobilidades eletroforéticas, conforme mostrado na Tabela 5. Nos
soros antiofidicos produzidos no Brasil, predomina o isotipo IgG(T)
(FERNANDES et al, 2000) sendo o titulo muito menor para os demais.

Estudos sobre a estrutura dos genes das regides constantes da cadeia
pesada do cavalo mostraram muita semelhanca com a cadeia pesada de
outros mamiferos (WAGNER et al, 1998), revelando inicialmente a existéncia
de 6 genes para cadeia pesada de I1gG (5°-cyl//cy2//cy3/icyallcyblicy6-37).
Esses genes ja foram clonados e sequenciados (WAGNER et al, 2004). A
analise desses genes revelou a presenca de mais um isotipo, totalizando sete
para os dominios constantes da cadeia pesada de IgGs. A identidade entre os
isotipos varia de 69% até 78% (WAGNER et al, 2002). A nomenclatura
proposta para os isotipos da IgG equina € mostrada na Tabela 5.

Tabela 5: Nomenclatura e caracteristicas das imunoglobulinas eqtiinas, de acordo com a regiao
constante da cadeia pesada.(adaptada de WAGNER, 2006)

Nome PM Nome atual |Gene Extensao (aa) | Gene Bank
original (SDS-PAGE)

IgG1 IGHG1 337 AJ302055

lgGa 170 kDa IgG2 IGHG? 330 AJ302056

IgG(T) 159 kDa IgG3 IGHG3 354 AY256910

IgGb 135 kDa IgG4 IGHG4 327 AJ302057

IgG(T) 150 kDa IgG5 IGHG5 326 AY312380

IgG6 IGHG6 329 AJ312381

lgGe 180 kDa IgG7 IGHG7 328 AJ302058

O repertédrio de linhagem germinativa do cavalo ja foi em parte estudado.
Ja foram identificados 10 genes IGHV, 7 IGHD e 5 IGHJ (SCHRENZEL et al,
1997). No repertorio da cadeia leve foram identificados 20 genes IGKV, 5 IGKJ
(GIBSON et al, 1994), 30 IGLV e 3 IGLJ (GIBSON et al, 1992).

Diferente dos dominios constantes, que ja foram bastante estudados, 0s
dominios variaveis das imunoglobulinas equinas foram pouco estudados. Cerca
de 60 Vy de equinos ja foram sequienciados, principalmente utilizando material
de um animal que foi imunizado com o veneno do escorpido mexicano
(ALMAGRO et al, 2006).
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Nas sequéncias do Vy equino foi observada uma grande conservacao
das porcdes que dao forma ao sitio de ligagdo do antigeno, as Framework
Regions 1 ,2 e 4 (FR1, FR2 e FR,). A FR3 apresenta moderada diversidade em
sua sequéncia. As regibes de contato com o antigeno, (Complementary
Determinant Regions; CDRs) CDR;, CDR; e CDRj3 sdo grande variabilidade na
sua extensdo. Uma caracteristica observada nas CDRj3 estudadas é a baixa
incidéncia de cisteina e a alta incidéncia de glicina, quando comparadas com
as sequéncias do boi (Bos taurus) e do carneiro, demonstrando que no cavalo
ha uma grande flexibilidade no sitio de ligacdo antigeno-anticorpo, quando
comparado a esses animais (ALMAGRO et al, 2006).

A estrutura quaternaria das imunoglobulinas equinas é estabilizada por
pontes de sulfeto entre as duas cadeias pesadas e entre cada cadeia leve e
uma cadeia pesada (figura 3), de forma semelhante as imunoglobulinas de
outras espécies (ROCKEY, 1966; WEIR & PORTER, 1966b; WEIR et al,
1966¢).

As imunoglobulinas equinas também apresentam glicosilagcdo (WEIR,
1966b) como é frequiente nessa classe de proteinas. Os sitios de glicosilacao
se encontram no Cy, e Cys, podendo-se deduzir até trés possiveis sitios de N
glicosilacéo nas IgGs, dependendo do isotipo (WAGNER et al, 2004). H& pouca
informacéo disponivel sobre a estrutura de carboidratos presentes, mas sabe-
se da ocorréncia de acido N-glicolil-neuraminico na extremidade das cadeias
de oligossacarideos (RAJU et al, 2000).

1.2.6 — Purificacao do Plasma Hiperimune

A necessidade de purificar o plasma hiperimune foi visualizada ainda no
final do século XIX, devido a incidéncia de inUmeras reac¢des adversas, como
febre e alergias (WAGNER, 2006). Desde entdo, varias estratégias para a
purificacdo do plasma foram desenvolvidas. Dentre as principais técnicas
empregadas estdo a precipitacdo seletiva das proteinas do plasma, o uso de
proteases e a cromatografia (SLATER et al, 2002).

Os protocolos estabelecidos para a purificacdo do plasma séo baseados
em uma das técnicas citadas anteriormente ou na associacdo delas. Em todos
0S processos 0 objetivo consiste em diminuir a concentragdo das proteinas que

nao contribuem para o efeito protetor do material, aumentando assim a relagéo
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entre teor de proteina e o0 efeito neutralizante do produto
(RATANABANANGKOON & RAWEERITH, 2005).

1.2.6.1 — Purificacdo por Precipitacao Seletiva

1.2.6.1.1 — Precipitagdo Salina

A precipitacdo salina € um método muito usado para a separacao de
proteinas de misturas complexas. O fundamento desse método € a competicéo
entre a proteina e o sal pelas moléculas de agua na solugdo. Com o0 aumento
da concentracdo salina a proteina é dessolvatada, precipitando. Varios sais sao
usados nesse processo. Sais muito sollveis em agua, como sulfato de amonio
e o sulfato de sodio sédo preferidos nesse procedimento. A precipitacdo das
proteinas ocorre de forma seletiva, dependendo da concentragdo salina
(MAURER et al, 2008), ou seja, na competicdo entre o sal e a proteina pelas
moléculas de agua, proteinas mais hidrossolUveis precipitam em concentracéo
salina maior, enquanto proteinas menos hidrossollveis precipitam em
concentracéo salina menor.

O sal mais usado na precipitacdo seletiva de imunoglobulinas € o sulfato
de amdnio (SA). Esse sal foi utilizado nos trabalhos iniciais que estabeleceram
protocolos de purificacdo de plasmas hiperimunes para a producdo de soros
antiofidicos (POPE, 1939; HARMS, 1948), e por isso em um grande nimero de
fabricantes ele ainda € usado.

As condicbes especificas de uso do SA, como a temperatura da
precipitacdo e a concentracdo usada, variam muito entre os diferentes
produtores. Para a precipitacdo seletiva de proteinas do plasma, ja foram
descritas concentragfes de 12g/dL (GUTIERREZ et al, 1994) até 50 g/dL
(RATANABANANGKOON & RAWEERITH, 2003), utilizando temperaturas entre
a temperatura ambiente até 55°C.

A precipitagdo salina € um dos métodos fundamentais para a producéo
de soros antiofidicos. Além do Brasil (SILVA et al, 1989) produtores de outros
paises como Estados Unidos da América (DART & McNALLY, 2001), Franca
(SCHERRRMANN et al, 1997; LANG et al, 1998), Tailandia
(RATANABANANGKOON & RAWEERITH, 2003) e Uruguai (CHERONI, 1994)
também operam processos baseados em precipitacdo salina.
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1.2.6.1.2 — Precipita¢do por Acidos Organicos

Acidos organicos, da mesma forma que sais, também podem precipitar
proteinas, dependendo de sua concentracdo em solucdo. O mecanismo dessa
precipitacdo ndo é tdo conhecido como o da precipitacdo por sais. O &cido
organico mais usado para essa finalidade é o acido tricloroacético, embora sua
seletividade seja pequena, ou seja, mesmo em baixa concentracdo ele
precipita a maior parte das proteinas presentes.

Na purificacdo dos soros, o &cido organico mais usado é o &acido
caprilico (AC) (acido n-octandico). Nesse processo utilizam-se o AC numa
concentracdo na qual as IgGs permanecem sollveis, precipitando somente as
demais proteinas plasmaticas (SILVA et al, 1989). A precipitacdo de
imunoglobulinas equinas pelo AC foi detalhadamente estudada (GUTIEREZ et
al, 1994). Inicialmente o pH do plasma deve ser ajustado a 5,8 com acido
citrico e depois o0 AC deve ser adicionado até 5% (v/v). Essas condi¢cdes
maximizam o rendimento do soro em relacdo a poténcia biologica, pois
reduzem a concentracao inicial de albumina a cerca de 9% da proteina total
presente, e ndao provocam problemas operacionais, como dificuldades de
filtracdo para a remocao do precipitado. Na Figura 4 € mostrado um resumo
desse processo, que é utilizado na Costa Rica para a producdo do soro
antiofidico polivalente.

A precipitacdo por AC é utilizada em outros paises além da Costa Rica,
como Egito (REDWAN, 2006).
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Plasma

Ajuste do pH até 5,8
Adicao de acido caprilico até 5%

Agitacdo vigorosa por 1h

Y

Precipitacao

Filtracdo

—— > Sdlido (proteinas plasmaticas)

Y
1gGs (Filtrado)

Dialise por 48 h

Soro isento de AC

Adicéo de NacCl e fenol

Ajuste do pH até 7,2

Y
Produto final

Figura 4: Esquema da producdo de soros antiofidicos segundo protocolo adotado no Instituto
Clodomiro Picado, San Jose, Costa Rica. (GUTIERREZ et al, 1994; GUTIERREZ et al, 2007)

1.2.6.2 — Purificacdo Utilizando Hidrolise Enzimati  ca

Sabe-se, ha bastante tempo, que proteases podem auxiliar no processo
de purificacdo de soros hiperimunes (POPE, 1939). Essas enzimas hidrolisam
as moléculas de anticorpos na regidao da dobradica, produzindo dois tipos de
fragmentos. O primeiro tipo sdo os fragmentos cristalizaveis (F¢) que tem dois
dominios Cy; e Cus. O segundo tipo sdo os fragmentos capazes de ligar-se ao
antigeno. Essa porcdo contém o N-terminal das cadeias pesadas e as cadeias

leves. Esse fragmento pode ser o F(ab”) (do inglés Fragment of antigen
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binding), ou F(ab’),. O F(ab”) apresenta um peso molecular de 50 kDa em
eletroforese sob condi¢des ndo redutoras. Nessas mesmas condi¢des o F(ab’),
apresenta peso molecular aproximado de 100 kDa. A formacdo de cada um
desses fragmentos deve-se a diferenca de seletividades das proteases
utilizadas.

Além de fragmentar as imunoglobulinas, o uso de proteases no
processamento de plasma animais apresenta, segundo alguns autores, varias
vantagens.

Os fragmentos F(ab”) e F(ab’), sdo moléculas menores que a IgG,
apresentando uma difusdo melhor para os tecidos, dai acredita-se que os
fragmentos atingem o sitio de inoculacdo das toxinas com maior facilidade que
a lgG. Apesar de essa teoria ser coerente, estudos em modelos animais
(GUTIERREZ et al, 1999, GUTIERREZ et al, 2001; GUTIERREZ et al, 2006) e
clinicos (LOMONTE et al, 1997) ndo mostraram diferenca de eficacia entre soro
antibotrépicos constituidos de IgG e F(ab’),, em relacdo aos efeitos locais do
veneno.

Os fragmentos néo tém regiao F, logo eles ndo desempenham algumas
funcgBes tipicas das imunoglobulinas, como por exemplo, a ligacdo a receptores
em células de defesa, que resulta na liberacdo de citocinas e a ativacao do
complemento (GUTIERREZ et al, 2005). Efeitos adversos aos soros,
principalmente anafilaxia, sdo atribuidos a liberacdo dessas substancias.

A 1gG é mais resistente a hidrélise por proteases que outras proteinas do
plasma, como a albumina. Dessa forma o tratamento enzimatico gera proteinas
menores que podem ser separadas por outras técnicas, como cromatografia ou
precipitacdo seletiva (JONES & LANDON, 2002). E ainda contribui para o
aumento da seguranga do produto, uma vez que as proteases atuam na
inativacdo de agentes infecciosos possivelmente presentes, como virus
(LAZAR et al, 2002).

Uma desvantagem do tratamento com proteases € a introducdo de mais
uma proteina heterdloga, aumentando o risco de efeitos adversos ao produto,
caso a enzima nao seja removida no processo de purificagcdo. Outra
desvantagem é que ocorre perda de atividade dos soros, principalmente se o
tratamento for por tempo muito prolongado (MORAES & MASSALDI, 2005).

Varias proteases foram estudadas na produgcdo de soros. Algumas,

como a tripsina, hidrolisam rapidamente as cadeias das imunoglobulinas em
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F(ab) e F(ab’),, porém a hidrélise prossegue levando a formacao de peptideos
sem atividade (JONES & LANDON, 2002). Por essa razao as proteases mais
utilizadas sé@o a pepsina e a papaina.

A pepsina suina foi a primeira protease a ser utilizada na producéao de
soros. Trata-se de uma aspartico protease isolada da mucosa gastrica de uma
variedade de animais. A especificidade da enzima suina para clivagem de
ligacBes peptidicas € mostrada abaixo (BANKUS & BOND, 2001):

_Pl_Pl,_

Onde:

P, : ndo é especifico, mas hidrofobicos, especialmente F e L s&o preferidos

P,” : N&o pode ser V, Aou G

No processamento de soros a hidrolise pela pepsina ocorre
preferencialmente na regido da dobradica das moléculas, convertendo a IgG
integra em fragmento F(ab”), e F. (Figura 4). Alguns fatores podem afetar a
cinética dessa hidrélise, como o pH e a concentracdo de enzima.

O controle do processo é fundamental, pois a pepsina pode hidrolisar
completamente a imunoglobulina, produzindo fragmentos inativos (HARBER &
STONE, 1967).

A reacado de hidrolise € mais rapida em pH de 2-4, sendo praticamente
inativa em pH > 6. Um exemplo da influéncia do pH é a hidrolise do soro de
carneiro por pepsina (JONES & LANDON, 2002). Com a razéo
enzima/substrato 1:50, em pH 4,5, mesmo apés 72h ainda ha uma porcéo
razoavel de IgG integra. No mesmo periodo de tempo, em pH 4, a hidrolise &
completa. Em pH 3,5 apds duas horas toda a IgG foi convertida a F(ab’),,
sendo que ap6s 24h a albumina do carneiro também foi completamente
hidrolisada. No mesmo tempo em pH 3 a reacdo ocorre com a mesma
velocidade, porém o titulo do soro decresce muito, demonstrando que a
pepsina produz produtos de hidrdlise que séo inativos.

A hidrélise de IgG equina por pepsina foi estuda variando-se o pH e a
razdo enzima/substrato (MORAIS & MASSALDI, 2005). Na faixa de pH de 2,8-

3,0 a IgG presente no plasma é completamente hidrolisada pela pepsina(0,5
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g/L), ap6s uma hora. Em pH 3,2 a hidrolise s6 se completa em uma hora na
concentracéo de 5,0 g/L. A maior parte da IgG purificada por precipitacdo com
AC é hidrolisada ap6s 1h em pH 3,0, na concentracdo de pepsina de 1g/L. A
hidrolise completa da IgG s6 ocorre apdés 4h. Foi observado que a nesse
mesmo trabalho que a IgG(T) hidrolisa mais rapido que a IgG(a).

A outra protease utilizada na fabricagdo de soros é a papaina, uma
cisteina endopeptidase vegetal, isolada do latex do mamao (Carica papaya). A
especificidade da papaina para clivagem de ligacdes peptidicas é mostrada
abaixo (BANKUS & BOND, 2001):

— P PPy -

Onde:

P, : ndo e especifico, mas K e R s&o preferidos;
P,” : N&o pode ser V,

P, : Hidrofobicos volumoso séo preferidos.

A hidrolise € mais rapida em pH de 6-7. A papaina pode ser inibida por
varios inibidores de cisteina proteases, como metais pesados.

No processamento de soros, a papaina converte a IgG integra em
fragmento F(ab”) e F.. Segundo o descrito na literatura, a hidrélise ocorre em
uma ligacdo peptidica anterior ao ponto de hidrolise por pepsina, mantendo
uma ponte de sulfeto a mais no fragmento F. (Figura 5). A papaina nao é
utilizada na producdo de soros no Brasil, ao contrario do que ocorre nos EUA
(DART & MACNALLY, 2001).
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Digestéo com N " Fragmento F(ah;)
pepsina Fragmento Fc

Digestdo com

papaina j( + /Fragmentos F(ab)

Fragmento Fc

Figura 5: Hidrélise de imunoglobulinas por proteases. A pepsina hidrolisa liberando o fragmento
F(ab’), e o fragmento F.. No caso da papaina o corte ocorre em um ponto anterior a ponte
dissulfeto, gerando dois fragmentos F(ab) e F.. A cadeia pesada é representada em vermelho,
a cadeia leve é representada em amarelo e as principais pontes dissulfeto sdo representadas

em preto.

O processo de purificacdo dos soros antiofidicos produzidos no Brasil
associa a precipitacdo com SA e a hidrélise das imunoglobulinas eqiinas por
pepsina em pH 3,1, para a producéo de fragmentos F(ab”),, conforme descrito
na Figura 6 (SILVA et al, 1989).

Em 2004, a empresa Zyomix (Califérnia — EUA) patenteou um novo
processo para a obtencdo de fragmentos F(ab’),. Inicialmente a IgG é
submetida a hidrdlise por peptideo N-glicanase (PNGase), enzima que remove
os oligossacarideos N-ligados, presentes no dominio Cy, da IgG. A remocéo
desses carboidratos acelera a hidrélise da IgG pela pepsina. Apdés a
deglicosilacdo, a IgG murina é completamente hidrolisada por pepsina (1g/L)
em pH 4,5 por duas horas. Embora o tempo de reacdo seja um pouco maior, 0
pH empregado é maior, 0 que tende a reduzir a desnaturacdo de proteinas.
Embora os exemplos detalhados nessa patente sejam de anticorpos
monoclonais murinos e humanizados, os autores reivindicaram também a
aplicacdo do método também para o processamento de soros antiofidicos,

fabricados a partir de 1gG de cavalo e carneiro (NOCK et al, 2004).
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Da mesma forma que a digestdo por pepsina, a hidrolise por papaina
também ¢é facilitada pela deglicosilacdo. Este efeito foi observado em

anticorpos murinos e quimérico (homem rato) (RAJU & SCALLON, 2007).

Plasma

Diluicdo até 40 mg/mL
Ajuste do pH até 3,1
Adicéo de pepsina (8:1)
Digesto por 40 min/30°C

Y

Plasma hidrolisado

Ajuste do pH até 5,2
Aguecimento até 55°C
Adicdo de SA até 17,5 g/dL

Centrifugacao

Y

Sobrenadante + Pellet (descarte)

Ajuste do pH até 7,1
Adicdo de SA até 28%

Y
Pellet

Dissolucdo em NaCl 0,85 g%

Soro F(ab’),

Figura 6: Resumo do processo de purificacdo do plasma hiperimune para a producdo dos soros

antiofidicos no Brasil (SILVA et al, 1989)
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1.2.6.3 — Purificacdo por Cromatografia

Na moderna industria biotecnologica a cromatografia preparativa € um
processo bastante disseminado. As colunas empregadas em escala industrial
operam praticamente nos mesmos modos usados em escala analitica. Troca
iGnica, afinidade e gel filtracdo sdo os modos mais utilizados (WALSH, 2003).

A grande vantagem do uso de cromatografia industrial é o nivel de
pureza dos produtos que se consegue atingir, mesmo partindo de misturas
complexas de proteinas. E importante destacar que a purificacdo por
cromatografia se da em condicdes mais brandas do que as de outros
processos, como por exemplo, o de precipitacdo. Dessa forma, os produtos
obtidos por cromatografia tém uma maior poténcia biolégica e uma menor
concentracdo de agregados (JONES & LANDON, 2002).

Por esses motivos, varios protocolos para o processamento de plasmas
hiperimune utilizando cromatografia foram desenvolvidos tanto em pesquisa
como em escala de producdo. Esses procedimentos usam a cromatografia uma
técnica complementar as demais citadas anteriormente. A cromatografia &
usada para diminuir a concentragdo de contaminantes como proteinas
plasmaticas (GUTIERREZ et al, 2007) e subprodutos da hidrélise das
imunoglobulinas (SCHERRMAN et al, 1997), além de remover os residuos de
protease utilizada no processamento do soro (JONES & LANDON, 2002).

1.2.6.3.1 — Purificagédo por Cromatografia de Troca  I0nica

A cromatografia de troca ibnica de proteinas se baseia na interacao
entre as cargas elétricas da fase estacionaria e das proteinas, num
determinado valor de pH. As colunas de troca iGnica podem ser classificadas
em anidnicas, que tem em sua superficie grupos negativos, e catibnicas, com
grupos positivos em sua superficie. A interacdo entre a fase estacionaria e a
proteina é dissociada com o aumento da concentracdo salina da fase movel. A
concentracdo na qual ocorre a dissociacdo depende da distribuicdo de carga
superficial de cada proteina, levando a separacdo de misturas complexas
(XINDU & WANG, 2008).

A purificacdo de IgGs a partir de plasma equino hiperimune, utilizando a
cromatografia de troca ibnica, foi patenteado pela American Home Products
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(Wyeth Lederele) (HUM & LEE, 1989). Nessa patente os autores relatam que a
purificagcdo da IgG(T) equina por troca ibnica € um método mais viavel que o
uso outras técnicas, como a cromatografia de afinidade.

Ha relatos do uso da cromatografia de troca i6nica, com sucesso, na
purificacdo de fragmentos F(ab’), obtidos da precipitacdo com SA e digestéo
com pepsina de imunoglobulinas equinas (DIAS et al, 1989). Esse método
utilizou o trocador catibnico SP-Sepharose, eluindo o F(ab”), com gradiente de
0-0,15 M de cloreto de sodio. Em pH 6,0 se consegue um aumento da atividade
especifica (relacdo entre o teor de proteinas e o efeito neutralizador; U/g) do
SAC, de 15 para 25. Em pH 5,5, o aumento de atividade especifica do SAB foi
de 11 para 30.

Essa técnica também foi empregada na purificacdo do soro contra a
vibora européia produzido na Franca (PEPIN-COVATTA et al, 1997) e soros
preparados na Tunisia contra o veneno de escorpifes (KRIFI et al, 1999). Nos
dois casos o plasma equino € inicialmente purificado por troca idnica,
concentrando o isotipo IgG(T). Apos a digestdo com pepsina, o F(ab’), formado
€ purificado por troca idnica.

Fragmentos F(ab’), equinos preparados a partir da hidrélise de IgG
precipitada com AC também podem ser purificados com sucesso por troca
ibnica (RATANABANANGKOON & RAWEERITH, 2003).

Outro exemplo de purificacdo usando cromatografia de troca idnica € o
preparo de F(ab’), ovinos contra o veneno da abelha européia (Apis mellifera
mellifera). O produto da hidrolise do plasma hiperimune com pepsina foi
passado diretamente em coluna de troca anidnica, em pH 6,0. Nessas
condicbes a pepsina e uma fracdo minima de F(ab”), ligam-se a resina, sendo
que a maior parte do F(ab’), néo liga a fase estacionaria. A fragdo néo ligada a
coluna tem uma pureza de 96% de F(ab"), (JONES & LANDON, 2002).

1.2.6.3.2 — Purificacdo por Cromatografia de Afinid ade

Outra técnica de cromatografia que foi bastante utilizada na purificacdo
de plasmas hiperimunes é a cromatografia de afinidade. Nesse tipo de
cromatografia um ligante com afinidade pela proteina que se pretende purificar
€ imobilizado na fase estacionaria. Esse ligante forma uma interacéo especifica

com a proteina de interesse, sem interagir com as demais proteinas presentes.
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As proteinas que ndo interagem com o ligante eluem na primeira parte da
corrida cromatogréfica. A interacdo proteina-ligante é entdo dissociada,
utilizando-se na maioria das vezes gradientes salinos ou de pH (XINDU &
WANG, 2008).

A escolha primordial na cromatografia de afinidade € o ligante que se
pretende imobilizar na fase estacionaria. Existem varias colunas de afinidade
comerciais, com varios tipos de ligantes. Também sdo vendidas resinas onde
se pode ligar covalentemente um ligante de maior afinidade pela proteina de
interesse. Devido principalmente ao preco do ligante, esse tipo de
cromatografia tende a ser mais caro que a cromatografia de troca ibnica.

Para a purificacdo de soros, varios ligantes foram estudados. A técnica
classica de cromatografia de afinidade para a purificacdo de anticorpos € o uso
de colunas com proteinas de bactérias que tem alta afinidade por IgG, como a
proteina A de Sthaphilococcus e a proteina G de Streptococcus, imobilizadas
na coluna. Embora essas colunas tenham bastante afinidade pelas
imunoglobulinas de varias espécies de mamiferos, o isotipo equino IgGa tem
maior afinidade por proteina A e 0 isotipo equino IgGb tem afinidade por
proteina G (SUGIURA et al, 2000). Nos soros produzidos no Brasil predomina o
isotipo 1gG(T), que ndo tem afinidade por essas proteinas nas condicbes
usuais.

A afinidade de IgGs equinas por proteina A pode ser aumentada,
utilizando-se condi¢bes especificas. Em pH 8,0 (tampéo borato) e temperatura
4°C, todos os isotipos de IgG ligam-se a proteina A. Esse processo pode ser
utilizado para separar as IgGs das demais proteinas do plasma (MOTA et al,
1991).

Outro ligante utilizado em cromatografia de afinidade de soros é o
veneno (LANDON et al, 1992; RUSSELL et al, 1984). Nesse caso 0 veneno &
ligado a fase estacionaria e o plasma hiperimune é cromatografado na coluna.
Na fracdo ndo ligada eluem a albumina e as demais proteinas plasmaticas,
inclusive imunoglobulinas com baixa afinidade pelo veneno. Na fragcéo ligada se
encontram os anticorpos com alta afinidade pelo veneno. Essa estratégia é
usada na producédo do soro anticrotalico utilizado nos Estados Unidos (DART et
al, 1997). Os inconvenientes dessa técnica sdo a necessidade de uma grande

quantidade de veneno para a imobilizacdo na coluna e a baixa durabilidade
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desse tipo de matriz, que permite um numero limitado de operacdes
(RATABANANGKOON et al, 1997).

Outro ligante que ja foi estudado na purificacdo de soros é o corante
Cibacron Blue A3F. Esse ligante tem uma afinidade grande por albuminas e
nao tém a capacidade de ligar imunoglobulinas (TRAVIS et al, 1976). Na
purificacdo de plasmas equino hiperimunes, uma resina com esse corante foi
usada para remover a albumina sem a necessidade de precipitacdo ou
hidrolise enzimatica. As IgG permaneceram na fracdo néo ligada, com uma
pureza maior (DIAS et al, 1989).

O maior inconveniente do uso de protocolos de purificagdo de soros que
envolvem a técnica cromatografia € o custo final do processo, que é bastante
superior aqueles protocolos que nao utilizam essa técnica (MASSALDI &
MORAES, 2006). Na maioria dos paises em desenvolvimento esse custo
chega a ser proibitivo. Deve-se lembrar que na Africa subsaariana ha uma crise
de desabastecimento de soro antiofidico permanente, e 0s mesmos produtos
com custo reduzido, podem ser muito caros para esses paises (THEAKSTON
& WARRELL, 2000).

1.2.7 — Formulagéo dos Soros Antiofidicos

A formulacdo de soros antiofidicos é relativamente simples. A primeira
etapa necessaria é a diluicdo do soro hiperimune. Os concentrados obtidos no
final da etapa de purificacdo tém um efeito neutralizador sobre o veneno muito
superior ao necessario para o uso clinico, tornando essencial a diluicdo até a
poténcia correta. Sdo acrescentados entdo o cloreto de soédio, até a
concentracdo de 0,85g/dL, para isotonizar a formulacdo. Também é adicionado
o conservante. No Brasil é utilizado o fenol, na concentracdo maxima de 3,5¢g/L.
Apesar de ser um conservante muito tradicional, observou-se que o fenol pode
desnaturar as proteinas do soros, levando a turbidez, se o produto néo for
guardado nas condig¢des corretas (SANTORO et al, 1999).

No final da formulag&o se obtém o soro antiofidico acabado a granel que
devera ser entdo envasado em ampolas sob condicbes assépticas. Antes do
envase o produto € submetido a filtracdo esterilizante, para garantir que néo

ocorra contaminacao por microorganismos. Pode-se acrescentar uma etapa de
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filtracdo para a remocéo de pirogénio (endotoxina), para minimizar a ocorréncia
dessa contaminacao (BUENO et al, 2004).

Em alguns paises, como Costa Rica (GUTIERREZ et al, 1993) e os EUA
(DART et al, 1997), o soro ¢ liofilizado ap6s o envase. Para isso € necessario
adicionar outros componentes na formulacdo, como manitol, que funciona
como um estabilizante para a liofilizagéo.

Os soros liofilizados tém uma estabilidade maior que os soros na forma
liguida. Esse aumento de estabilidade acarreta duas vantagens. A primeira é o
aumento do prazo de validade dos produtos. No caso da Costa Rica, que utiliza
0 soro nas duas apresentacoes, a forma liofilizada tem validade de 60 meses,
enquanto a forma liquida tem validade de 36 meses (GUTIERREZ et al, 1993).

A segunda vantagem € que o aumento de estabilidade permite um
tempo maior de estocagem fora de cadeia de frio. Essa propriedade é
importante porque é muito comum que o acidente ofidico ocorra em &reas
remotas, com dificuldade de fornecimento de eletricidade, como florestas
tropicais.

No Brasil, formulacdes piloto de soros liofilizados foram preparadas,
mais essa apresentacao do soro ndo é usualmente fabricada (GARCIA, 2005).
Existem reivindicagdes nesse sentido, inclusive um projeto de lei no senado
federal, de autoria do Senador Tido Vianna (Acre). A alegacdo do senador é
que o produto liofilizado seria mais interessante para a populacdo da bacia
amazonica, devido a maior estabilidade.

A grande desvantagem da liofilizacdo do soro antiofidico € o custo desse
processo, que € elevado. Por outro lado, o aumento da estabilidade desse tipo
de apresentacdo poderia melhorar a gestdo de estoques, reduzindo o custo
final do programa (QUEIROZ, 2005).

Outra desvantagem € o tempo necessario para a reconstituicdo do soro.
O soro antiofidico liofilizado a base de F(ab”) leva 25 min para a dissolucéo
completa. O soro liofilizado constituido de IgG leva até 45 min para a completa
dissolucéo. Esse tempo pode ser um complicador importante nos atendimentos
de emergéncia (DART et al, 2001).
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1.2.8 — Controle de Qualidade de Soros Antiofidicos

1.2.8.1 — Normatizacdo da Qualidade de Soros Antiof idicos

Os medicamentos bioldgicos, devido a sua variabilidade intrinseca,
requerem na maioria das vezes controles diferentes dos aplicados aos
medicamentos sintéticos, tais quais 0s ensaios de poténcia onde mede-se o
efeito farmacolégico do produto, para aferir sua qualidade. Além disso, por se
originarem de fluidos biolégicos, cultivos de microorganismos, cultivos celulares
e tecidos vivos, os produtos bioldgicos tem um risco de contaminagdo por
patdgenos muito maior que o0s medicamentos sintéticos (BURNOUF et al,
2004). Por essas razbes, a normatizacdo para o controle de qualidade de
biolégicos deve ser muito rigida. No caso dos soros antiofidicos ainda ha
alguns agravantes, de natureza sécio-econémica.

A maior parte dos acidentes ofidicos ocorre em &reas tropicais e
subtropicais do planeta, principalmente em paises com os sistemas de saude
precarios (SANTOS, 2005). Nesses paises a producdo dos soros € feita
geralmente por laboratorios estatais, freqientemente com deficiéncias
orgcamentérias e técnicas (MASSALDI & MORAES, 2006)

Véarias dessas nacbes ndo tém um sistema de vigilancia sanitaria
operante em todos os niveis (registro, inspecdo e analises independentes),
com autonomia técnica e administrativa em relacdo a producédo do soro. Essas
caréncias acarretam a falta de um controle externo que aponte os possiveis
desvios de qualidade dos produtos (WHO, 2007).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS), ciente desses problemas,
gerou em 1973 um informe técnico com as recomendacdes para a producédo e
controle de qualidade de soros antiofidicos. Infelizmente esse informe técnico
nao foi atualizado, e atualmente se encontra muito defasado em relacdo aos
avancos da industria de biotecnologia.

A iniciativa mais recente da OMS foi a realizacdo de eventos para
discusséo de problemas ligados ao acesso, producéo e distribuicdo de soros
em escala mundial (THEAKSTON et al, 2003; WHO, 2007) e regional na
América Latina (GUTIERREZ et al, 2007). Nessas ocasifes o0 tema qualidade
foi sempre discutido, principalmente como o0s processos de producao

influenciam no efeito neutralizador sobre o veneno e na seguranca do produto.
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Compéndios oficiais (Farmacopéias) e orgaos reguladores de alguns
paises também se preocuparam em estabelecer normatizacdo para a producéo
e o controle de qualidade dos soros antiofidicos.

Na Unido Européia, o EMEA (European Medicines Agency) publicou em
2002 uma norma para a producédo e controle de qualidade de imunoglobulinas
e derivados de origem animal, para uso terapéutico em seres humanos (EMEA,
2002). Os pontos criticos que essa horma determina sao:

» Controle de sanidade dos animais utilizados. No caso do uso de cavalos,
varios testes devem ser aplicados, inclusive para a deteccédo de 16 tipos
de virus;

e Outros produtos de origem animal utilizados (p.e. pepsina), devem se
originar de animais também controlados para infeccbes virais e de
regides livres de encefalite espongiforme dos bovinos;

* A purificacdo dos produtos deve seguir um protocolo validado, com
métodos para controle em processo. Devem ser estabelecidos limites
justificados para os ensaios realizados;

 Deve ser evitada a formacdo de agregados moleculares e técnicas
adequadas devem ser empregadas para a avaliacdo do produto final,

* O processo de inativacdo viral é importante e deve ser validado. Esse

processo ndo deve interferir na poténcia do soro antiofidico;

No Brasil, a legislacdo que trata a respeito é a Portaria n® 174, de 11 de
novembro de 1996, que define questbes ligadas desde a producéo ao
estabelecimento de parametros que medem a qualidade dos soros antiofidicos,
detalhando os ensaios a serem realizados e um protocolo de produ¢cdo minimo
para cada lote de produto fabricado. E interessante destacar algumas
diferencas entre a Portaria citada e a norma do EMEA.

* A Portaria estabelece que os animais utilizados devem apresentar boa
salude, mas nao sugere nenhum acompanhamento especifico a ser
realizado, como, por exemplo, a pesquisa de virus;

* A Portaria ndo define a necessidade de controles em processo;

e A Portaria ndo estabelece nenhum critério sobre cuidados no

acompanhamento na formacao de agregados moleculares;
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« Diferente do EMEA, a Portaria estabelece limites e procedimentos para a

realizacdo dos ensaios no produto final,

Outra regulamentacao importante para os soros antiofidicos no Brasil € a
Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) da ANVISA n® 315, de 26 de outubro
de 2005 (BRASIL, 2005). Essa RDC regulamenta o registro de produtos
bioldgicos, incluindo soros antiofidicos. Os soros antiofidicos sédo denominados
de soros hiperimunes, e sado definidos como “... imunoglobulinas especificas,
de origem heterdloga, purificadas... capazes de neutralizar seus antigenos
especificos”. Essa definicdo ndo inclui os fragmentos de imunoglobulinas, que

sao os produtos efetivamente usados no Brasil.

1.2.8.2 — Ensaios Aplicados no Controle de Qualidad e dos Soros

Antiofidicos

Alguns compéndios oficiais regulamentam os pardmetros minimos de
qualidade que os soros antiofidicos deverdao seguir. Esses compéndios
recomendam ensaios, com suas metodologias especificas e limites que
deverdo ser adotados. E interessante destacar que compéndios oficiais
importantes, como a Farmacopéia dos Estados Unidos (USP XXXI), ndo tém
uma monografia especifica para soros antiofidicos.

Os ensaios recomendados por esses compéndios para a avaliagao da
qualidade dos soros podem ser divididos em dois grupos, sao eles: Ensaios
gerais e especificos.

Os primeiros tipos de ensaios sdo aplicados para as formas
farmacéuticas liquidas, para uso injetavel, nas quais se incluem os soros. Os
ensaios que se incluem nessa modalidade compreendem as medidas de pH,
volume médio, teor de conservantes (fenol), teor de isotonizante (cloreto de
sédio), esterilidade e pirogénio. As Unicas diferencas observadas nesses
ensaios para o0s soros antiofidicos em relagdo aos demais produtos
farmacéuticos estdo justamente nas especificacbes para os limites de
pirogénio, pH, teor de conservantes e isotonizantes.

O segundo grupo engloba ensaios especificos para o0s soros
antiofidicos. O principal é o de poténcia, que avalia a capacidade do soro de

proteger animais frente a um veneno de referéncia (SELLS, 2003).
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Diferentes ensaios para a avaliacdo da pureza também sao
recomendados, dependendo da norma. A seguir serdo discutidas as principais
normas internacionais e nacionais para o controle de qualidade de soros

antiofidicos.

1.2.8.2.1 — Farmacopéia Européia V edi¢cédo (F.E. Ve d)

A quinta edicdo da Farmacopéia Européia tem uma monografia geral
para soros antiofidicos, que lista varios ensaios (Tabela 6).

E recomendado um teste de poténcia biolégica que é baseado na
protecdo que o soro devera produzir em animais ao efeito do veneno. Essa
protecdo é avaliada de acordo com a dose letal do veneno (DLsp), conforme
mostrado na Tabela 06.

O teor maximo de proteinas presentes no soro, segundo a monografia é
de 10 g/dL, determinado pelo método de Kjedahl.

Também € recomendado teste fisico-quimico especifico, para a
avaliacdo da pureza dos soros, que € a eletroforese do tipo SDS-PAGE em
condi¢des ndo redutoras, com o gel na concentragéo de 10%. A F.E. determina
gue os soros antiofidicos podem ser constituidos de imunoglobulinas puras ou
fragmentos F(ab’),, dependendo do processo adotado pelo fabricante. Se
forem constituidos desses fragmentos ndo devem conter outro tipo de
fragmento, como o F., nem imunoglobulinas integras, que serdo determinados
nesse ensaio. O teor maximo especificado de albumina é de 3% da proteina
total da amostra (Tabela 6).

A F.E. recomenda também um ensaio para avaliar a formacdo de
agregados. Esses agregados deverdo ser verificados por cromatografia liquida

de exclusdo molecular de alta resolucgéo.
1.2.8.2.2 — Farmacopéia Brasileira IV Edicdo (F.B. 1V ed.)

A F.B. IV Ed recomenda um ensaio de poténcia, baseado na capacidade
de neutralizacdo do soro sobre o efeito do veneno em ratos. A expressao

dessa capacidade devera ser feita em relacdo a massa de veneno, ndo em

relacédo a dose letal (DLsp) do veneno, como na F.E. Para minimizar o efeito da
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variabilidade dos venenos sobre o ensaio, a padronizacdo devera ser feita
sobre um veneno de referéncia nacional.

Na edicdo atual sdo recomendados os ensaios listados na Tabela 6. O
mais importante para a avaliacdo de pureza € o teor de proteina total. Essa
determinacao é feita pelo método de Kjedalh, que avalia o nitrogénio total da
amostra. Por esse motivo, 0 método de Kjedalh fornece apenas a concentracéo
total de proteinas na amostra, sem informar as caracteristicas de
homogeneidade do produto. O limite adotado pela F.B, de 15 g/dL, € 50%
maior que o recomendado pela F.E.

N&o ha recomendacdo de um ensaio para avaliar quanto da proteina
presente no soro corresponde ao fragmento F(ab’),, que é responsavel pela
protecdo contra o efeito toxico do veneno. Também nédo é recomendada a
avaliacao da formacéo de agregados.

O ensaio que complementa a avaliacdo de proteinas € o teor de solidos
totais. Esse ensaio € uma avaliagdo gravimétrica do teor de todo o material
dissolvido, e devera ser a soma aproximada dos teores de proteinas, cloreto de

sodio e fenaol.

Tabela 6: Ensaios e especificagcfes para soros antiofidicos da F.E. V ed. e da F.B.IV ed.

Ensaio F.B. 1V ed. F.E. V ed.
Esterilidade Auséncia de crescimento Auséncia de crescimento
Pirogénio 1 mL/kg de peso de coelho 1 mL/kg de peso de coelho
Teor de fenol < 0,35 g/dL <0,25 g/dL(l)
Teor de NaCl 0,85 g/L 0,85 g/L
Teor de sélidos
. <20 g/dL N&o ha
totais
Teor de
Broteinas <15 g/dL <10 g/dL
Poténcia 1mL de soro neutraliza 5 mg de 1mL de soro neutraliza 100 DLgy de
veneno.? veneno®
Pureza N&o ha Eletroforese néo redutora.
N&o mais de 3% de albumina
Devera conter apenas IgG ou F(ab"),.
Agregados N&o ha Cromatografia de exclusdo molecular
de alta resolucéo.

1-meta cresol 2-para veneno de ofidios encontrados no Brasil. 3-para venenos de Vipera de

origem européia.
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1.3 — Soros Antiofidicos no Brasil

1.3.1 — Fabricacgéo e Distribuigdo dos Soros Antiofi  dicos no Brasil

A producéo e a distribuicdo de soros antiofidicos para uso humano no
Brasil sdo coordenadas pelo governo federal. Esses dois aspectos do mercado
dos soros antiofidicos passaram para a esfera federal na década de oitenta,
depois de uma situacdo de desabastecimento que ficou conhecida como “crise
do soro”.

Essa crise foi desencadeada por a¢6es do Ministério da Saude, no inicio
da década de 1980. Pode parecer estranha essa afirmativa, mas esses fatos
devem ser avaliados do ponto de vista historico.

O Programa Nacional de Imunizacbes (PNI) foi implementado pelo
Ministério da Saude (MS) em 1973, com o0 objetivo especifico de controlar as
seguintes doencgas imuno prevenieis: Poliomielite, sarampo, febre amarela,
coqueluche e tétano. Desde de seu inicio o PNI previa a montagem de um
laboratorio nacional para a avaliacdo da qualidade das vacinas utilizadas nas
campanhas de imunizacdo. Em 1980 essa necessidade se tornou mais clara,
com a descoberta de contaminacdo de vacinas importadas da lugoslavia por
fungos (PONTE, 2003). Esse fato acarretou atrasos nos programas de
vacinacdo e mobilizou a opinido publica.

Nesse mesmo periodo estava se consolidando a transferéncia do antigo
Laboratorio Central de Controle de Drogas Medicamentos e Alimentos
(LCCDMA) para a Fundacédo Oswaldo Cruz. O novo laboratério passou a ser
chamado de Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), e
devido ao ocorrido com a vacina de pdlio, foi decidido que o INCQS analisaria
as vacinas utilizadas pelo PNI (GEMAL & LEAL, 2005).

Em 1983 o INCQS reprovou lotes de vacina triplice bacteriana produzida
pela empresa multinacional Synthex, em S&o Paulo, o que resultou na
inspecdo da empresa pela vigilancia sanitaria. A inspe¢do constatou que a
planta de producao tinha varias deficiéncias. Foram feitas exigéncias, a serem
compridas pela empresa, para o retorno a producédo. Diante de tal situacédo a
empresa decidiu encerrar suas atividades no Brasil (PONTE, 2003).

Nessa ocasido a Synthex do Brasil era o principal fornecedor nacional de
vacina triplice bacteriana e de soros antiofidicos. O encerramento das
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atividades dessa companhia acarretou o0 desabastecimento de soros
antiofidicos em 1985. Ocorreram varios 0Obitos e seqielas nas vitimas de
mordidas, que ndo tinham o produto disponivel para seu tratamento.

A primeira reacdo do governo foi tentar importar o produto, medida que
havia sido tomada com sucesso no caso da vacina triplice bacteriana. Mas, no
caso dos soros, devido a suas particularidades, ndo havia disponibilidade no
mercado internacional dos produtos, o que agravou o desabastecimento. Outro
problema € a especificidade da composicdo dos venenos das serpentes,
levando a pouca eficacia de soros importados sobre serpentes encontradas no
pais.

Na ocasido trés laboratérios nacionais produziam soros antiofidicos, o
Instituto Butantan (IB), a Fundacdo Ezequial Dias (Funed) e o Instituto Vital
Brasil (IVB). Esses laboratorios encontravam-se com poucos recursos e com
deficiéncias técnicas muito claras. Uma medida emergencial foi a liberacao de
recursos para a recuperagcdo das linhas de producdo do IB e da Funed
(BERMUDEZ, 1992) e lentamente o abastecimento voltou ao normal.

Um desdobramento positivo da crise dos soros foi a percepcao por parte
das autoridades da importancia estratégica do setor de imunobioldgicos para a
saude publica brasileira. Essa mudanca levou a criacdo do Programa de Auto-
suficiéncia Nacional em Imunobioldgicos (PASNI), em 1985. Esse programa
previa que até 1990 a producdo nacional de vacinas e soros atenderia o
mercado interno. Apesar de todas as metas néo terem sido alcancadas na
producdo de vacinas, os investimentos feitos pelo governo nos laboratorios
produtores resolveram o problema da producao soros (PONTE, 2003).

A estrutura da producéo e distribuicdo dos soros antiofidicos atual do
Brasil resultou do modelo adotado nessa ocasiéo.

Na cadeia de producdo de soro antiofidico alguns laboratérios apenas
atuam na primeira etapa da producdo, que € o preparo do plasma equino
hiperimune, enquanto os outros realizam todas as etapas, chegando ao
produto final. Atualmente no pais seis laboratérios fazem o preparo de
concentrados de imunoglobulinas equinas, sendo eles o Instituto Butantan (IB),
o IVB, a Funed, o Centro de Pesquisa e Producdo de Imunobioldgicos (CPPI),
o Instituto de Biologia do Exercito (IBEX) e a Industria Quimica do Estado de

Goids (IQUEGO). Os dois ultimos nao formulam os soros, sendo que 0s
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concentrados por eles preparados séo processados pelo IB (RAW et al, 2005).

Na Tabela 7 sdo sumarizadas algumas informacdes sobre esses fabricantes.

Tabela 7: Produtores de soros antiofidicos para uso humano no Brasil

Fabricante |Subordinacdo Etapa do processo realizada

B SES SP Todo

IVB SESRJ Todo

Funed SES MG Todo

CPPI SES PR Todo

IBEX Ministério da Defesa | Preparo do plasmas hiperimune
IQUEGO SES GO Preparo do plasma hipermune

A programacdo de fornecimento de soros € feita mediante a reunido
onde o CGPNI determina a demanda para compra no ano seguinte e 0s
fabricantes oferecem sua capacidade de fornecimento. Ao final dessa reunido
fica acertada a quantidade de ampolas e o cronograma de entrega para cada
fabricante. A medida que os lotes sdo entregues, a Coordenacdo Geral do
Programa Nacional de Imunizacées (CGPNI) paga R$ 45,00 por ampola de
soro fornecida, segundo Tabela vigente em 2007'. A figura 7 mostra a

distribuicao de tipos de soros adquiridos pelo CGPNI em 2007.

SAE SABC
SAC 3% 3%
11%

76%

Figura 7: Percentual de aquisicdo de soros antiofidicos no Brasil no ano de 2006, segundo

dados do Ministério da Saude.

Os laboratoérios fabricantes encaminham os soros produzidos a Central

Nacional de Distribuicdo de Imunobioldgicos (CENADI), divisdo da CGPNI, que

! Informac6es cedidas por Carmem Silvera e LaurarB&@GPNI)
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€ responsavel pela cadeia de frio para estocagem e distribuicdo dos produtos.
Por fim, os soros sdo distribuidos as Secretarias Estaduais e Municipais de
saude, que sao responsaveis pela disponibilidade nas unidades de atencéo a
saude.

Antes da distribuicdo, a CENADI encaminha amostras dos lotes de soro
fornecidos pelos laboratérios produtores para o INCQS, que analisa essas
amostras antes da liberagdo para a distribuicdo. Junto com as amostras séo
encaminhados os protocolos de producéo dos lotes, que resume informacdes
sobre a producédo do lote e os resultados das analises realizadas no laboratério
fabricante.

Somente ap6s a emissdo de laudo considerando o produto satisfatério
pelo INCQS que o CENADI distribui os soros para as Secretarias Estaduais e
Municipais de Saude. No caso de emissédo de laudo considerando o produto
insatisfatorio, o lote é devolvido ao produtor para descarte. A Figura 8 resume o
fluxo do processo

Laboratérios Produtores 4)

oo —"

3)

CENADI — INCQS
©, @
SES

CGPNI

Unidades de salde

:

Usuéarios

Figura 8: Esquema da distribuicdo de soros antiofidicos no Brasil. (1) Os laboratoérios
produtores entregam os soros para a CENADI; (2) A CENADI encaminha amostras para o
INCQS; (3) O INCQS encaminha laudos analiticos das amostras a CGPNI; (4) O PNI
encaminha aos produtores nacionais os laudos analiticos do INCQS; (5) a CGPNI autoriza o
CENADI a iniciar a distribuicdo nacional; (6) o CENADI encaminha os soros as SES e SMS; (7)
as unidades que utilizam os soros devem retornar ao CGPNI as notificacdes de ocorréncias

para o acompanhamento epidemiolégico e melhorar o sistema.
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1.3.2 — Epidemiologia dos acidentes ofidicos no Bra  sil

Varios estudos foram feitos sobre a epidemiologia de acidentes ofidicos
no Brasil. Esses estudos foram fundamentais para o0 estabelecimento da
demanda nacional por soros, do perfil de vitimas de acidentes ofidicos e das
necessidades locais para a distribuicdo dos soros (BOCHENER, 2003a).

No Brasil, a maioria dos acidentes ofidicos acontece com trabalhadores
rurais do sexo masculino, sendo que o pico da atividade agricola no centro sul
coincide com a maior incidéncia de casos. As mordidas ocorrem principalmente
nos pés e pernas, e em menor numero nas maos e bragos. (FAN et al, 2002).

A média anual de ocorréncias é de 20 mil casos, com cerca de 100
Obitos. A grande maioria dos casos é por espécies do género Bothrops,
seguidas por Crotalus, Micrurus e Lachesis. Na Figura 9 € mostrada a
distribuicdo por regides segundo dados disponiveis na pagina do Ministério da
Saude, para o ano de 2006. Pode-se observar que na regido Sudeste, a mais
populosa do pais, ocorre menos casos que na regido Norte. Essa diferenca
deve-se a maior urbanizacdo da populagdo do sudeste, e também a
modernizacao das praticas agricolas (FAN et al, 2002).

(6{0)
S 10% N
10%

SE
28%

20%

Figura 9: Distribuicdo dos acidentes ofidicos nas regides geograficas do Brasil no ano de 2006,
segundo dados do Ministério da Saude. (CO — Centro Oeste; N — Norte; NE — Nordeste; S —
sul; SE — Sudeste)
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1.3.3 — Uso Clinico dos Soros Antiofidicos

Soros antiofidicos sdo hoje os Unicos tratamentos disponiveis para
envenenamento por serpentes. Como 0 seu uso se iniciou ha mais de um
século, varios soros antiofidicos ndo foram submetidos a estudos clinicos
dentro do modelo mais modernos (DART & McNALLY, 2001). Apesar disso,
estudos clinicos mais recentes comprovaram a eficacia dos soros no
tratamento do envenenamento (LOMONTE et al, 1996), principalmente na
reversdo dos efeitos sisttmicos dos venenos. Esses efeitos sdo bastante
variados.

Varios efeitos toxicos sdo observados em modelos animais, devido a
grande diversidade de composicéo dos venenos (SANCHEZ et al, 2002). O tipo
e a intensidade desses efeitos variam bastante com a espécie de ofidio
responsavel pelo envenenamento e com o volume de veneno injetado na
mordida (RODRIGUES SIMIONI, 2004).

Os distarbios de coagulacdo sanguinea e efeitos locais (necrose e
inchaco) ocorrem na maioria dos acidentes ofidicos. No caso do acidentes
botrépico (JORGE & RIBEIRO, 1997), crotalico (SANO-MARTINS et al, 2001) e
laquético (MELGAREJO, 1997), por exemplo, a incidéncia desses disturbios é
elevada.

Os estudos clinicos com soros antiofidicos avaliam a eficacia dos
produtos de acordo com a reversao desses sintomas clinicos caracteristicos do
envenenamento. No caso de acidentes por Bothrops, a eficacia é avaliada pela
volta ao tempo de coagulacdo sanguinea normal. Em estudo clinico com soros
antibotropicos produzidos pelos trés principais produtores nacionais, a
coagulacdo normal se restabeleceu apds 6h da aplicagdo da segunda dose do
soro (WARRELL et al, 1993).

O protocolo de uso clinico dos soros no Brasil recomenda inicialmente
um diagnaostico exato do tipo de envenenamento que o paciente foi vitima, para
a administracdo do soro correto (BRASIL, 2001). Os envenenamentos tém
caracteristicas clinicas distintas, sendo que os causados por Bothrops e
Lachesis sdo os mais semelhantes. Na Tabela 8 sdo resumidas as principais

caracteristicas clinicas dos acidentes ofidicos.
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Tabela 8: Caracteristicas clinicas e tratamento dos envenenamentos por serpentes

Brasileiras™.
Tipo de . . . .
) Botrépico Crotalico Laquético Elapidico
sintoma
Leve Dor local discreta | Neurointoxicacdo | Devido ao | Sempre  graves
ou ausente leve tamanho do | devido ao risco de
Sem alteracao | Nao ha alteracdo |[animal nunca é |insuficiéncia
sistémica da cor da urina considerado leve | respiratério aguda
T.C*. normal ou | Tratamento: ou moderado
alterado 5 ampolas
Tratamento:
2-4 ampolas
Moderado Dor local evidente | Neurointoxicacéo
Sem alteracao | leve
sistémica Alteracdo da cor
T.C. normal ou|daurina - -
alterado Tratamento:
Tratamento: 4-8 |10 ampolas
ampolas
Grave Dor local intensa | Neurointoxicacdo | Intensidade Tratamento:
Sem alteracao | grave avaliada pela | 10 ampolas
presente Urina escura intensidade de
T.C. normal ou | Tratamento: hipotensao,
alterado 20 ampolas bradicardia e
Tratamento: 12 diarréia
ampolas Tratamento:
10-20 ampolas

*TC: tempo de coagulacéo. (1) Adaptada do Manual de Diagnéstico e Tratamento de Acidentes
por Animais Pegconhentos, Ministério da Salde, Brasilia 2001.

Os acidentes também sao classificados de acordo com a intensidade
dos sintomas e o animal envolvido, em leves, moderados e graves, conforme
mostrado na Tabela 8. Recomenda-se que 0 paciente seja tratado com o
namero de ampolas adequado conforme o diagnaéstico.

Se o0 paciente ndo € encaminhado rapidamente a soro terapia, ha risco
de morte, em decorréncia dos efeitos sistémicos, como hemorragias e
insuficiéncia renal. Sequelas graves, principalmente devido aos efeitos no local
da mordida (figura 10), como necrose e gangrena (LALLOO & THEAKSTON,
2003), também podem ocorrer.

40



(b)

Figura 10: Exemplos dos efeitos do veneno sobre as vitimas de acidentes ofidicos que nao
receberam tratamento adequado (a) Amputacées decorrentes dos efeitos causados por
mordidas de Bothrops atrox.(WHO, 2007) (b) Efeito local do veneno de Lachesis sp. (BRASIL,
2001)

1.3.4 — Efeitos Adversos ao Uso dos Soros Antiofidi cos

Desde o final do século XIX, inUmeros efeitos adversos foram descritos
ao uso da soroterapia. Atualmente esses efeitos sao divididos em precoces e
tardios (LALLOO & THEAKSON, 2003), sendo que incidéncia desses efeitos é
muito variavel (KRIFT et al, 1999).

1.3.4.1 — Efeitos Precoces

Os efeitos precoces ocorrem logo apés o inicio de administracdo de
soro, comecando entre 10 minutos até trés horas apods a aplicacdo do produto.
As incidéncias das reacfes precoces aos soros tém grande variacdo entre os
diferentes produtores e estudos realizados. Tais diferencas devem-se ao nivel

de acompanhamento clinico dispensado ao paciente nas duas primeiras horas
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apos a aplicacao do soro e a tecnologia de producéo e purificagcdo empregada
pelo fabricante (WARRELL et al, 1986).

A maior incidéncia é de reacdes leves, incluindo urticaria, nauseas,
diarréias, dor de cabeca, arrepios e febre. Em alguns casos pode haver uma
evolucdo para um quadro clinico mais grave, como edema de glote e
hipotensao devido ao choque (MORAN et al, 1998).

Esses efeitos sdo relacionados por alguns autores a ativacdo do
complemento pelo uso de imunoglobulinas heterologas (GUTIERREZ et al,
2002). Embora a ativacdo do complemento ocorra em modelos animais, ela
nao foi observada na maioria dos pacientes que desenvolveram reacgdes
precoces (WARRELL et al, 1986).

Outros trabalhos relacionam essas reacdes a presenca de anticorpos
antiproteinas de animais na populacao rural, principais vitimas de acidentes
ofidicos. Essa populagdo convive com cavalos, 0 que, segundo esses autores,
explica a producéo desses anticorpos (GUTIEREZ et al, 2005).

Nos soros antibotropicos produzidos no Brasil a incidéncia de efeitos
precoces é alta, conforme mostrado na Tabela 9 (WARRELL et al, 1993). Esse
estudo clinico foi realizado a cerca de 15 anos, e os produtores podem ter
incorporado mudancas em suas tecnologias de fabricacdo, que influenciam na
incidéncia de efeitos adversos.

Em outro estudo foi observado que pacientes vitimas de acidente
crotalico, tratados com o SAC, tinham um risco anafilaxia 30 vezes maior que
0os demais pacientes internados em uma mesma unidade de emergéncia,
confirmando a incidéncia elevada desses efeitos (BOCHENER &
STRUCHINER, 2003).

Tabela 9: Efeitos adversos observados em soros antiofidicos produzidos no Brasil (WARRELL
et al, 1993)

Tipo de acidente Leve (4 ampolas) Grave (8 ampolas)
Fabricantes B IVB Funed B IVB Funed
Numero inicial 30 28 31 9 13 10
Reacbes precoces 25 (87%) | 8 (37%) | 16(56%) | 9 (100%) | 7 (53%) | 7 (70%)
Acompanhados por 30 dias 21 22 24 7 8 9
Reac0es tardias 0 4 3 2 1 0
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Apesar de ser elevada, a incidéncia de efeitos precoces no Brasil ndo &
a maior descrita na literatura. Na Tabela 10 sdo mostrados efeitos adversos
varios soros produzidos em outros paises. No primeiro estudo, realizado na
Colébmbia, dois produtos de tecnologia similar apresentaram uma incidéncia de
efeitos precoces significativamente diferentes, confirmando que o nivel

tecnologico do produtor influencia na incidéncia desses efeitos.

Tabela 10: Incidéncia de reagdes precoces a soros antiofidicos em estudos clinicos feitos fora

do Brasil. A maioria dos produtos estudados é derivada de plasma de cavalos

Produtor Produto | Reacédo Pais Referéncia
B F(ab’), |36,7%
IgG 11,1 % Coldémbia | DIAS et al, 1998.
INS® IgG 81,8 %
g™ 37% _
ICP @ Coldmbia | GUTIERREZ et al, 1999
1gG 15%
Wyeth® lgG 39%
@ ) EUA DART & McNALLY, 2001
Protherics F(ab”) 0
Pasteur (Aventis) |[F(ab’), [6,3% Camardes |LANG et al, 1998
SAIMR F(@ab’), |76% Africa do Sul | MORAN et al, 1998
TRC N.I. 65% Tailandia | WARREL et al, 1986

@ preparado pela precipitacdo com SA ) preparado por precipitaciio com AC © preparado pela
precipitacdo com SA e cromatografia de troca iénica ) animal soro produtor é o carneiro e a
purificacdo por cromatografia de afinidade

Para evitar os efeitos precoces, 0 uso profilatico de medicamentos &
recomendado (BRASIL, 2001; BRASIL, 2008). Sdo administrados em paralelo
ao soro antagonistas Hj, antagonistas H, e corticéides, reduzindo a incidéncia
de efeitos graves. Apesar dessa recomendacéo, estudos clinicos indicam que o
beneficio do uso desses produtos é muito pequeno na maioria dos casos (FAN
et al, 1997; WILLIAMS et al, 2007).

1.3.4.2 — Efeitos Tardios

Algum tempo apos o tratamento com o soro e a reversao do efeito do
envenenamento o paciente pode desenvolver uma sindrome que é conhecida
como “mal do soro”. Esse efeito tardio ao uso do soro ocorre cerca de 7 a 14
dias apos o inicio do tratamento, sendo caracterizada por um aumento de
temperatura, com uma elevacdo da proteindria, e hipersensibilidade cutanea
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(figura 11). A explicacdo para esses efeitos € a formacdo de anticorpos
humanos contra o anticorpo equino e contra 0 complexo anticorpo veneno
(KRICKA, 1999).

O estudo clinico com os soros dos trés fabricantes nacionais demonstrou
uma incidéncia relativamente baixa desse efeito (Tabela 9). Segundo os
autores o uso profilatico de antihistaminicos no inicio do tratamento pode
ajudar a explicar essa baixa incidéncia (WARRELL et al, 1993).

A sub notificacdo da febre dos soros é considerada elevada, porque
apos a alta varios pacientes ndo retornam aos servicos de saude. Por esse
motivo pode-se considerar a incidéncia real das reacfes tardias é superior a
observada.

Figura 11: Paciente acometido pelo mal do soro, dez dias apds o inicio da soroterapia. Lesdes
do tipo urticéria nas costas (BRASIL, 2001).
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2 - Objetivos:

2.1 — Objetivo Geral do Trabalho

O objetivo desse trabalho consiste em avaliar a pureza dos soros
antiofidicos nacionais, aplicando metodologias ja existentes e com uma outra
metodologia desenvolvida especificamente para esse fim.

Essa avaliacao justifica-se pela incidéncia de efeitos adversos ao uso de
soros antiofidicos no Brasil. A legislacdo Brasileira atual, por outro lado, nao
exige uma avaliacdo de pureza mais especifica desses produtos. O objetivo
desse trabalho ajudaria, portanto, a indicar a necessidade da inclusdo dessa

avaliacao na legislacao nacional.

2.2 — Objetivos Especificos

Determinar o teor relativo de fragmento F(ab”), presente nos soros

antibotropicos utilizados pelo Programa Nacional de Imunizacdes.

Identificar as proteinas presentes nos soros que ndo contribuem para
seu efeito, procurando com isso esclarecer em quais pontos do processo

produtivo essas proteinas ndo sdo removidas.

Determinar os epitopos presentes em imunoglobulinas equinas, para o

preparo de anticorpos contra a fragéo F. da imunoglobulina equina.

Desenvolvimento de anticorpos especificos contra 0s epitopos
selecionados, para a deteccdo da presenca de IgG eqglina em soros

antiofidicos.
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3 — Metodologia

3.1 — Locais de Execucao dos Experimentos

A realizacdo da parte pratica da tese deu-se basicamente em quatro

laboratérios, a seguir:

Laboratério de Produtos Biologicos - Departamento de Quimica -
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saudde (INCQS-
FIOCRUZ). Nesse laboratorio foram realizadas as analises de
eletroforese de proteinas, cromatografia de proteinas, preparo dos
conjugados peptideos toxdide tetanico, inoculacdo dos animais e ensaio
imuno enzimatico (ELISA);

Laboratorio de Bioquimica de Proteinas e Peptideos Instituto Oswaldo
Cruz (I0C — FIOCRUZ). Nesse laboratério foram realizadas a predicéo e
0 mapeamento de epitopos em imunoglobulinas equinas;

As analises de espectrometria de massas foram feitas no Laboratorio de
Espectrometria de Massas do Departamento de Fisica da Pontificia
Universidade Catolica do Rio de Janeiro e no Instituto de Biofisica
Carlos Chagas Filho — UFRJ.

3.2 — Material

3.2.1 — Amostras

Utilizou-se amostras dos soros antibotropicos do Programa Nacional de

Imunizacdes, de trés produtores diferentes, identificados como A, B e C.

Analisou-se oito amostras do produtor A, nove do produtor B e treze do

produtor C.

Empregaram-se também nos experimentos plasma de cavalo fornecido

pelo biotério central da Fiocruz e pepsina, gentiimente cedida pelo Dr. Luiz
Eduardo Ribeiro da Cunha, do IVB.
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3.2.2 — Animais

Foram utilizados coelhos fémeas da ragca Nova Zelandia com cerca de 3
meses de idade e 1,5 Kg de peso, fornecidos pelo biotério central da Fiocruz, e

mantidos no servico de animais de laboratorio do INCQS.

3.2.3 — Reagentes

Os reagentes foram fornecidos pela Sigma, GE, Bio-rad e Merck, dentre
outros. Os reagentes especificos a determinadas técnicas, serdo relacionados
conforme forem descritos os procedimentos.

O toxoide tetanico(TT) — proteina carreadora para imunizacdo, foi
gentilmente cedido pela Dra Ivna Alana da Silveira (Laboratorio de Tecnologia
Bacteriana, Bio maguinhos, Fiocruz).

Comprou-se o Peptideo sintético (PS) GGTWYVDGTEVKTAKTMGG da
American Peptide Company (Sunny Valley, California, EUA) para ser utilizado

em experimentos de Elisa e no preparo do conjugado com o TT.

3.3 — Métodos

3.3.1 — Determinacdo Quantitativa de Proteinas

O teor de proteinas foi determinado pela técnica de Lowry, modificada
para eliminar o efeito de interferentes (DULLEY, 1975; BENSADOUN, 1976).
As amostras de soro (1 mL) foram passadas em coluna de dessalinizacdo PD-
10 para a remocao do fenol e outros interferentes. A fracdo com proteinas foi
coletada e diluida a 5 mL em frasco volumétrico com agua milli-Q. Uma
aliquota de 1mL dessa solucdo foi diluida em frasco volumétrico a 20 mL,

totalizando uma diluicdo de 100 vezes em relacdo a amostra original.
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3.3.2 — Eletroforese de proteinas com dodecil sulfa to de sodio em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) (LAEMMELI, 1970)

Tomaram-se aliquotas de 10 pL dos soros que em seguida foram diluidas em
agua milli-Q até o volume de 100 pL. Esse material foi purificado utilizando-se o
Kit de preparo de amostras para eletroforese de proteinas (Bio-rad 163-2130),
seguindo as instrugdes do fabricante no seu uso. 10 pL dessas amostras foram
aplicados em gel de poliacrilamida a 10% (condi¢cdes ndo redutoras) ou 12%
(condicdes redutoras). Os geéis obtidos foram digitalizados no densitdmetro,
com o auxilio do programa Quantity One (Bio-rad). Os valores de peso
molecular e o percentual relativo de cada banda foram determinados utilizando

funcdes especificas para esses parametros.

3.3.3 — Cromatografia de Afinidade por Cibacron Blu e F3G-A

Fez-se a purificagcdo de albumina de cavalo segundo o procedimento
classico especifico para esse tipo de proteina do plasma, que é a cromatografia
de afinidade com o corante Cibachrom Blue imobilizado na fase estacionaria
(TRAVIS, 1976).

Esse experimento foi realizado no cromatdgrafo liquido de baixa pressao
Grad-Frac (GE). A coluna Cibacron F3G-A (Sigma — 54833) foi equilibrada
inicialmente com o fase A (50 mM de KH,PO4 pH 7,0) num fluxo de 1mL/min.
ApoOs o equilibrio 2 mL de plasma diluido (1:1 com fase A) foram injetados. Ao
longo da corrida utilizou-se o seguinte gradiente: 0 — 30 min 100% fase A; 31 —
36 min 0% de fase A até 100% de fase B (50 mM de KH,PO,, 1,5 M KCI pH
7,0); 37 — 47 min 100% de fase B; 48 — 56 min 100% de fase A. Apés a corrida,
leu-se as fracbes coletadas em 280 nm no espectrofotbmetro e as
absorbancias encontradas foram plotadas no programa Excel 5.0. Dessa forma
identificaram-se a fracdo de proteinas ndo ligadas a coluna, que eluiram na
primeira parte do gradiente, e a fracdo de proteinas ligadas ao cibacron, que
eluiram na segunda fase da corrida. A fracdo nao ligada foi concentrada por
ultrafiltracdo em cartucho com cut off de 50 kDa, obtendo-se um concentrado
de imunoglobulinas equinas. A fragcéo ligada foi purificada por cromatografia de
fase reversa. Determinaram-se os teores de proteina nas duas fracdes pelo

meétodo de Lowry.
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3.3.4 — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa das

FracOes Coletadas da coluna Cibacron Blue

Esse experimento foi realizado no cromatégrafo liquido de alta eficiéncia
LC-10 (Shimadzu). A coluna C;g (Bio-Rad 125-0551) foi equilibrada inicialmente
com 98% de fase A (0,1% de acido trifluoracético (TFA) em agua) e 2% de fase
B (0,1% de TFA em 20% de agua 80% de acetonitrila (ACN)) num fluxo de
ImL/min. Apo6s o equilibrio 500 pL de fracédo ligada foram injetados. Ao longo
da corrida utilizou-se o seguinte gradiente: 0 — 5 min 98% fase A; 5 — 40 min
20% de fase A; 40 — 50 min 20% de fase A; 50 — 60 min 98% de fase A; 60 —
70 min 98% de fase A. Monitorou-se a corrida em 220 e 280 nm. A fracéo
correspondente a albumina (29 min) foi coletada manualmente e seca em
speed vac. Esse material foi utilizado com um padrao de soro albumina equina
(ESA).

3.3.5 — Immunoblot

Essa técnica foi utilizada para a identificagdo das bandas relativas a 1gG

eqguina presentes nos soros antiofidicos nacionais (RENART, 1979)

Inicialmente as amostras de soros antiofidicos foram submetidas a eletroforese
do tipo SDS-PAGE em condi¢cdes nao redutoras. Terminada a corrida, as
proteinas foram transferidas do gel para uma membrana de PVDF (Bio-rad
162-0217), no sistema de transferéncia submersa Mini Trans-Blot® Cell,
durante 60 minutos com corrente constante de 150 mA. Em seguida a
membrana foi tratada com tampéao de bloqueio (1 % de BSA em PBS) por 1h,
lavada trés vezes com &agua, e incubada por uma hora com o anticorpo
conjugado a fosfatase, em tampé&o de blogueio. Na proxima etapa a membrana
foi lavada trés vezes com agua e foi adicionado o substrato da fosfatase
alcalina BCIP/NBT (Sigma 5655). O desenvolvimento de cor foi acompanhado
visualmente e a reacdo foi interrompida pela lavagem com agua. As
membranas foram entdo secas a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Apos

a secagem as membranas obtidas foram digitalizadas no densitbmetro GS 800
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com o auxilio do programa Quantity One. Os valores de densidade Otica de

cada banda foram determinados utilizando fun¢des especificas do programa.

3.3.6 — Eletroforese Bidimensional

Preparo das amostras

A composigdo das amostras influencia muito a resolugdo do IEF. Sais
interferem no processo de focalizagdo, assim como a presenca de bases e
acidos de massa molecular pequena. Para eliminar esses efeitos as amostras
dos soros foram submetidas ao kit de purificacdo de amostras para eletroforese
(Bio-rad 163-2130), seguindo as instru¢des do fabricante no seu uso. Antes da
purificacdo pelo kit, as amostras foram diluidas para que a massa total de
proteinas presentes fosse de 100 pg. No final do tratamento o pellet formado foi

dissolvido em 125 uL de tampéo de amostra.

Condigdes eletroforéticas

Aplicou-se 125 pL das amostras na cuba do sistema Protean IEF Cell. Colocou-
se em seguida sobre cada linha do sistema strips de 7 cm de comprimento,
faixa de pH de 3,0 a 10,0 (Bio-rad 163-2000). A focalizac&o isoelétrica ocorreu
nas seguintes condicbes: 1% Parte: 250V por 20 min, com subida linear. 22
Parte: 4000V por 2h, com subida linear. 3% Parte 4000V até atingir um total de
10000V/hora, com subida rapida. Terminada a primeira dimensao, 0s strips
foram preparados para a segunda dimensao com o kit starter para eletroforese
bi dimensional (Bio-rad 163-2105). A segunda dimenséao foi feita com o gel a
concentracdo de 15%. Os géis foram corados com a solu¢do de coloragédo
Coomasie Bio-safe® (Bio-rad 161-0786) e descoradas por lavagens sucessivas
com agua milli-Q.

Os géis obtidos foram digitalizados no densittmetro GS 800 com o auxilio do
programa PDQuest. Os valores de massa molecular e o ponto isoelétrico de
cada spot foram determinados utilizando fungbBes especificas do programa,
comparando-se as amostras com um padrao para eletroforese bidimensional
(Bio-rad 161-0320). A comparacao entre os diferentes géis foi feita utilizando-

se funcéo especifica do programa.
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Os géis foram conservados em acido acético 10%, temperatura de 2-8°C, para

posterior excisdo dos spots e tratamento com tripsina.

3.3.7 — Digestédo Enziméatica dos spots  (SIMPSOM, 2002)

Preparo dos spots

Os spots de interesse foram cortados do gel e transferidos e transferidos para
tubos de polipropileno de 0,5 mL desprezando-se qualquer excesso de
acrilamida.

Os pedacos de gel foram descorados em solugcdo de ACN 50%/bicarbonato de
amonio 25 mM pH 8.0 durante 15 minutos em banho de ultra-som. As lavagens
foram repetidas até a retirada do corante, utilizando 400uL de cada vez.

Em seguida, os geéis foram desidratados por 5 minutos com ACN usando
volume suficiente para cobrir o pedaco de gel. A ACN foi removida

completamente em Speed Vac por 15 minutos.

Hidrolise

A solucao de tripsina (Promega V5228A) foi preparada dissolvendo 50ug em
250uL de acido acético 50 mM (solucao estoque 0,2ug/ul). 10uL dessa solucao
estoque foram diluidos em 90uL de bicarbonato de aménio 50mM, para o
preparo de uma solucao de trabalho de tripsina. Todo esse procedimento foi
realizado em banho de gelo.

10uL da solucéo de trabalho de tripsina foram acrescentados sobre os pedacos
de gel de forma a cobri-los completamente. Os pedacos de gel imersos em
solucéo de tripsina forma mantidos em banho de gelo por 10 min para que a
enzima penetrasse no gel sem que se inicie a digestdo. Apds esse tempo todo
0 excesso de solugdo foi removido e adicionou-se 20uL de bicarbonato de
amonio 50mM. Os tubos foram entdo mantidos em banho-maria a 37 por
18h.

Um pedacgo de acrilamida de cada gel foi usado como controle negativo do
experimento. Como controle positivo da eficiéncia da protease foram utilizadas
bandas de BSA preparadas por SDS-PAGE.
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Extracdo dos peptideos

Depois de 18h, os 20uL da solucao de bicarbonato foram transferidos para um
tubo de polipropileno de 400uL. Os pedacos de gel foram extraidos com 60uL
de uma solucédo aquosa de 5% de TFA, 50% de ACN por 30 min. A solucao de
extracao foi entdo removida e misturada com os 20uL anteriores. A extracao foi
repetida mais uma vez e todos os extratos foram combinados no mesmo tubo.
O volume das extracdes foi entdo concentrado em Speed Vac até cerca de
20pL.

Os tubos com os peptideos foram guardados a -20C p ara posterior analise por

espectrometria de massa.

3.3.8 — Espectrometria de massa

Para a identificacdo dos spots, foi utilizada a técnica do Peptide Mass
Fingerprint (PMF), com a espectrometria de massas do tipo Matrix Assisted
Laser Desorption lonization (MALDI-TOF).

A matriz utilizada no preparo das amostras foi acido a-ciano-p-hidroxicinamico
(ACHC). Foi preparada uma solugdo saturada dessa matriz em agua, ACN
(1:2) e TFA (0,1%). Essa solugéo foi misturada com solucao dos peptideos em
partes iguais, de modo a ter a relacdo de 1000 a 10000 vezes mais moléculas
de matriz que moléculas de peptideo. Aplicou-se 0,5 UL dessa mistura em uma
porta amostras, que apos a secagem cristalizou. Em seguida a amostra foi
acidificada com 0,3 pL de uma solucao de TFA a 1% e novamente seca.

Para a aquisicdo dos espectros o espectrometro foi operado no modo refletido,
com deteccao para ions positivos. A calibracdo do equipamento foi feita com kit
de peptideos padrbes da Brucker Daltonics. Os espectros foram processados

no programa XACQ 4.0 (Brucker Daltonics).
3.3.9 — Identificac&o dos spots
Fez-se a pesquisa de identificacdo das proteinas dos spots por intermédio dos

programas Mascot (http://www.matrixscience.com/search_form_select.html) e

protein prospector (http://prospector.ucsf.edu/). Nas buscas foram consideradas

as massas monoisotdpicas de peptideos monoprotonados (MH"). Considerou-
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se também a massa de peptideos modificados em funcdo da adicdo de
iodoacetamida as cisteinas. Foram considerados também os peptideos
formados pela perda de um sitio de hidrolise por tripsina.

Alguns picos detectados nos espectros de massas que nao fazem parte das
amostras nado foram considerados para fins de identificacéo; sdo eles: os picos
gerados pela autélise da tripsina (842,51; 1045,56; 2211,1; 2283,18; 2239,13;
2299,17; 2807,3), (PARKER, 1998), hidrolise da queratina humana pela tripsina
(897,41; 973,53; 1037,52; 1060,56; 1066,49; 1140,56; 1165,58; 1179,6;
1184,59; 1193,61; 1234,67; 1320,58; 1357,71; 1365,63; 1373,65; 1383,69;
1434,77; 1474,74; 1699,82; 1707,77, 1716,85; 1838,91; 1993,97; 2312,14,
2383,95; 2510,95; 2705,16; 2831,19; 3312,30) (PARKER, 1998) e da matriz.

3.3.10 — Predicéo de epitopos a partir da estrutura  primaria

A predicdo de epitopos a partir da estrutura primaria é feita utilizando
parametros fisico-quimicos relacionados a caracteristicas importantes para o
carater antigénico de proteinas (MOLINA et al, 2008). Os principais parametros
utilizados na predicdo sédo a acessibilidade, a solubilidade, a flexibilidade da
cadeia e os elementos da estrutura secundaria presentes.

A acessibilidade é importante, pois as sequéncias na superficie da
proteina séo disponiveis para a interacdo com o anticorpo. A principal escala
para a determinacdo de acessibilidade é a escala de Emini (EMINI et al, 1985).
Essa escala se baseia em no fato de que residuos acessiveis devem ser
aqueles com uma superficie solvatada pela 4gua maior que 20A2. Critérios de
acessibilidade foram definidos com base em proteinas de estrutura
tridimensional conhecida.

A segunda caracteristica importante é a solubilidade da sequéncia.
Normalmente sequéncias com baixa polaridade, ou seja, com varios
aminoacidos hidrofébicos sdo pouco antigénicas. Sequéncias com aminoacidos
polares tendem a formar epitopos com maior facilidade (PELLEQUER et al,
1993).

Para a predicdo de caracteristicas das sequéncias foram estabelecidas
varias escalas de solubilidade de aminoéacidos. A escala de Kate & Doolittle é

bastante utilizada para essa finalidade. Tal escala baseia-se no valor maximo
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de 3,0 para os aminoacidos mais polares e o valor minimo de -3,4 para W
(KATE & DOOLITTLE, 1982).

Além da escala de Kate & Doolittle, outras escalas de solubilidade
também podem ser utilizadas. A alternativa mais usada é a escala de Parker,
que baseia na interacdo de peptideos sintéticos com a estrutura geral Ac-
GXLLLKK-NH,, onde X é cada um dos vinte aminoacidos, com uma coluna
cromatografica de fase reversa do tipo C;s (PARKER et al, 1986). Essa escala
considera os aminoacidos numa escala de +10 (+ polar D) até — 10 (menos
polar W).

A flexibilidade de uma sequéncia influencia bastante em seu carater
antigénico. Estudos com varias proteinas demonstraram que as regides mais
flexiveis sdo também mais antigénicas, pois podem ajustar suas conformacdes
permitindo a formacédo do complexo antigeno-anticorpo (PELLEQUER et al,
1993).

A flexibilidade é avaliada pela escala de Karplus e Schultz (KARPLUS &
SCHULTZ, 1985). Nessa escala os aminoacidos forma divididos em dois
grupos, o primeiro com cadeia lateral flexivel e o segundo com cadeia lateral
rigida (A, L, H, V, Y, I, F, C, W e M). Cada aminoacido pode ter trés valores
diferentes de flexibilidade, dependendo dos residuos em sua vizinhanga. O
primeiro valor corresponde a auséncia de residuos rigidos nas duas posi¢cdes
proximas na sequéncia. O segundo valor deve-se a presenca de um residuo
rigido e o terceiro a dois. A vantagem dessa escala € que ela leva em
consideracdo o ambiente no qual a cadeia lateral se encontra, ndo apenas as
suas caracteristicas intrinsecas.

Os elementos de estrutura secundaria também sdo extremamente
importantes na predi¢do. Escalas para a predi¢do das provaveis conformacdes
locais a partir da estrutura priméaria foram desenvolvidas por alguns autores.

A escala de Chou & Fasman (CF) baseia-se na frequéncia em o0s
aminoacidos ocorrem em estrutura secundarias. A partir dessa sequéncia foi
estabelecida uma escala de probabilidade de uma sequéncia priméria gerar
uma estrutura de alfa hélice, folha beta ou alga (CHOU & FASMAN, 1974).

A escala de Garnier, Osguthorpe & Robson (GOR) se baseia na
comparacao da sequéncia em estudo com as sequéncias de 38 proteinas com
estrutura tridimensional altamente resolvida. Cada aminoacido recebe um valor

de probabilidade para gerar uma estrutura secundaria (GARNIER et al, 1978).
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Escalas de Antigeniciade Utilizadas

Os parametros anteriormente mencionados podem ser correlacionados
levando a escalas de antigenicidade. Cada escala de antigenicidade
correlaciona alguns desses fatores, conferindo a cada um deles um peso
relativo. Os picos de valores de antigenicidade na estrutura primaria

correspondem aos provaveis epitopos.

Escala de Jameson e Wolf

Essa escala foi criada estabelecendo-se um peso relativo para cada um dos
parametros anteriores descritos (JAMESON & WOLF, 1986). O indice de
antigenicidade (Aj) de cada amino&cido na sequéncia serd dado pela formula

abaixo:
A, =Y 03H +0,155+0,15F + 0,2(CF) + 0,2(GOR)

Onde:

H: solubilidade (Kyte e Doolittle)

F: flexibilidade (karplus e Schultz)

S: acessibilidade (Emini)

CF: estrutura secundaria (Chou e Fasman)

GOR: estrutura secundaria (Garnier, Osguthorpe & Robson)

Nesse trabalho a predicdo pela escala de Jameson e Wolf foi feita utilizando

uma funcéo Protean do programa DNA star.

Escala de Kolaskar

A escala de Kolaskar prediz epitopos utilizando parametros fisico-quimicos e
também a frequéncia de ocorréncia de aminoacidos em epitopos validados
experimentalmente (KOLASKAR TONGAONKAR, 1990). Cada aminoéacido
recebe um valor de propenséao a antigenicidade que é dado pela férmula:
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onde:

A, . Propenséo a antigenicidade

fag : frequéncia da ocorréncia do aminoacidos em epitopos.

fs: frequéncia da ocorréncia do aminoacido na superficie da proteina. Essa
freqliéncia é determinada utilizando-se os valores de H (Parker), F (Karplus) e
S (Emini).

Nesse trabalho a predicdo pela escala de Kolaskar foi feita utilizando servigo

livre disponivel em http://tools.immuneepitope.org/tools/beell/iedb _input.

Escala Bepipred

A escala bepipred prediz epitopos de forma semelhante a escala de Kolaskar,
ou seja, sdo associados parametros fisico-quimicos e a frequéncia de
ocorréncia de aminoacidos em epitopos (LUND et al, 2006). A principais
diferencas entre os métodos séo a escala de frequiéncia epitopos utilizada, que
€ a AntiJen, e o uso do parametro fisico quimico de Levitt (LEVITT, 1978) que
estabelece uma correlagdo entre as estruturas primaria e secundaria de uma

proteina.

Nesse trabalho a predicédo pela escala Bepipred foi feita utilizando servico livre

disponivel em http://tools.immuneepitope.org/tools/beell/iedb_input.

3.3.11 — Alinhamento de Sequéncias

O alinhamento manual de sequéncias das cadeias pesadas das
imunoglobulinas eqiinas com a cadeia pesada da imunoglobulina de coelho foi

feita utilizando o programa Bio edit.7.0.9.0.

3.3.12 — Modelagem Molecular por Homologia

A modelagem molecular de proteinas por homologia baseia-se na
comparacao da sequéncia em estudo com as sequéncias de proteinas que ja
tiveram suas estruturas tridimensionais elucidadas por métodos experimentais,

como Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e difracdo de raios X. Existindo a
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homologia entre as sequéncias, programas de computador criam o modelo
tridimensional da proteina em estudo. Esse modelo sera tanto melhor quanto
maior for a similaridade na sequéncia entre a proteina modelo e a proteina alvo
que se pretende modelar (ALENCASTRO & SANTOS FILHO, 2003). O modelo
gerado pelo programa deverd ser validado. A validacdo consiste da
comparacdo entre o modelo gerado e parametros proprios da estrutura de
proteinas.

A modelagem do isotipo 1gG3 da cadeia pesada da imunoglobulina equina foi
feita por homologia, utilizando como modelo a estrutura cristalografica de uma
imunoglobulina humana (cddigo de acesso do PDB H1z), que foi a proteina que
mostrou maior identidade na sequéncia com a IgG3 equina. As sequéncias
dessas proteinas foram alinhadas manualmente no Swiss PDB viewer e 0
servico Swiss Model do expasy (http://www.expasy.org/) foi utilizado para a
geracdo do modelo tridimensional (SCHWEDE et al, 2006).

A avaliacdo do modelo tridimensional foi feita na pagina
http://nihserver.mbi.ucla.edu/SAVES/ , utilizando os programas PROCHEK
(LASKOWSKI et al, 1993) e VERIFY 3D (LUTHY et al, 1992).

3.3.13 — Mapeamento de epitopos por sintese paralel a de peptideos em

membrana de celulose (Spot Sintese)

A evolucdo da determinacdo de epitopos por sintese de peptideos foi o
desenvolvimento da técnica de spot sintese, que tornou mais simples e direta a
determinacdo dos epitopos presentes em proteinas. Nessa técnica 0s
peptideos sdo preparados diretamente em uma membrana, onde sera
realizada a reacao antigeno—anticorpo (FRANK, 1992)

O mapeamento de epitopos por spot sintese de peptideos consiste de
duas etapas. Na primeira € preparada a membrana com peptideos
correspondentes a trechos da sequiéncia da proteina que se pretende estudar.
Na segunda etapa essa membrana é revelada com um soro policlonal ou
anticorpo  monoclonal que reconhecera o0s peptideos correspondentes a
epitopos reativos (FRANK, 2002).
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Selecédo das sequéncias para a sintese

A sequéncia utilizada para programar a sintese foi do gene IgG3 da cadeia
pesada da imunoglobulina equina. A sele¢céo das sequéncias foi feita utilizando
o programa do sintetizador INTAVIS. Foram preparados peptideos de quinze
aminoéacidos, avancando cinco aminoacidos de cada vez. Esse procedimento

gerou 69 seqiiéncias ao todo.

Material utilizado

Os aminoacidos para sintese de peptideos utilizados forma fornecidos pela
Calbiochem. Os seguintes aminoacidos foram utilizados na forma protegida por
F-moc no grupo amino: alanina, glicina, isoleucina, Leucina, fenilalanina,
triptofano, valina e metionina. Os seguintes aminoacidos alem de protegidos
por F-moc foram utilizados na forma protegida por trifenil metano (tritil) na
cadeia lateral: asparagina, cisteina, glutamina, e histidina. Os seguintes
aminoacidos alem de protegidos por F-moc foram utilizados na forma protegida
por t-Bu na cadeia lateral: treonina, serina, glutamato e aspartato. A arginina
além de protegida por F-moc tinha a protecdo Pmc na cadeia lateral. A lisina
além de protegida por F-moc tinha a prote¢do de Boc na cadeia lateral.

Os spots foram sintetizados em uma membrana Intavis, pré ativada com beta

alanina

Procedimento (LAUNE et al, 2002)

Cada Fmoc aminoacido foi dissolvido em N-metil-pirrolidona (NMP). A ativacao
dos Fmoc aminoacidos foi feita misturando-se solucdes de DIC e o HOBt em
NMP, atingindo a razdo molar 1 FmocAA:2 DIC/HOBt. No primeiro
acoplamento a membrana com o FmocAA ativado por 20 min. ApOs esse
tempo a membrana foi lavada trés vezes com dimetil formamida (DMF), e a
membrana foi tratada com uma solucao de anidrido acético em DMF (10% v/v),
para a inativacdo dos grupos amina livres da betalanina que ndo reagiram. A
desprotecao do primeiro Fmoc foi feita pelo tratamento com uma solugéo de
piperidina em DMF (20% v/v) por 8 min e em seguida a membrana foi lavada
com etanol trés vezes, por 2 min cada vez. Apds secagem ao ar iniciaram-se
os ciclos de acoplamento e desprotecdo até a formacdo dos peptideos de
quinze aminoacidos. Na etapa final os grupos de prote¢cédo das cadeias laterais

foram removidos pelo tratamento com uma solucéo de TFA em dicloro metano
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(DCM) (1:1 v/v), com 2,5% de triisopropil silano. A desprotecéo foi seguida de
trés lavagens com DCM, trés lavagens com DMF e trés com etanol. A
membrana foi seca ao ar antes da revelagdo com anticorpos.

Como um controle do processo de sintese das membranas, foram preparados
spots com duas sequéncias de 14 residuos de aminoacidos, previamente
identificados como reacdes positivas (epitopo V5 encontrado na proteina V e P
de paramixovirus SV5) (SOUTHERN et al, 1991).

Revelacdo das membranas (FRANK, 2002)

As membranas preparadas por spot sintese foram reveladas da seguinte
maneira. Inicialmente as membranas foram bloqueadas com uma solugcéo de
BSA em BSA tween por 30 min. Apos o bloqueio as membranas foram lavadas
com PBS/tween. A incubacao foi feita entdo com o soro policlonal de coelho
(Sigma, A6360) por uma hora. O excesso de anticorpo foi lavado com
PBS/tween por 30 min. ApOs essa lavagem foi adicionado o reagente CDP
start® (Applied Biosystems, MSC2000), diluido em tampao na concentracdo de
0,25 mM. Sobre a membrana foi entdo colocado um filme de raio X por 5 min.
Findo esse tempo o filme de raio X foi revelado utlizando o
revelador/reforcador GBX (Kodak 6360119) e o fixador/reforcador GBX (Kodak,
6493068). Os filmes de raios-X obtidos foram digitalizados no densitdmetro GS
800 com o auxilio do programa Quantity One, utilizando uma funcao especifica
do programa para a digitalizacdo desse tipo de material. Os valores de
densidade dtica de cada spot foram determinados utilizando funcéo especifica

do programa.

3.3.14 — Preparo de conjugados TT-PS

Peptideos podem ser antigénicos, ou seja, podem formar complexos
com anticorpos pre-existentes. Porém devido a seu baixo peso molecular,
peptideos ndo tém epitopos para células B e T simultaneamente. Logo
peptideos ndo sao imunogénicos, ou seja, eles ndo ativam de forma eficiente a
imunidade de um animal (MELOEN et al, 2001). Um dos processos para tornar
peptideos imunogénicos € a conjugacédo (formacéo de ligacdo covalente) com
um antigeno protéico, contornando o problema da falta de imunogenicidade
(TAM, 1993).
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Nesse trabalho a conjugacdo foi feita usando o TT como proteina
carreadora, e 0 método da conjugacao por etil-N,N-dimetil-propil carbodiimina
(EDC), que é do tipo espacador zero (KOSHLAND, 1967). Essa conjugacdao foi
realizada adaptando-se um procedimento utilizado no acoplamento de
proteinas (GRABAREK & GERGELY, 1990).

O EDC é uma carbodiimina solavel em agua. Ele ativa rapidamente os
grupos acidos presentes no TT, formando o intermediéario reativo O-acil uréia.
Devido a grande reatividade do intermediario é adicionado ao meio N-hidroxi
succinimida (NHS), que forma um éster intermediario (ty; = 40 min) (VIJAY &
SEHGAL, 1994) que é menos susceptivel a hidrolise que a O acil uréia (t, =
3s) (GRABAREK & GERGELY, 1990). Apos a formacado do éster intermediario
de NHS é adicionado o peptideo sintético (PS), que conjuga com a proteina

pelo seu N-terminal.

Adicionou-se 140 pL de uma solucao de 6,4 mg/mL de EDC a 1 mL de uma
solucéo de 3,5 mg/mL de TT em PBS pH 6. Apés 30 min foram adicionadas 40
uL de uma solucdo 1 mg/mL de NHS e depois de 30 min 320uL de
betamercaptoetanol, para inativar o excesso de EDC. Depois de 15 min,
adicionou-se 2,4 mg do PS dissolvido em 500 pL uma mistura de 10% de ACN
em agua. A mistura foi mantida a temperatura de 2-8°C por 24h. Findo esse
tempo a mistura reacional foi purificada em coluna PD-10 (GE). Os tubos
coletados foram lidos no espectrofotometro em 280 nm. A fracdo que continha
0 conjugado foi concentrada em speed vac, evitando a secagem completa do

liquido dos tubos.

3.4.15 — Avaliagao da conjugacgéo TT-PS por CLAE

Acompanhou-se a conjugacdo TT-PS por CLAE, com coluna de gel
filtracdo, através da avaliacdo do peso molecular do conjugado formado (LI et
al, 2008). Experimento foi realizado no100 pL do conjugado foram injetados em
uma coluna TSK SW, 3000 (Tosohaas, 08541), previamente equilibrada com
PBS 100 mM, pH 7,0 num fluxo de 0,6 mL/min. Monitorou-se a corrida
cromatografica em 214 nm e 280 nm. Utilizaram-se as seguintes proteinas para
a calibracdo da coluna: Tireoglobulina (660 kDa), BSA (66 kDa), ovalbumina

(45 kDa), anidrase carbonica (29 kDa). A curva de peso molecular foi
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determinada pelo plot dos tempos de retencao padrdes contra o logaritmo peso

molecular na planilha excel 5.0.

3.4.16 — Imunizacao dos coelhos com os conjugados T  T-PS

Utilizaram-se coelhos para a preparacao de anti-soro, com um protocolo
de imunizacdo previamente descrito para conjugado peptideo sintético -
proteina (GU & HOU, 2003).

O esquema de imunizacdo dos animais € mostrado na tabela 11. O conjugado
foi dissolvido em PBS pH 6,0 e emulsionado em seringa com o0s adjuvantes
imediatamente antes da aplicagcdo. A inoculacdo foi feita em cinco pontos
diferentes do dorso dos animais, para reduzir os efeitos locais do adjuvante.

O sangue dos animais foi coletado pela veia marginal da orelha, no primeiro
dia, no dia 42 e 21 dias apos a ultima inoculacdo. O plasma foi separado por

coagulacio e guardado a -20°C antes do uso.

Tabela 11: Esquema de imunizacdo dos coelhos com o conjugado PS-TT

Dose | Numero de coelhos Conjugado Volume Adjuvante Dia
1° 02 500 pg/500 pL | 500 pL Freund completo 01
22 02 500 pg/500 pL | 500 pL | Freund incompleto | 21
3 02 500 pg/500 pL | 500 pL | Freund incompleto | 42
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3.4.17 — ELISA

O método ELISA (do inglés Enzyme linked immunosorbent assay), foi
utilizado em experimentos para validar em solucdo epitopo determinado por
spot sintese. O Elisa também foi utilizado para acompanhar a soro conversao

dos coelhos imunizados com o conjugado TT-PS. (LUCAS et al, 2004)

Planejamento fatorial

Para facilitar o estabelecimento de condicdes ideais para a realizacédo do Elisa,
foi feito um planejamento fatorial utilizando o programa Statistica 8.0
(MONTGOMERY & CALADO, 2003). Esse planejamento fatorial completo foi
de dois fatores em trés niveis. Os fatores avaliados foram a concentracao de
antigeno e de anticorpo primario. Os niveis de concentracdo de antigeno
estudados foram 80, 160 e 320 pg/mL. Os niveis de diluicdo de anticorpo
primério testados foram 1:10.000; 1:20.000 e 1:30.000. Os resultados do
planejamento ajudaram a estabelecer as condicbes que foram utilizadas no

procedimento a seguir.

Condigbes especificas

Elisa de competicao

Utilizou-se microplacas com 96 pocos (Corning 25802). Adicionou-se 50 pL de
IgG equina na concentracdo de 80 pg/mL, em tampéo de sensibilizacdo
(Na,CO3 0,016M, NaHCO3; 0,034M/ pH 9,6) e sensibilizou-se a placa por 1hora
a 37C. Apos esse tempo lavou-se 3 vezes com tampdo PBS-TWEEN (Sigma
P 3563 ). Adicionou-se 50 pL do anticorpo primério (sigma A6069) (2 pL em 30
mL de tampéao de incubagao) misturado ao PS em tampé&o de incubagéo (0,5%
BSA; 5% de TWEEN 20, 2% de Soro bovino adulto, em PBS). Varias
concentractes de PS foram usadas. A incubacao foi feita por 30 min a 37<.
Apds esse tempo lavou-se 3 vezes com tampdo PBS-TWEEN. Adicionou-se
100 pL de substrato (solucdo 1mg/mL de PNPP Sigma N 9389) em glicina
0,1M, 1 mM MgCl,, 1ImM ZnCl, /pH10,4) e a placa foi guardada ao abrigo da luz
por 30 min. Apés esse tempo a placa foi lida em 405 nm. As absorbancias

foram langadas na planilha Excel 5.0.
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Elisa para a determinacdo da soro conversao em coel  hos

Utilizou-se microplacas com 96 pocos. Adicionou-se 50 pL de IgG equina na
concentracdo de 80 pug/mL e sensibilizou-se a placa por 1hora a 37C. Apos
esse tempo lavou-se 3 vezes com tampao PBS-TWEEN. Adicionou-se 50 pL
do anticorpo primario (varias diluicbes do soro dos coelhos) em tampao de
incubacéo e incubou-se por 18h a 4C. Apds esse tem po lavou-se 3 vezes com
tampédo PBS-TWEEN. Adicionou-se entdao 50 pL de anticorpo anticoelho
conjugado a fosfatase alcalina (Sigma ) e incubou-se por 3h a 37<C. Adicionou-
se 100 pL de substrato e a placa foi guardada ao abrigo da luz por 30 min.
Apds esse tempo a placa foi lida em 405 nm. As absorbancias foram lancadas

na planilha Excel 5.0.
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4 — Resultados

4.1 — AvaliagOes da Pureza de Soros Antiofidicos

4.1.1 — Teor de Proteinas

Foram analisados os SAB dos trés principais fornecedores nacionais. O
SAB foi utilizado por ser o soro antiofidico mais largamente utilizado no pais.
No total foram analisados oito lotes do produtor A, nove lotes do produtor B e
16 lotes do produtor C. Esses quantitativos correspondem a aproximadamente
o fornecimento de cada um dos fabricantes ao PNI, no periodo de doze meses.

Na tabela 10 sdo resumidos os valores do teor de proteinas dos trés
produtores nacionais. Todos os lotes avaliados tém um teor muito abaixo do
méaximo permitido pela F.B. (15 g/dL) As médias encontradas para 0s
produtores foram 4,3 g/dL para o produtor A, 3,2 g/dL para o produtor B e 2,7
g/dL para o produtor C. E interessante destacar que apesar do produtor A ter o
maior valor absoluto, o desvio padréo entre os valores do lotes € o menor (0,6).
O produtor B tem um valor de desvio padrédo relativamente alto (1,0). O
produtor C teve um lote que ficou com um valor muito acima dos demais (5,3
g/dL), elevando o desvio padréo (0,8). Se esse lote fosse excluido do calculo,
esse produtor teria a menor média (2,5 g/dL) e o menor desvio padréao (0,4).

A titulo de comparacdo, sdo mostrados na tabela 12 os teores de
proteinas de soros produzidos em outros paises. Os soros nacionais tém um
teor de proteinas abaixo de outros produtos, mesmo alguns que utilizam

tecnologia semelhante, ou seja, precipitacéo pelo SA e digestao por pepsina.
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Tabela 12: Teor de proteinas nos soros Brasileiros e de produtores de outros paises

Produtor Teor (g/dL) Referéncia
A% (4,3 +0,6) -
BY (3,2 1,0) -
c® (2,7+0,8) .
4’4(2)
ICP o GUTIERREZ et al, 1999
8,3
Wyeth® 2,1
s DART & McNALLY, 2001
Protherics 1,5
4,7°
Egito . REDWAN, 2006
3,6
Pasteur 5,0© LANG et al, 1998

(1) Preparado por precipitacdo com SA e digestédo por pepsina; (2) Preparado por precipitagdo
com AC; (3) Preparado por precipitacdo com AS; (4) Preparado por precipitacdo com SA e
cromatografia de troca idnica. (5) Animal soro produtor é o carneiro. Preparado por precipitacdo
com Sulfato de sadio, hidrolise por papaina e cromatografia de afinidade (ligante veneno). (6)
Preparado por precipitacdo por SA e hidrélise por pepsina; (7) Preparado por precipitagdo por
AC, hidrdlise por pepsina; (8) Atual Aventis; Preparado por precipitacdo com SA e hidrélise por
pepsina. Produto fabricado na Franca, com venenos de serpentes africanas.
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4.1.2 — Determinacéo do Teor de F(ab”) »

A abordagem usada para a avaliagdo da pureza dos soros foi o
SDS-PAGE, com gel na concentracdo de 10%, em condicbes ndo redutoras.
Essa € a condicao sugerida na F.E. V Ed. e foi utilizada por outros autores para
avaliar a pureza de soros (GUTIEREZ et al, 1999; RATANABANONGKOON &
RAWEERITH, 2003; MORAIS & MASSALDI, 2005).

Os geéis resultantes das analises por eletroforese sdo mostrados na
Figura 12. Na avaliacdo inicial pode-se notar que todos os lotes tém mais de
uma banda protéica. O numero de bandas e a intensidade de cada uma variam
bastante de acordo com o lote.

A principal banda em todas as amostras apresentou um formato largo,
com um peso molecular de 90 kDa. Essas caracteristicas sdo semelhantes as
descritas para F(ab’), preparado a partir de imunoglobulina eqlina
(GUTIEREZ, 1999; RATANABANONGKOON & RAWEERITH, 2003; MORAIS
& MASSALDI, 2005) e ovina (JONES & LANDON, 2002). O peso molecular de
90kDa deve-se a perda da fracdo F., devido a protedlise pela pepsina. O
aspecto difuso da banda deve-se provavelmente a alguns fatores. O primeiro é
a variacao do isotipo de cadeia leve, que é pequena, mas ocorre. Variagoes de
isotipo também ocorrem na cadeia pesada, provocando diferencas na extensao
do Cui e principalmente da regido da dobradica (WAGNER et al, 2002). A
Ultima causa séo as variagdes no numero de aminodacidos das regides Ve Vy
(ALMAGRO et al, 2006), devido a grande variedade de antigenos presentes
Nos venenos, que 0s soros devem neutralizar.

Para uma avaliacdo quantitativa do teor de F(ab”), presente, todos o0s
géis foram submetidos a densitometria (figuras 12a, 12b e 12c). Os resultados
dos teores de cada banda e os pesos moleculares correspondentes sao

sumarizados na tabela 13.
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Figura 12: Anélises de SDS-PAGE (10%) em condi¢Bes nao redutoras dos soros antiofidicos

nacionais. A esquerda € mostrada a imagem do gel e a direita a analise por densitometria. (a)

Gel com amostras de lotes do produtor A; Na primeira canaleta foi aplicado o padréo de peso

molecular, nas canaletas de 2 até 6 foram aplicados diferentes lotes (b) Gel com amostras de

lotes do produtor B; nas canaletas de 1 até 4 foram aplicados diferentes lotes Produtor (B), na

Gltima canaleta foi aplicado o mesmo padrao de peso molecular (c) Gel com amostras de lotes

do produtor C; Na primeira canaleta foi aplicado o padrdo de peso molecular, nas canaletas de

2 até 10 foram aplicados diferentes lotes
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Tabela 13: Peso molecular e teores relativos das bandas dos géis mostrados na figura 12.

Produtor A(L=8) B(L=9) C(L=16)

Banda PM (kDa) [Teor (%) n |PM (kDa) |Teor (%)| n |PM (kDa) |[Teor (%)| n
1 - - - 12 9,7 1 - - -
2 - - - 24 1,2 2 - -
3 30 8,2 3 32 6,2 5 31 1,5 2
4 36 12,2 8 36 10,5 9 38 5,6 16
5 - - - 42 31 7 43 7 11
6 - - - 48 4,7 7 - - -
7 - - - 59 25 2 - - -
8 65 12 8 63 11,7 9 64 8,7 16
9 98 75,1 8 92 55,3 9 91 81,3 16
10 152 3,5 4 145 14,3 7 150 7 2

Na primeira linha é indicado para cada produtor o nimero de lotes (L) analisados. As bandas
foram numeradas em ordem crescente de PM. O teor e 0 PM para cada banda sédo as médias
dos valores dos diferentes lotes. A coluna n para cada produtor indica em quantos lotes aquela
banda foi detectada. O somatério da coluna de Teor ndo é 100% devido a diferenca de
freqiiéncia na ocorréncia dos contaminantes.

Esses resultados levaram a algumas constatacées. O produtor C tem o
maior teor relativo de F(ab’),, seguindo em ordem pelos do produtores A e B. E
importante destacar que os valores sdo meédias e que ha uma variacéo do teor
relativo de F(ab”), entre os diversos lotes. O DP do teor de F(ab”), dos diversos
lotes foi de 9,1% para o produtor A, de 7,8% para o produtor B e 6,5% para o
produtor C. E interessante destacar que o produtor B tem um desvio padrdo
relativo maior para o teor de proteinas que os demais.

Para uma melhor visualizacdo dessas diferencas foram preparados o0s
graficos mostrados na figura 13. Nesses graficos sdo mostrados o teor de
proteinas e do teor de F(ab’), , expresso em concentracdo, calculado a partir
da concentracdo de proteinas, para todos os lotes de produtos analisados.

A avaliacdo dos graficos mostra que para a produtor C o teor de F(ab”),
mantém uma proporcao relativamente constante em relacdo ao teor de
proteinas. No produtor A ocorre um desvio maior entre os dois valores, 0 que
se acentua no produtor B. Essas diferengcas sugerem uma maior regularidade

no processo de purificacdo do produtor C, se comparado a A e B.
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Figura 13: O teor de proteinas e teor de F(ab’), dos SABs analisados. (a) distribuicdo dos teor
para o produtor A; (b) distribuicdo dos teores para o produtor B; (c) distribuicdo dos teores para
o produtor C. A linha em azul é o teor de proteina total. A linha em vermelho é a concentragéo
de F(ab") ,
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E interessante avaliar a diferenca entre o teor total de proteina e a fragéo
ativa no “pior caso”. O pior caso seria uma vitima de acidente botrépico grave
ser tratada com um dos lotes de maior teor de proteinas. O paciente recebera
12 ampolas de soro (tabela 06), o corresponde para o produtor A a 5,6g de
proteina heterologa (aproximadamente 4,0g de material ativo), 6,6g (3,29 de
ativo) no produtor B e 6,49 (5,29 de ativo) para o produtor C.

No caso dos produtores A e C aparentemente nesses lotes a resposta
dos cavalos a imunizacdo foi um pouco mais baixa que nos demais lotes,
sendo necessaria uma maior concentracdo de proteinas para a neutralizacao
do veneno. No caso do produtor B ficou clara a necessidade de melhora no
processo de purificagdo do plasma.

Para compararmos o processo produtivo nacional com o de produtores
internacionais, € mostrada abaixo uma tabela com valores de teor de F(ab”), de
fabricantes de outros paises (Tabela 14). Os resultados mostram que o teores
relativos de F(ab’), dos produtores A e C sdo semelhantes ao de produtor
(IPSER) que também utiliza um processo baseado em precipitacdo com sulfato
de amoénio e hidrolise com pepsina. Teores relativos de F(ab”), mais elevados
sao atingidos nos fabricantes que utilizam processos de cromatografia de troca
i6nica ou de afinidade (Protherics, MicroPharm e Aventis).

Tabela 14: Comparacéo dos teores relativos de F(ab’),/F(ab”) com os dados da literatura

Produtor Teor de F(ab"), | Referéncia

AV (75 £ 9)% -

B™ (55 + 8)% -

c® (81 + 6)% -

IPSER® 82% )

Aventis® o1 6% PEPIN-COVATTA et al, 1997
MicroPharm® 96% JONES & LANDON, 2002
Protherics 98% DART & McNALLY, 2001

@ purificado por precipitacéo por SA e digestdo por pepsina; “ Purificado por precipitacdo por
SA e cromatografia de troca idnica; ¥ Animal soro Produtor € o carneiro. Purificado por
hidrélise com pepsina e cromatografia troca idnica; “" Animal soro produtor é o carneiro.
Purificado por hidrélise com papaina e cromatografia de afinidade.
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4.1.3 — Avaliacdo dos Contaminantes

Analise detalhada dos géis da figura 12 mostra que além do F(ab”), , ha
em todas amostras bandas com peso molecular diferente do esperado para
esse componente. Seguindo as especificacdes da F.E. V Ed., essas proteinas
a principio ndo deveriam estar presentes em uma concentragdo acima de 10%
da concentragéo total.

Uma banda com aproximadamente 150 kDa ocorre em varios lotes,
principalmente do produtor B. Essa banda € associada a presenca de
imunoglobulinas que nédo foram completamente hidrolisada pela pepsina
(JONES & LANDON, 2002; RATANABANANGKOON & RAWEERITH, 2003;
MORAIS & MASSALDI, 2005). A IgG contribui para o efeito protetor dos soros,
porém sua participacdo nos efeitos adversos também € muito grande
(WARRELL et al, 1993).

Uma banda com peso molecular de na faixa de 62-64 kDa (tabela 13,
banda 08) foi observada em todas as amostras, com intensidade variavel entre
os diferentes lotes. Uma banda semelhante foi observada em outros trabalhos
com soros antiofidicos (JONES & LANDON, 2002; RATANABANANGKOON &
RAWEERITH, 2003; GUTIERREZ et al, 2005) e nesses artigos é associada a
presenca de albumina.

Foi freqiiente também a presenca de bandas de 48 kDa e 42 kDa. Essas
bandas séo associadas por outros autores a presenca de F. e F(ab”) (JONES &
LANDON, 2002; RATANABANANGKOON & RAWEERITH, 2003; MORAIS &
MASSALDI, 2005), produtos da hidrélise da IgG.

Uma outra banda, na faixa de 36-38 kDa, esta presente em todas as
amostras analisadas. Em outro trabalho (JONES & LANDON, 2002) essa
banda é atribuida a presenca de residuos da pepsina utilizada na converséo da
IgG em F(ab")s.

Além dessas bandas, que sédo as principais fora o F(ab’),, outras, de
peso molecular mais baixo e menor intensidade, também estdo presentes,
principalmente no produtor B.

A identificacdo de forma mais precisa desses contaminantes €
importante para certificar as identidade dessas proteinas e para termos uma
avaliacao de quais pontos do processo de produgédo do soro esse material ndo

foi removido.
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A primeira estratégia para a identificagcdo das demais bandas presentes
nas amostras de soros foi a comparacdo com padrdes das provaveis proteinas,
a pepsina e a albumina. A pepsina utilizada foi cedida por um fabricante, porém
nao havia um padréo de soro albumina equina (ESA) disponivel.

Esse padrao foi preparado usando a técnica classica para o isolamento
de albuminas do plasma de animais, que € a cromatografia de afinidade com o
corante cibacron blue como ligante (TRAVIS et al, 1976). A fracéo
correspondente a albumina foi purificada em seguida por cromatografia de fase
reversa, conforme mostrado na figura 14, para remover outras proteinas

minoritarias que se ligam a Cibacron.

————————————— L-80%

% B

Abs 280 nm
Abs 280 nm

mL 0 5 10 15 0 5 an s @ a5 50

(@) (b)

Figura 14: Preparo de padréo de ESA a partir do plasma equino. (a) Cromatografia de afinidade

do tipo cibacron blue (b) fase reversa da fragéo ligada na cromatografia de afinidade.

Para uma comparacao com as bandas dos géis mostrados na figura 12,
a pepsina comercial e a ESA preparada a partir do plasma foram analisadas
por SDS-PAGE, conforme mostrado na figura 15. A ESA se apresentou como
uma banda larga, com 66 kDa. A pepsina comercial também demonstrou ser
uma banda larga, com 41 kDa. Esse PM é compativel com o pepsinogenio,
zimogénio correspondente a pepsina, que é ativado em pH acido (ICHIHARA et
al, 1985). A forma ativa da pepsina tem PM de 38 kDa. Esses resultados
mostraram semelhanga com duas bandas presentes em varias amostras, com

pequenas variagcdes no PM encontrado.
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Figura 15: Gel de padrdes de ESA e pepsina. A primeira canaleta € um padrao de proteinas de
baixo peso molecular, a segunda canaleta é a ESA coletada da fase reversa e a terceira

canaleta é pepsina comercial, cedida por fabricante de soro antiofidico.

O gel mostrado na figura 15 foi feito em condi¢cbes redutoras. A
avaliacdo nessas condicdes pode levar a mudancas na forma das bandas e
consequentemente na avaliacdo de peso molecular. Tal efeito pode justificar as
diferencas observadas entre esse gel e os géis mostrados na figura 12. Por
esse motivo, reavaliamos as amostras anteriores em condigdes redutoras.

Os perfis eletroforéticos sao bastante diferentes em condi¢des redutoras,
conforme mostrado na figura 16. Em condi¢des redutoras as principais bandas
deslocam-se de um valor de cerca de 100 kDa para uma faixa de cerca de
30kDa. (tabela 15) A primeira banda, com aproximadamente 32 kDa é
associada por outros autores a fracdo da cadeia pesada que permanece no
F(ab”), (V4+Chi). A segunda banda, com cerca de 29 kDa é associada a cadeia
leve (MORAES & MASSALDI, 2005).

Nos lotes anteriores em que havia bandas de 150 kDa, apareceram
bandas com peso molecular de 51-55 kDa. Esse resultado € mais um indicativo
que as bandas de 150 kDa correspondem a IgG, e as bandas formadas em
condi¢des redutoras correspondem a cadeia pesada.

Nessas condi¢cdes, na maioria das amostras, as bandas de 62-64 kDa
desaparecem ou se tornam muito pouco intensas. Esse efeito nao foi
observado com o padrdo de ESA (fig. 15), demonstrando que as bandas que
acreditavamos ser a ESA poderiam ndo ser efetivamente essa proteina.

Em condi¢bes redutoras também foi observada uma banda com peso

molecular de 23 kDa, que néo estava presente nos géis em condi¢cdes nativas.
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Esse fato nos levou a pensar que essa banda seria um desdobramento da
banda de 64 kDa presente nos géis nao redutores. Abaixo dessa banda
também foram observadas varias bandas menos intensas e com baixa
resolucao, possiveis fragmentos da proteina de peso molecular 64 kDa.

Nessas condicbes também ndo foram visualizadas as bandas de
48 kDa, 42 kDa, 38 kDa, e 36 kDa. Tais resultados demonstram que essas
bandas também correspondem a proteinas que séo estabilizadas por pontes de

disulfeto.

Tabela 15 — PM e teores relativos das bandas dos géis mostrados na figura 16.

Produtor A(L=8) B(L=9) C(L=16)

Banda PM (kDa) | Teor (%) |[n | PM (kDa) | Teor (%) |n | PM (kDa) | Teor (%) |N
1 14,1 4,3 3 - - - - - -
2 16,6 51 5 - - - - - -
3 19,5 4,4 6 - - - - - -
4 21,0 7,6 8 23 21,3 9 22,8 6,6 16
5 24,4 7,0 8 24,4 13,5 2 - - -
6 29,2 47,2 8 29,4 40,7 9 30,2 56,6 16
7 32,0 27,8 8 32,8 21,8 9 33,6 38,0 16
8 - - - 51 8,4 6 - - -
9 55,8 11,3 4 54,6 11,3 7 55 5,2 2
10 98 1,6 3 - - - - - -

Na primeira linha é indicado para cada produtor o nimero de lotes (L) analisados. As bandas
foram numeradas em ordem crescente de PM. O teor e 0 PM para cada banda sédo as médias
dos valores dos diferentes lotes. A coluna n para cada produtor indica em quantos lotes aquela
banda foi detectada. O somatério da coluna de Teor ndo é 100% devido a diferenca de
freqiéncia na ocorréncia dos contaminantes.

A densitometria das bandas mostrou outros detalhes importantes.
Ocorre uma desproporcdo entre as bandas 6 e 7, que correspondem as
cadeias do F(ab’),. Em produtos com uma grande quantidade de IgG essa
desproporcao pode ser explicada como a incorporacao da cadeia leve a banda
de 29 kDa. S6 que essa despropor¢cdo ocorre mesmo em lotes com um teor
baixo de 1gG.

Uma explicacdo para esse efeito é que talvez as bandas de 42 kDa,
38 kDa e 36 kDa desdobram-se em proteinas com o0 peso molecular nessa
faixa.

Esses resultados ndo permitiram a identificagdo das bandas de forma
conclusiva. Para uma caracterizacdo mais definitiva das proteinas presentes,
entdo os de immunoblot e eletroforese

realizamos experimentos

bidimensional/espectrometria de massas.
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Figura 16 Andlises de SDS-PAGE (12%) em condicBes redutoras dos soros antiofidicos
nacionais. A esquerda € mostrada a imagem do gel e a direita a analise por densitometria. (a)
Gel com as amostras do produtor A. Nas canaletas de (1) até (8) foram aplicados diferentes
lotes de soro. Na canaleta (5) foi aplicado o padrdo de peso molecular (b) Gel com as amostras
do produtor B. Nas canaletas de (1) até (4) foram aplicados diferentes lotes de soro. Na
canaleta (5) foi aplicado o padrdo de peso molecular. (c). Gel com as amostras do produtor C.
Na canaleta (1) foi aplicado o padrdo de peso molecular. Nas canaletas de (2) até (5) foram

aplicados diferentes lotes de soro.
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4.1.4 — Identificacdo dos Contaminantes

4.1.4.1 — Immunoblot

Para a avaliacdo por immunoblot, foram utilizadas amostras do produtor
B. Seus lotes apresentaram bandas intensas de 150 kDa e 48-42 kDa, que
segundo a literatura poderiam ser relacionadas a IgG e aos fragmentos F(ab")
e F.. Foi utilizado anticorpo de coelho contra a IgG equina, sem especificidade
para isotipo de IgG equina ou porcdo da cadeia.

Como se pode visualizar na figura 17, dependendo do lote, em
condigcbes n&o redutoras, de uma a duas bandas desenvolveram cor. A
comparacdo dos Rf dessas bandas com as bandas identificadas por
SDS-PAGE demonstrou que a primeira corresponde a proteina de 145 kDa de
PM médio e a segunda a banda de 92 kDa de PM médio. Os dados da
comparacao estdao sumarizados na tabela 16.

A partir desses resultados podemos concluir que apenas a IgG e o
F(ab”), foram identificados nos soros nacionais, sendo que as bandas de
48-42 kDa a principio ndo estédo relacionadas ao anticorpo equino. Pode-se
concluir entdo que o F. formado ndo aparece no produto final, e também néo
ha presenca de F(ab”). Esses dois componentes sdo contaminantes comuns
em soros preparados por hidrolise com pepsina (JONES & LANDON, 2002),
porém o processo utilizado pelos fabricantes nacionais os remove de forma
eficiente.

Outra observacao que foi feita a partir do resultado de immunoblot € que
o F(ab’), é menos reativo que a IgG contra soros policlonais sem
especificidade de cadeia (figura 17 e tabela 16). Esse resultado é compativel
com dados da literatura (HELMS & ALLEN, 1970), de que o0s principais
determinantes antigénicos da IgG(T) equina se encontram na fracdo F; , e
também com o observado por ELISA, que o F(ab’), € muito menos reativo a
soros policlonais que IgG (RATANABANANGKOON et al, 1997).

Na tabela 17 & mostrada a comparagdo como os teores de IgG
encontrados nesse trabalho e os teores em soros do Egito, Inglaterra e Estados

Unidos.
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Figura 17: Immunoblot de lotes de SABs em condi¢des ndo redutoras. Na canaletas de 1 até 9
foram aplicadas amostras dos lotes de soro do produtor (A). O SDS-PAGE foi realizado em
condicdes ndo redutoras, na concentracdo de PAGE de 10%. As proteinas foram
eletrotransferidas para membrana de PVDF (0,22um) e reveladas com um anticorpo de coelho

anti IlgG equina conjugado a fosfatase alcalina. O reagente de revelagéo foi o

Tabela 16: Comparacdo entre os percentuais de IgG (banda A) e F(ab’), (banda B) nos soros

antiofidicos, encontrados por SDS-PAGE e immunoblot.

Canaleta | Banda (55\21) | (%) E (%) Canaleta | Banda (55\21) % (1) E (%)
1 A 146 | 68,5 15 S B 85 | 79 67
B 98 | 31,5 51 6 B 89 | 79 70

) A 135 | 65,1 12 . A 142 | 65,8 13
B 88 | 34,9 51 B gg | 34,2 49

3 A 135 | 67,2 12 g A 150 | 56,6 13
B 88 | 32,8 51 B 95 | 43,4 56

4 A 136 | 79,7 18 9 A 152 | 724 14
B 89 | 20,3 52 B 98 | 27,6 48

PM expresso em kDa; | (%) é o percentual por Immunoblot; SDS-PAGE é o percentual da
banda por SDS-PAGE

Tabela 17: Comparacao dos teores relativos de IgG com os dados da literatura.

Produtor Teor de IgG Referéncia
A% (4+1)% -
B™ (14 £ 2) % -
c® (7+2) % -
Egito 6'22 REDWAN, 2006
7.8
MicroPharm® Residual JONES & LANDON, 2002
Protherics® Residual DART & McNALLY, 2001

1 Preparado por precipitacdo com SA e digestdo por pepsina; 2 Preparado por precipitacdo
com AC; 3 Preparado pela hidrélise de IgG de carneiro por pepsina e purificado por
cromatografia de troca idnica 4 Preparado pela hidrélise de IgG de carneiro por papaina e
purificado por cromatografia de afinidade
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4.1.4.2 — Eletroforese Bidimensional

O immunoblot permitiu a identificacdo das bandas relacionadas a 1gG,
mas por outro lado outras proteinas nao foram identificadas por esse ensaio.
Para a identificacdo dessas proteinas foi feita a eletroforese bidimensional,
para que os spots obtidos pudessem ser caracterizados por espectrometria de
massa.

As amostras foram preparadas em condi¢cdes redutoras, para se obter
uma maior separacdo entre as cadeias polipeptidicas. Para uma primeira
avaliacdo sobre o ponto isoelétrico (PI) das proteinas, foi utilizado um strip com
gradiente de Pl de 3-10. Como havia sido observada, em condi¢bes redutoras,
a presenca de bandas difusas de baixo peso molecular (> 20 kDa), na segunda
dimensédo foi utilizado um gel na concentracdo de 15% de acrilamida. As
amostras escolhidas para a eletroforese bidimensional foram os soros que
apresentaram o maior teor de proteinas totais, de cada um dos produtores.

Os géis obtidos para os trés produtores sdo mostrados na figura 18.
Esses géis tém algumas caracteristicas em comum, assinaladas em quatro
regides nas imagens. A regido 1 encontra-se a maior parte das proteinas, com
uma faixa restrita de peso molecular e uma grande distribuicdo de PI (tabela
18). Nessa faixa se encontram os componentes do fragmento F(ab’),, ou seja,
a cadeia leve e as fracdo da cadeia pesada que engloba o Vy, 0 Cy; e parte da
regido da dobradica. A dispersdao em Pl deve-se provavelmente ao V. e ao Vy,
responsaveis pelo reconhecimento do F(ab’), sobre as toxinas do veneno.
Predominam em todos os fabricantes isoformas com Pl entre 5,7 e 7,4.

Na regido 2 observam-se spots com mesmo peso molecular dos
observados no quadro um, porem com pl muito acido. Uma possibilidade é a
presenca de pepsina. Essa proteina tem um PI proximo a 2,0 (COOPER et al,
2006), o que poderia explicar os spots em pH muito acido. O PM observado
esta abaixo do esperado, porém em condi¢cdes redutoras as bandas com Rf
semelhante ao padrao de pepsina desapareceram, sugerindo a possibilidade
de auto-protedlise. Pode-se observar também que essas bandas sdo mais
intensas nos produtores A e C, justamente 0s que apresentaram um menor teor
de IgG.
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Figura 18: Géis bidimensionais de amostras dos produtores (A), (B) e (C). A primeira dimenséo
foi realizada com um gradiente de anfélitos com Pl de 3 até 10. A segunda dimensé&o foi

realizada com a concentragdo de 15% de acrilamida. Géis corados com Coomassie R250.
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Na regido 3 observa-se proteinas com peso molecular maior que as
correspondentes ao F(ab)’,. Essa regido apresenta poucos spots de baixa
intensidade nos produtores A e C. No produtor B, ao contrario, ha um grande
namero de spots intensos.

Na regido 4 se encontram as proteinas com peso molecular menor que o
correspondente ao F(ab’),. Essa regido apresenta varios spots com
intensidades bastante variadas em todos os produtores. Observa-se que a
maior parte desses spots encontra-se em Pl acido, diminuindo em numero e
intensidade a medida que se caminha para um pl basico. O produtor que
apresenta menos bandas nessa parte do gel é C, seguido de A, sendo o maior
numero de bandas em B. Esses spots serdo discutidos mais detalhadamente a
sequir.

Para uma melhor avaliagdo foram determinados Pl e peso molecular de
todos os spots do gel B (figura 19). Esses valores estdo sumarizados na tabela
18. Os pesos moleculares das proteinas correspondentes aos quadros 1 e 2 do
gel (spots 13 a 25) sdo compativeis com o peso molecular dos componentes do
F(ab’),. Ocorre uma tendéncia nessas bandas a arraste vertical, devido a sua
elevada concentracdo. Esse efeito leva o programa a avaliar o peso molecular
com um pequeno aumento. Para diminuir o arraste a técnica recomendada é
reduzir a concentracdo de proteinas. Tentativas de reducdo da concentracéo
levaram a uma grande reducdo das proteinas presentes nos quadros trés e
quatro, de forma que trabalhamos com a quantidade inicial, de 100 ug de
amostra.

No quadro trés os spots 4 até 10 tem um peso molecular aproximado ao
cadeia pesada da IgG. O efeito de arraste também ocorre, levando novamente
a uma avaliacdo de peso molecular pouco maior que o observado em SDS-
PAGE. Os spots 11 e 12 tem um PM compativel com a cadeia pesada, s6 que
se concentram em pl &cido. Possivelmente esses spots correspondem as
formas mais glicosilidas da cadeia pesada, que se concentrariam nesse PI
devido ao acido N-glicolil-neuraminico (RAJU et al, 2000).

Os spots de 1 a 3 foram submetidos posteriormente a caracterizagéo por
espectroscopia de massas. Na regido 4 as bandas mais intensas também

foram submetidas a caracterizacao por espectrometria de massas.
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Figura 19: Spots assinalados para a determinacéo de Pl e PM do gel mostrado na figura 18b.

Tabela 18: A Pl e PM dos spots do gel B da figura 19. A determinacdo foi feita utilizando

padronizacao externa.

Spot | PI(pH) | PM (kDa) [ Spot | PI(pH) | PM (kDa)
1 5,4 66 21 6,2 38,9
2 55 66 22 6,5 34,5
3 5,6 66 23 6,5 39
4 5,9 58 24 6,8 39,3
5 6 58 25 7,4 34,7
6 6,2 58 26 5,0 30,8
7 6,3 58 27 51 22,8
8 6,5 58 28 5,15 20,2
9 6,6 58 29* 52 18,2
10 6,8 58 30* 5,25 18
11 5.2 56,9 31* 53 20,5
12 51 52,4 32* 55 20,5
13 - 36,5 33 6,0 13,6
14 - 32,6 34 6,1 14,6
15 52 37,5 35* 53 13
16 6,5 34,5 36 5,6 12,2
17 54 35 37 59 10,2
18 57 37,1 38 6,2 9,9
19 5,9 38,2 39 52 9,3
20 5,9 33,3 40* 51 9,1

Os spots da regido 4 comuns aos géis dos trés produtores foram assinalados com asterisco.

Os spots 13 e 14 néo tiveram o valor de Pl determinado por estarem fora da escala do padréo.
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Para uma melhor comparacao entre os géis dos trés produtores também
foram comparados por sobreposicdo, utilizando-se funcdo especifica do
programa PDquest. A comparagdo leva em consideracdo a intensidade e o
pl/PM de cada spot. O resultados da comparacédo de intensidade dos spots

entre os géis é mostrado nos figuras 20(a), 20(b) e 20(c).
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Figura 20: Comparacdao entre os géis bidimensionais mostrados na figura 18. No eixo horizontal
de cada gréfico é lancado o log da intensidade dos spots de um dos géis. No eixo vertical é
lancado o log da intensidade dos spots do segundo gel (a) comparacao A/C (b) comparacgéo

B/C (c) comparacéo A/C

As comparacfes entre as intensidades dos spots dos géis geraram
valores de coeficiente de correlacdo, que sdo tdo maiores quanto maior € a
semelhanca entre os géis. A comparacdo entre os produtores A/C mostrou a
maior semelhanca (r = 0,73), sendo que as comparacdes entre A/B (0,47) e

B/C (0,43) mostraram um coeficiente baixo. Tais resultados demonstraram que
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para esses dois lotes, os processos de purificacdo dos produtores A e C
operaram de forma semelhante.

Utilizando essa fungcdo do programa foi possivel também assinalar os
spots comuns (mesmos Pl e PM) a todos os géis. Grande parte dos spots
comuns estdo presentes nas regides 1 e 2. Esses spots correspondem a
isoformas do F(ab’), com pl e pM semelhantes, (1) e possivelmente a pepsina
(2).

Nos quadros 03 e 04 também ocorrem spots comuns. Os spots 1,2 e 3
foram considerados comuns aos produtores B e C. No quadro 04 foram
considerados comuns aos trés produtores os spots 29, 30, 31, 32, 35 e 40. A
identificacdo de spots comuns a todos os produtores sugere que 0S
contaminantes sdo comuns, independente das pequenas diferencas entre os

processos de cada fabricante.

4.1.4.3 — Identificacao dos Spots

4.1.4.3.1 — Regido 3

A primeira caracteristica que chamou a atencdo na regido 3 da
eletroforese bidimensional € um grupo de spots com peso molecular igual e
pequena variacdo de pl, que foram assinalados os spots de 01 até 03. Esses
spots podem ser melhor visualizados na figura 21, que corresponde a uma
ampliacédo de cerca de 10 vezes em comparagao a figura 19.

1 2 3

OICC

Figura 21: Ampliacdo de cerca de quatro vezes da regido 3 do gel mostrado na figura 18 (b)

A caracterizagdo das proteinas iniciou por esses trés spots. Seus
espectros de massas foram praticamente idénticos. Os spots 1, 2 e 3 foram

identificados como soro albumina de Equus asinus (asno). Essa identificacdo é
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bastante coerente com o Pl e o PM, encontrados para esses spots, que séo
semelhantes aos esperados para albuminas (tabela 19).

O que causou surpresa foi a identificagcdo ter sido da proteina de asno. O
principal indicativo que os spots correspondem a essa albumina € a presenca
de um pico com 2298,71 Da. O peptideo correspondente na albumina do
cavalo tem massa de 2285.12 Da (troca de | por V), sendo que pico com essa
massa nao foi observado no espectro (tabela 20).

Tabela 19: Identificacdo dos spots 1, 2 e 3 pelo programa MASCOT.

Caracteristica Pl Pl(e) PM PM(e) Cadigo Cs
Soro albumina Jumento 5,89 |5,4-5,6 |66 kDa |66 kDa |[AAV28861(NCBI) 15%

Pl é o ponto isoelétrico encontrado no MASCOT para a proteina; Pl(e) € o ponto isoelétrico
determinado por eletroforese; PM é o peso molecular encontrado no MASCOT para a proteina;
PM(e) é o peso molecular determinado por eletroforese; CS é a cobertura de seqiéncia
alcancada.

Tabela 20: Picos encontrados nos espectros de massas dos spots 1, 2 e 3 que tiveram massa

molecular semelhante a de peptideos da albumina de asno.

Posicdo | PM (kDa) | PM (kDa) (e) |variacéo | Perda Seqiiéncia
161-167 912,86 912,4705| 0,3922| 0 |YLYEVAR

169-185 | 2140,11 2139,0101| 1,1026| 0O |HPYFYGPELLFHAEEYK
300-309 | 1230,98 1231,6053| -0,6226| 0 |ACCDKPLLQK

347-359 | 1609,43 1608,7824| 0,6503| 0O |DVFLGTFLYEYSR
360-371 | 1455,16 1454,7994| 0,3633| 1 |RHPDYSVSLLLR

508-526 | 2297,70 2298,1354| -0,4327| 1 |RPCFSALELDEGYIPKEFK

PM é o peso molecular deduzido a partir da seqiiéncia do peptideo, pelo MASCOT; PM(e) é o
peso molecular encontrado no espectro de massas; A variacdo refere-se a diferenca entre os
dois valores; A Perda € o ndmero de ligagGes peptidicas que ndo foram hidrolisadas pela
tripsina.

Apesar da identificacdo dessa banda, na maioria dos lotes a banda que
suspeitdvamos ser ESA desaparecia ou ficava muito menos intensa em
condicbes redutoras. Por esse motivo, foi necessario continuar a

caracterizacdo dos demais spots.
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4.1.4.3.2 — Regido 4

O quadro quatro da eletroforese bidimensional foi o que apresentou o
maior numero de bandas que nao foram associadas ao fragmento F(ab”),. Para
uma melhor visualizacdo dessas bandas, esse quadro é mostrado de forma

ampliada na figura 22.
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Figura 22: Ampliacdo de cerca de quatro vezes da regido 4 do gel mostrado na figura 18(b)

Dentro desse quadro, foi priorizada a identificacdo dos spots que se
mostraram comuns aos géis dos trés produtores. Esses spots foram entéo
submetidos a identificagéo por espectrometria de massas.

A identificacdo possibilitou associar os spots presentes a dois tipos
principais de sub-produtos do processamento do soro. O primeiro tipo séo
produtos de protedlise parcial da albumina. O segundo tipo sdo os produtos de
protedlise parcial de imunoglobulinas.

Os spots 29, 30, 31 e 32 tiveram espectros de massas idénticos, e foram
identificados utilizando o programa Protein Prospector como fragmentos de
soro albumina de cavalo. A cobertura de seqiéncia mostrada na tabela néo foi
calculada pelo programa, ela foi calculada em relagédo ao peso molecular da
banda.

De forma diferente da identificacdo dos spots 1, 2 e 3, nos quais 0s picos
do espectro de massas correspondiam a peptideos distribuidos ao longo da
sequéncia da albumina de jumento, nesses spots todos o0s peptideos se
encontravam entre as posicdes 66 e 232 da sequéncia. O PM calculado no
expasy para esse trecho da sequéncia € de 19,9 kDa, sendo que o PI calculado

é de 5,2. Esses valores sdo muito préximos aos encontrados para os spots 31
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e 32, demonstrando mais uma vez a grande probabilidade desse spot

corresponder a esse trecho de sequéncia.

Tabela 21: Identificacdo dos spots 29, 30, 31 e 32 pelo programa Protein Prospector

Proteina PI Pl(e) PM PM(e) Cadigo Cs

Soro albumina Cavalo |5,89 |5,3-5,5 [66 kDa | 20,5 kDa |P35747 (Swiss-Prot) 55%

Pl é o ponto isoelétrico encontrado no Protein Prospector para a proteina; Pl(e) é o ponto
isoelétrico determinado por eletroforese; PM é o peso molecular encontrado no Protein
Prospector para a proteina; PM(e) € o peso molecular determinado por eletroforese; CS é a
cobertura de seqiiéncia alcancada.

Tabela 22: Picos encontrados nos espectros de massas dos spots 29, 30, 31 e 32 com peso

molecular semelhante ao de peptideos da ESA

Posicdo | PM (kDa) | PM(e) (kDa) | variacdo | Perda Seqiiéncia

66-76 1277,71 1278,71( -1,00 1 LVNEVTEFAKK

98-105 933,52 933,58 -0,06 0 LCTVATLR

118-130 1687,79 1687,91( -0,13 1 QEPERNECFLTHK

131-138 935,46 935,45 0,01 0 DDHPNLPK

139-160 2504,21 2504,50| -0,29 1 LKPEPDAQCAAFQEDPDKFLGK
161-167 913.48 913,87 -0,39 0 YLYEVAR

169-185 2140.02 2141,12| -1,10 0 HPYFYGPELLFHAEEYK
223-232 1231.52 1231,60( -0,08 0 CSSFQNFGER

PM é o peso molecular deduzido a partir da seqiiéncia do peptideo, pelo Protein prostector;
PM(e) € o peso molecular encontrado no espectro de massas; A variagao refere-se a diferenca
entre os dois valores; A Perda é o nimero de ligagdes peptidicas que nao foram hidrolisadas
pela tripsina.

Uma observagao importante sobre esse espectro € que a maioria dos
picos encontrados é de peptideos comuns a ESA e a albumina de asno. A
Unica excecao é o ultimo pico, que ndo esta presente na albumina do asno.
Nessa proteina ocorre a mutacao de N2z — Koog nesse trecho da sequéncia. O
peptideo com seqiiéncia [CSSFQKH]" tem massa de 756,33 Da. Pico com
essa m/z nao foi observado no espectro. O peptideo resultante de uma perda
de uma hidrdlise por tripsina [SSFQKGERH]" tem massa de 1245,56 Da e
também néo foi detectado no espectro. Por esse motivo, associamos esse spot
apenas a presenca da ESA.

Os resultados da caracterizacdo desses spots também sdo bastante
coerentes com estudos sobre a hidrolise de albumina de carneiro pela pepsina.
Nesse estudo foi observado que a hidrolise produzia rapidamente uma banda
de 44 kDa, que depois era convertida a uma banda de PM menor que 36 kDa
(JONES & LANDON, 2002). Nosso resultado mostrou que um processo de
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conversdo semelhante deve ocorrer quando a albumina de cavalo é hidrolisada
por pepsina, sendo que alguns fragmentos ndo sofrem protedlise nas
condig¢Oes utilizadas no processo industrial.

O spot 40 foi identificado inicialmente como um fragmento da albumina
do céo (Canis familiaris) pelo Mascot, conforme mostrado na tabela 23. Esse
fragmento tinha um peso molecular muito elevado (30,9 kDa) quando
comparado ao valor observado do spot, 0 que sugere que esse spot é uma

parte menor da sequéncia da albumina.
Tabela 23: Identificacdo do spot 40 pelo programa MASCOT

Proteina Pl | Pl (e) PM PM (e) Cadigo CSs
Fragmento da Soro
) 551 |5,1 30,9kDa |[9,1kDa [146986 (NCBI) 13%
albumina do Céo

Pl é o ponto isoelétrico encontrado no MASCOT para a proteina; Pl(e) é o ponto isoelétrico
determinado por eletroforese; PM é o peso molecular encontrado no MASCOT para a proteina;
PM(e) é o peso molecular determinado por eletroforese; CS é a cobertura de sequéncia
alcancada.

A comparacdo dos peptideos sugeridos com a sequéncia da ESA levou
a seguinte identificacdo mostrada na tabela 24. O fragmento da estrutura da
ESA entre os residuos 267-359 tem um peso molecular de 10 kDa e um Pl de
5,1 , calculados no expasy. Esses valores sdo bastante compativeis com os
observados no gel bidimensional. Dessa forma podemos concluir que o spot é

um trecho da sequéncia da ESA que contem esses residuos.

Tabela 24: Picos encontrados nos espectros de massas do spot 40 com peso molecular

semelhante ao de peptideos da ESA

Posicdo |PM (kDa) |PM (kDa) (e) |Variacdo |Perda |Seqiéncia

267-280 |1749,66 1749,67 -0,01 0 ECCHGDLLECADDR
286-297 |1436,64 1436,70 -0,06 0 YICEHQDSISGK
347-359 |1609,79 1609,81 -0,03 0 DVFLGTFLYEYSR

PM é o peso molecular deduzido a partir da sequiéncia do peptideo, pelo MASCOT; PM(e) é o
peso molecular encontrado no espectro de massas; A variacdo refere-se a diferenca entre os
dois valores; A Perda é o nuimero de ligacdes peptidicas que ndo foram hidrolisadas pela
tripsina.

Pode-se concluir desses resultados também que a banda de numero 08,
da tabela 13, € na sua maior parte um produto de protedlise parcial da ESA.
Como as demais albuminas, a estrutura tercidria da ESA é estabilizada por 17

pontes dissulfeto (CARTER et al, 1993), mostradas na figura 23(a). Nas
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condicbes de hidrdlise utilizadas na producdo de soros antiofidicos ndo sao
empregados redutores. Por esse motivo, produtos de protedlise parcial tém a
massa molecular proxima a da proteina inalterada, devido as pontes dissulfeto.
O uso de redutores quebra as pontes dissulfeto e forma os fragmentos que
foram mais resistentes a hidrélise, nas condicbes empregadas na producao de
soros, conforme mostrado na figura 23(b)

(a) (b)

Figura 23: Estrutura trdimensional da ESA. (a) sdo mostradas em azul as cisteinas envolvidas
em pontes dissulfeto, que estabilizam a estrutura terciaria (b) € mostrado em azul o trecho de
sequéncia que se mostrou resistente a acdo da pepsina, nas condi¢cdes de processamento dos
soros antiofidicos.

Tendo a certeza da presenca de ESA nas amostras, podemos comparar
os valores encontrados nesse trabalho com valores descritos na literatura para
o teor residual de ESA encontrado em soros antiofidicos. Essa comparacao
esta resumida na tabela 25.

Devido as caracteristicas alergénicas da ESA, a resiste a hidrélise
encontrada nesse trabalho foi comparada aos epitopos importantes para a
ligacdo de IgE humana a ESA, que ja foram parcialmente identificados

(DANDEU et al, 1996). Trés trechos da seqiéncia foram associados a essa
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capacidade, sendo que dois deles estdo em parte no trecho da sequéncia que

nao é hidrolisada por pepsina, conforme mostrado na figura 24.

Tabela 25: Teor de ESA residual nos soros Brasileiros e de produtores de outros paises

Produtor Teor de ESA (%) | Referéncia
A% (12 +3) -
BY (12 + 4) -
c® (9+3) -
Residual®
ICP 3 GUTIERREZ et al,1999
4,49
Wyeth(‘” 6
5 _ DART & MaCNALLY, 2001
Protherics Residual
)
Egito 13,4 REDWAN, 2006
4,27

(1) Preparado por precipitacdo com SA e digestédo por pepsina; (2) Preparado por precipitacdo
com AC; (3) Preparado por precipitacdo com SA; (4) Preparado por precipitacdo com SA e
cromatografia de troca iénica. (5) Animal soro produtor é o carneiro. Preparado por precipitacéo
com sulfato de sédio, hidrélise por papaina e cromatografia de afinidade (ligante veneno). (6)
Preparado por precipitacdo por SA e hidrélise por pepsina. (7) Preparado por precipitagdo por

AC, hidrolise por pepsina

DTHKSEIAHRFNDLGEKHFKGLVLVAFSQYLQOQCPFEDHVKLVNEVTEFAKKCAADESAENCD
KSLHTLFGDKLCTVATLRATYGELADCCEKQEPERNECFLTHKDDHPNLPK LKPEPDAQCA
AFQEDPDKFLGKYLYEVARRHPYFYGPELLFHAEEYKADFTECCPADDKLA CLIPKLDALKE
RILLSSAKERLKCSSFONFGER AVKAWSVARLSOKFPKADFAEVSKIVTDLTKVHKECCHGDL
LECADDRADLAKYICEHQDSISGKLKACCDKPLLQKSHCIAEVKEDDLPSD LPALAADFAED
KEICKHYKDAKDVFLGTFLYEYSR RHPDYSVSLLLRIAKTYEATLEKCCAEADPPACYRTVFDQ
FTPLVEEPKSLVKKNCDLFEEVGEYDFQNALIVRYTKKAPQVSTPTLVEIGRTLGKVGSRCCKL
PESERLPCSENHLALALNRLCVLHEKTPVSEKITKCCTDSLAERRPCFSALELDEGYVPKEFKA
ETFTEFHADICTLPEDEKQIKKQSALAELVKHKPKATKEQLKTVLGNFSAFVAKCCGREDKEACF
AEEGPKLVASSQLALA

Figura 24: Sequéncia da ESA, com os fragmentos formados pela protedlise parcial por pepsina
identificados nesse trabalho mostrados em negrito. Os trechos associados ao reconhecimento
da ESA por IgE humana (DANDEU et al, 1996) foram sublinhados.
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O segundo grupo de spots foi associado a protedlise parcial de 1gG. Os

spots 33, 34, 35, 36, 37 e 38 foram identificados como por¢cbes Vy de

imunoglobulinas, utilizando-se 0 MASCOT. Alguns desses spots apresentaram

espectros de massas bastante semelhantes, e por isso foram agrupados. As

tabelas com os dados das identificacbes sdo mostradas a seguir.

Tabela 26: Identificagdo dos spots 33, 34, 35, 36, 37 e 38 pelo programa MASCOT

Spot Identificacéo Pl | Pl(e) PM PM(e) Cadigo CS
Vy de Camelus
33e ) 6,0 13,6 kDa
dromedarius 6,40 12,9 kDa BADO00493 (NCBI) | 40%
38 ] 6,2 9,9 kDa
(Dromedario)
34 e |Vyde Oryctolagus 6,1 14,6 kDa
) 4,6 15 kDa AAC98361 (NCBI) | 38%
37 cuniculus (Coelho) 59 10,2 kDa
Vy de Homo sapiens
35 6,99 (5,3 15 kDa 13 kDa AY393015 (NCBI) 27%
(homem)
Vy de Mus musculus
36 (rato) 9,16 (5,6 13 kDa 12,2 kDa [AAM78256 (NCBI) | 23%
rato

Pl é o ponto isoelétrico encontrado no MASCOT para a proteina; Pl(e) € o ponto isoelétrico
determinado por eletroforese; PM é o peso molecular encontrado no MASCOT para a proteina;
PM(e) é o peso molecular determinado por eletroforese; CS é a cobertura de sequéncia
alcancada.

Tabela 27: Picos encontrados nos espectros de massas dos hidrolisados tripticos dos spots 33,

34, 35, 36, 37 e 38, que apresentaram semelhanca a peptideos de proteinas identificadas

nesses spots.

Spot Posicdo | PM (kDa) | PM(e) (kDa) | variacdo | Perda Seqiiéncia
1-19 1822,9027 | 1822,9900| -0,0873| 0 |AVQLVESGGGLVQPGGSLR
33e38 | 39-57 | 1956,8827| 1956,9653| -0,0825| 1 |QAPGKGLEWVSGINSDGSR
110-120 | 1081,2127| 1080,4935| 0,7193| 0 |GTQVTVSSESS
7-15 1081,2127| 1081,7011| -0,4884| 0 |WLLLVAVLR
34e37 | 90-98 979,0527 978,4982| 0,5545| 0 |TSSTTVDLR
990-114 | 1822,9027| 1822,7866| 0,1162| 0 |MTSLTAEDTATYFCGR
35-50 | 1822,9027| 1823,8777| -0,9749| 0 |QAPGQGLEWMGWIHSK
35 51-59 979,0527 979,4610| -0,4083| 0 |SGDPNYSLK
113-124 | 1136,6627| 1137,5877| -0,9250| 0 |GTTVTVSSASTK
39-50 | 1423,7796| 1423,5527| -02269| 1 |QRPGRGLEWIGR
36 99-105 859,3898 859,9927| 0,6029| 0 |YCYGIGK
99-112 | 1661,6966| 1662,6427| 0,9461| 1 |YCYGIGKAMDNWGQ

PM é o peso molecular deduzido a partir da sequiéncia do peptideo, pelo MASCOT; PM(e) é o
peso molecular encontrado no espectro de massas; A variacdo refere-se a diferenca entre os
dois valores; A Perda € o ndmero de ligagGes peptidicas que ndo foram hidrolisadas pela
tripsina.
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Além da identificacdo de todos esses spots como fragmentos Vy, a outra
caracteristica comum a todos foi o fato de nenhum deles ter sido identificado
como de origem equina. Tais resultados provavelmente devem-se a dois
fatores.

O primeiro € a semelhanca existente entre as linhagens germinativas de
diferentes espécies de mamiferos (SCHRENZEL et al, 1997; WAGNER et al,
2002). Essa semelhanca gerar anticorpos com partes do Vy semelhantes,
principalmente nas FR;-FR,.

Outro fator relevante € que poucas regides variaveis de cavalo foram
estudadas (ALMAGRO et al, 2006). Outras espécies, como o homem, o coelho
e 0 rato, ja tiveram bastantes seqiiéncias Vy elucidadas. O dromedario também
teve um grande numero de sequéncias Vy estudadas, devido a estrutura Unica

de sua imunoglobulina.
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4.2 — Preparo de Anticorpos para a Deteccdo de IgG em Soros

Antiofidicos

Na segunda parte desse trabalho foram desenvolvidos anticorpos com
especificidade para a determinacdo da IgG em soros antiofidicos. A
disponibilidade desses anticorpos € um pré-requisito para o desenvolvimento
de um método imunoquimico rapido.

Existem varios soros comerciais de alta afinidade contra a IgG equina. O
laboratorio Bethyl, por exemplo, fornece inclusive soros contra isotipo
especificos. O Unico inconveniente € que esses soros sao policlonais contra a
molécula inteira da IgG, ndo sendo especificos paro o F.. Para a detecgéo
apenas da IgG, sem interferéncia do F(ab’),, € necessario um soro que detecte
exclusivamente a porcgao F..

N&do sendo comercialmente disponiveis anticorpos de alta afinidade
apenas pela fragdo F. equina, foi necessario a preparo desse material. Existem
duas estratégias principais para a obtencdo desse reagente, que seréo
discutidas a sequir.

A primeira € a obtencdo de anticorpos monoclonais. A preparacdo de
anticorpos monoclonais envolve a imunizacdo de um animal com o antigeno de
interesse, estimulando a proliferacdo de linfécitos que secretam anticorpos
contra o antigeno. Na segunda fase do processo esses linfocitos sédo coletados
e ¢ feita a fus@o dessas células com de células tumorais, gerando o hibridoma,
célula com caracteristicas do linfocito (secreta anticorpos) e de tumor
(facilidade de manutencédo em cultura) (WINTER & MILSTEIN, 1975).

Para a selecédo de anticorpos de alta afinidade os hibridomas formados
séo diluidos varias vezes em placas para cultivo celular. As diluigBes feitas da
forma adequada levam a cada po¢o uma célula do hibridoma. Dessa forma em
cada poco sera secretado um anticorpo diferente. Os anticorpos sdo entéo
selecionados utilizando métodos como ELISA ou immunoblot, para a
determinacao dos clones de maior afinidade pelo antigeno.

Embora essa técnica tenha revolucionado a pesquisa biomédica, o
processo como um todo € muito laborioso. Para uma garantia de sucesso a
imunizacdo do animal deve ser feita com um antigeno de alta pureza. Muitas
vezes a obtencdo de um antigeno nessas condi¢bes pode ser dificil. Um
exemplo foi o estabelecimento de monoclonais contra os isotipos de IgGs
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eguinas. Esse estabelecimento requereu separacdo dos diversos isotipos a
partir do plasma de cavalo, o que € muito trabalhoso (HOLMES et al, 1998;
SUGIURA et al, 1998).

Atualmente uma alternativa a purificacdo do antigeno de sua fonte
natural € a clonagem e super expressdo em um sistema de expressédo de
proteinas recombinantes, como Echerichia coli (BANEYX, 1999) ou Pichia
pastoris (CREGG & CEREGHINO, 2000). Um exemplo de uso dessa estratégia
foi o estabelecimento de monoclonais de alta afinidade para a IgE equina. A
regido constante da cadeia pesada da IgE foi clonada e super expressa em E.
coli. O material assim preparado foi utillizado para a imunizacdo de
camundongos, preparo dos hibridomas e estabelecimento dos monoclonais
(WILSON et al, 2006).

Outra etapa trabalhosa é a selecdo do monoclonal. Trata-se de um
processo de tentativas, que podera demandar muito tempo. Uma vez
determinado um clone de alta afinidade a determinacéo do epitopo reconhecido
pelo anticorpo requer a realizacdo de outros experimentos. Essa determinacéo
€ importante, principalmente no desenvolvimento de métodos analiticos, onde a
captura deve ser feita por um anticorpo e a revelacdo por outro anticorpo com
afinidade por outro epitopo (PAEK et al, 2000).

A alternativa ao desenvolvimento de monoclonais € a imunizacédo de
animais com peptideos sintéticos. Nesse metodo peptideos sintéticos séo
ligados covalentemente (conjugados) a proteinas imunogénicas. Os
conjugados formados sdo usados na imunizacdo de animais, que produziréo
anticorpos contra o peptideo sintético (MELOEN et al, 2001).

Os soros preparados dessa forma séo policlonais com especificidade
semelhante a de anticorpos monoclonais (VAN REGENMORTEN, 2001). O
soro policlonal pode ser purificado utilizando cromatografia de afinidade, com o
peptideo usado na imunizacdo imobilizado na fase estacionaria. Apds a
purificacdo o soro apresenta além da especificidade também uma grande
sensibilidade.

A grande vantagem é que ndo ha a necessidade de um processo de
selecdo como € realizado no preparo de monoclonais. Com o conhecimento
dos epitopos mais reativos, é possivel o planejamento na producdo dos
antisoros especificos. Outra vantagem desse método é que ndo é necessario o

antigeno protéico, dispensando as etapas de purificacdo. Por outro lado sdo
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necessarias a sintese dos peptideos e a conjugacédo com proteina imunogénica
(WISDOM, 1993).

Para o desenvolvimento do teste rapido para a avaliagdo da presenca de
IgG equina, optamos pela estratégia da imunizacdo com peptideos sintéticos,
gue se mostrou mais vantajosa para as nossas condicfes laboratoriais.

De forma simplificada, para a montagem desse método seria necessaria
a disponibilidade de dois anticorpos com seletividades contra epitopos
presentes no F.. O primeiro soro seria imobilizado na membrana para a captura
do da IgG, sem captura de F(ab”),. O anticorpo para a revelacdo do ensaio
deve ter seletividade contra o segundo epitopo, de maneira a nao ocorrer
interferéncia com a reagao de captura.

A segunda escolha é o tipo de animal usado para o preparo dos soros. A
escolha natural foram os coelhos, que sdo animais que podem fornecer um
volume de plasma suficiente para o preparo de um grande numero de
membranas. Além disso, soro de coelhos contra IgG eqlina € comercialmente
disponivel, inclusive na forma de conjugado com fosfatase alcalina. Esse soro
comercial poderia servir de base para o desenvolvimento do trabalho.

A primeira etapa do preparo dos soros foi a escolha dos peptideos a
serem usados na imunizacdo dos coelhos. Para a escolha desses peptideos
realizamos a predicdo de epitopos dos dominios constantes da cadeia pesada
da imunoglobulina eqiina. A partir dos dados dessa predicdo, teriamos
provaveis epitopos. Os peptideos correspondentes a esses epitopos poderiam
ser utilizados no preparo de conjugados para a obtencdo dos anticorpos com

reatividade especifica.
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4.2.1 — Predicéo de Epitopos da Cadeia Pesada de Ig G Equina

A predicdo de epitopos é um conjunto de técnicas que utiliza programas
de computador para avaliar numa estrutura de proteina as provaveis regioes
que serdo reconhecidas como antigénicas (PONOMARENKO & BOURNE,
2007). A predicdo apenas indica bons candidatos a epitopos, sendo que a
confirmacéo desses candidatos deve ser feita por uma técnica experimental,
num processo conhecido como mapeamento de epitopos (TRIBBICK, 2002;
HAGER-BRAUN, 2005).

As técnicas de predicdo de epitopos sdo muito importantes atualmente.
O uso de técnicas experimentais para avaliar o grande numero de antigenos
presentes nesses organismos demandaria um grande gasto de material e
tempo (FLOWER & DAVIES, 2007). Por esse motivo, varios programas foram
desenvolvidos nos ultimos anos com essa finalidade (GREENBAUM et al,
2006). Esses programas levam em consideracdo os dois arranjos espaciais
que epitopos podem apresentar para a realizacdo da predicao.

O primeiro arranjo espacial sdo o0s epitopos continuos, ou seja, epitopos
formados por aminoacidos proximos na estrutura primaria. Um exemplo desse
caso é mostrado na Figura 25a. O segundo arranjo sdo 0s epitopos
descontinuos, formados por aminoacidos que se encontram em posi¢coes
distantes na estrutura primaria. Epitopos descontinuos dependem da estrutura
tridimensional da proteina para que ocorra o reconhecimento pelo anticorpo.
Um exemplo de epitopo descontinuo € mostrado na Figura 25c.

Ha na literatura cientifica um consenso de que os meétodos de predicao
de epitopos continuos sdo mais precisos que os métodos para a predicao de
epitopos conformacionais (LUND et al, 2006b)

Por esse motivo, iniciamos a predigcdo de epitopos na imunoglobulina
equina utilizando programas que se baseiam apenas na estrutura primaria,
para a determinacéo de epitopos continuos. A esses programas foi submetida
a sequéncia do isotipo 3 (Figura 26), por ser o mais abundante nos soros

antiofidicos nacionais.
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Figura 25: Exemplos dos arranjos espaciais de epitopos em proteinas. (a) Vista de um epitopo

continuo na estrutura da hemaglutinina do virus influenza A (b) Vista do mesmo epitopo na
superficie da proteina (c) Um epitopo descontinuo na mesma proteina (d) Vista do epitopo
descontinuo na superficie da proteina (GREENBAUM, 2006).

ASTTAPKVFPLAPSCGTTSDSTVALGCLVSSYFPEPVTVSWNSGTLTSGVRTFPSVLQSSGLY
SLSSMVTVPASSLESKTYICNVAHPASSTKVDKRIEPVLPKPTTPAPTVPLTTTVPVETTTPPCP
CECPKCPAPELLGGPSVFIFPPKPKDVLMITRTPEVTCLVVDVSHDSSDVLFTWYVDGTEVKTA
KTMPNEEQNNSTYRVVSVLRIQHQDWLNGKKFKCKVNNQALPAPVERTISKATGQTRVPQVY
VLAPHPDELSKNKVSVTCLVKDFLPTDITVEWQSNEHPEPEGKYRTTEAQKDSDGSYFLYSKLT
VETDRWQQGTTFTCVVMHEALHNHVMQKNVSHSPGK

Figura 26: Sequéncia do isotipo 1gG3 equino.
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4.2.1.1 — Predicao a partir da Estrutura Primaria
4.2.1.1.1 — Predicédo pela Escala de Jameson Wolf
A primeira escala de predicao utilizada foi a de Jameson e Wolf, que é

uma das escalas de predigcdo mais tradicionais (PELLEQUER et al, 1993). Essa

escala determinou 15 picos de antigenicidade, que sado demonstrados na

Figura 27 e na Tabela 28.

::5 B Aetigenic: dex - Jamesen ol

Figura 27: Distribuicdo dos residuos antigénicos do isotipo IgG3 pela escala de Jameson-Wolf

Tabela 28: Epitopos previstos para o isotipo IgG3, pela escala de Jameson-Wolf

S I T Sequliéncia N
1 18 22 TTSDST 6
2 76 81 SLESKTY 7
3 91 96 ASTKVD 6
4 103 | 107 PKPTT 5
5 128 | 136 | ETTTPPCPCECPK | 13
6 150 | 155 PKPKV 5
7 173 | 178 SHDSS 5
8 195 | 204 TMPNEEQNNST 11
9 219 | 230 LNGKKFKCKVNN 12
10 | 243 | 248 TISKATGQTRVP 12
11 | 259 | 268 HPDELSKNKYV 10
12 | 290 | 298 EHPEPEGKY 9
13 | 303 | 309 AKQDSDG 7
14 | 320 | 325 ETDRWQ 6
15 | 351 | 354 SPGK 4

S é o nimero da seqiiéncia; | € a posi¢cdo do aminoacido inicial; T € a posi¢cdo do aminoacido
terminal. N é o nUmero de aminoacidos na sequéncia.
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4.2.1.1.2 — Predicao pela Escala de Kolaskar

A escala de Kolaskar (KOLASKAR & TONGAONKAR, 1990) produziu 13
picos de antigenicidade, conforme pode ser visualizado na Figura 28 e na
Tabela 29.
Os resultados dessa escala mostraram seqUéncias mais extensas que

utilizando a escala de Jameson Wolf. As sequéncias 3 e 6 poderiam conter

facilmente mais de um epitopo diferente, devido a sua extensdo, incompativel

com epitopos lineares tipicos tem apenas de 6 até 10 aminoacidos (VAN
REGENMORTEL, 2001).
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Figura 28: Distribuicdo de residuos antigénicos no isotipo IgG3 pela escala de Kolaskar.

Tabela 29: Epitopos presentes no isotipo da cadeia pesada da imunoglobulina eqliina, pela

escala de Kolaskar.

S I T Sequléncia N
1 4 15 APKVFPLAPSCG 12
2|19 | 39 DSTVALGCLVSSYFPEPVTVS 21
3| 46 | 75 TSGVRTFPSVLQSSGLYSLSSMVTVPASSL 30
4 | 77 | 92 SKTYICNVAHPASSTK 16
5 | 96 | 106 RIEPVLPKPTT 11
6 | 108 | 157 | APTVPLTTTVPVETTTPPCPCECPKCPAPELLGGPSVFIFPPKPKDVLMI | 50
7 | 162 | 182 EVTCLVVDVSHDSSDVLFTWY 21
8 | 204 | 213 YRVVSVLRIQ 10
9 | 223 | 239 FKCKVNNQALPAPVERT 17
10 | 246 | 261 QTRVPQVYVLAPHPDE 16
11 | 264 | 276 KNKVSVTCLVKDF 13
12 | 309 | 319 SYFLYSKLTVE 11
13 | 328 | 336 TFTCVVMHE 9

S é o nimero da sequéncia; | € a posicao do aminodcido inicial; T é a posi¢cdo do aminoacido
terminal. N é o niUmero de aminoacidos na sequéncia.
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4.2.1.1.3 — Predicao pela Escala Bepipred

A Ultima escala utilizada foi a Bepipred, mais recentemente criada

(LUND et al, 2006a). Essa escala encontrou 16 picos de antigenicidade,

mostrados na Figura 29 e na Tabela 30.

A avaliacdo dos resultados mostrou que essa escala encontrou trechos

muito longos, como as seqUéncias 7 e 14, que podem conter mais de um

epitopo. Também foram sugeridas sequéncias muito curtas, como a 4, 11 e 15,

que ndo podem formar epitopos.

score
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Figura 29: Distribuicao de residuos antigénicos no isotipo do isotipo IgG3 pela escala bepipred.

Tabela 30: Epitopos presentes no isotipo da cadeia pesada da imunoglobulina eqtiina, pela

escala Bepipred.

S I T Sequéncia N
1 1 7 ASTTAPKV 7
2 9 21 PLAPSCGTTSDST 13
3 32 47 FPEPVTVSWNSGTLTS 16
4 50 50 R 1
5 72 76 ASSLE 5
6 86 96 HPASSTKVDKR 11
7 98 140 | EPVLPKPTTPAPTVPLTTTVPVETTTPPCPCECPKCPAPELLG | 43
8 146 | 152 IFPPKPK 7
9 171 | 174 SHDS 4
10 | 185 | 203 GTEVKTAKTMPNEEQNNST 19
11 | 217 | 218 WL 2
12 | 230 | 249 QALPAPVERTISKATGQTRV 20
13 | 257 | 264 PHPDELSK 8
14 | 282 | 308 TVEWQSNEHPEPEGKYRTTEAQKDSDG 27
15 | 318 | 318 Y 1
16 | 321 | 326 DRWQQG 6

S é o0 nimero da sequéncia; | é a posicdo do aminodcido inicial; T € a posicdo do aminoacido
terminal. N é o nimero de aminoacidos na seqiéncia.
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4.2.1.1.4 — Comparacao de PredicOes Baseadas na Est rutura Primaria

Avaliando-se o0s resultados das trés escalas de predicdo, pode-se
observar algumas divergéncias. Essas divergéncias eram de certa forma
esperadas, pois cada escala utiliza uma sistematica diferente para a predicéo
de epitopos.

Como epitopos de maior probabilidade, consideramos as seqiéncias
que foram determinadas por pelo menos dois métodos diferentes. 16
sequéncias, mostradas na Tabela 31, foram comuns a pelo menos dois

métodos diferentes.

Tabela 31: Consolidagdo dos resultados da predicéo de epitopos a partir da seqiiéncia primaria

da 1gG3.

S I T Sequéncia N
1 2 7 STTAPK 7
2 15 22 CGTTSDST 8
3 32 47 FPEPVTVSWNSGTLT 16
4 75 81 SLESKTY 7
5 88 96 ASSTKVDK 8
6 103 | 137 | PKPTTPAPTVPLTTTVPVETTTPPCPCECPKCPAPE | 35
7 150 | 152 PKP 3
8 162 | 165 PEVT 4
9 171 | 174 VSHD 4
10 | 185 | 203 DGTEVKTAKTMPNEEQNNS 19
11 | 212 | 213 RI 2
12 | 217 | 218 DW 2
13 | 246 | 249 QTR 3
14 | 259 | 264 HPDELS 6
15 | 290 | 298 EHPEPEGKY 9
16 | 318 | 326 TVETDRWQQ 9

S é o numero da seqiiéncia; | € a posi¢cdo do aminoacido inicial; T é a posi¢cdo do aminoacido
terminal. N é o nUmero de aminoacidos na sequéncia.

Apesar de termos quinze provaveis epitopos para iniciar o preparo de
peptideos sintéticos para a imunizacdo de coelhos, resolvemos fazer alguns
refinamentos desses resultados. Esses refinamentos se basearam em duas
caracteristicas da IgG que os programas de predicdo a partir da estrutura
priméria ndo consideram.

A primeira caracteristica é o fato que o coelho também produz a IgG, ou
seja, para esses animais a IgG ndo € um antigeno tipico.

A segunda caracteristica € o fato da IgG ser uma molécula tetramérica.
Dessa forma, algumas sequéncias que os programas que fazem predicdes a
partir da estrutura primaria consideram acessiveis podem na verdade se

encontrar em regides de interface entre as cadeias, ndo sendo acessiveis.
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4.2.1.2 — Alinhamento das Sequéncias das Cadeias Pe sadas Equinas com

a Sequéncia da Cadeia Pesada do Coelho

Uma sequéncia deve ser reconhecida como estranha pelo hospedeiro,
para que ela contenha epitopos (VAN REGENMORTEL, 1998). Entre espécies
muito diferentes, como mamiferos e microrganismos, € comum o animal a ser
imunizado nédo ter proteinas se quer semelhantes as do agente infeccioso,
caracterizando sequéncia efetivamente estranha, tornando dispensavel uma
comparacao entre as sequéncias.

No caso de predicdo dos epitopos na imunoglobulina equina, deve-se
levar em consideracdo que o coelho também tem imunoglobulinas. Logo, as
sequéncias que foram preditas anteriormente sO serdo efetivamente
imunogénicas no coelho se elas ndo estiverem presentes na regido constante
da cadeia pesada da IgG desse animal.

Um grande facilitador nesse caso é o fato que o coelho sé6 tem um
isotipo de cadeia pesada (KNIGHT et al, 1985). Assim, foram alinhadas a
regido constante da cadeia pesada do coelho com os seis principais isotipos da
cadeia pesada do cavalo. Apesar de estarmos trabalhando com o isotipo 3, é
importante também verificar se 0os demais isotipos tem 0 mesmos epitopos
previstos em IgG3.

O alinhamento completo € mostrado na Figura 30, sendo que a
similaridade entre as seqUéncias de todos os isotipos e a cadeia do coelho foi
de 70%. As maiores diferencas encontram-se na regido da dobradica, que no
isotipo IgG3 € mais extensa que no coelho e nos demais isotipos equinos.

A primeira avaliacdo do alinhamento nos levou a descartar os peptideos
3,5,7, 8, e 12 da Tabela 38. As sequiéncias desses peptideos sdo idénticas
nos dois animais, ndo possibilitando a antigenicidade no coelho.

Continuando com a avaliacdo, os peptideos 9, 11 e 13 da Tabela
apresentam diferencas de apenas um aminoacido entre as duas espécies. Por
esse motivo consideramos esses peptideos como provavelmente pouco
antigénicos.

As demais sequéncias sdo bastante diferentes entre as duas espécies,
caracterizando provaveis bons epitopos. Na Tabela 32 séo listados os
provaveis epitopos, excluindo-se as sequéncias idénticas observadas no

alinhamento.
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AJ302055
AJ302056
AJ312380 A VAN COAMRK CO
AJ312379 | VNSEJL TSC
AJ302058
AJ312381
K00752
Consensus

AJ302055
AJ302056
AJ312380
AJ312379
AJ302058
AJ312381
K00752
Consensus

AJ302055 CPKCPEPEL
AJ302056 SKFLPCCPSVFI FPP
AJ312380 PKCPEPEL [JMCCPSVFEI FPP
AJ312379 ISRz oo - CPKCPAPEL LICEPSVEI FPP
AJ302058 CPIC

AJ312381

K00752
Consensus

AJ302055
AJ302056
AJ312380
AJ312379
AJ302058
AJ312381
K00752
Consensus

AJ302055
AJ302056
AJ312380
AJ312379
AJ302058
AJ312381
K00752
Consensus

AJ302055
AJ302056
AJ312380
AJ312379
AJ302058
AJ312381
K00752
Consensus

Figura 30: Alinhamento das regifes constantes das cadeias pesadas das imunoglobulinas
equinas (codigos AJ302055, AJ302056, AJ302058, AJ312379, AJ312380, AJ312381) com a
regido constante da cadeia pesada da imunoglobulina do coelho (K00752).
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4.2.1.3 — Modelagem por Homologia do Isotipo IgG3

Os métodos de predicdo baseados em estrutura primaria consideram a
proteina como uma unica cadeia, o0 que nao € o caso das imunoglobulinas, que
sdo tetrameros. Mesmo que uma porcdo da estrutura da cadeia pesada
apresente boas caracteristicas que possam torna-la antigénica, essa regiao da
molécula podera se situar em uma interface com a outra cadeia pesada (Cus)
ou com a cadeia leve (Cui). As regides de interface ndo sdo expostas ao
solvente, ndo apresentando, portanto um bom potencial antigénico.

Além das interfaces entre as cadeias, a modelagem molecular fornece
uma informac&éo mais precisa sobre a acessibilidade dos residuos, contribuindo
para esclarecer melhor os provaveis epitopos.

Para visualizar as regides de interface na estrutura da cadeia pesada de
cavalo, foi feita a modelagem por homologia da cadeia pesada do isotipo 1gG3.
N&o ha resultados de cristalografia de raios-X de imunoglobulina de cavalo
disponivel em bancos de estruturas, entdo a modelagem foi feita utilizando-se
um modelo de imunoglobulina humana disponivel no PDB, que apresentou
maior identidade com a IgG3 equina.

O alinhamento utilizado para a modelagem é mostrado na Figura 31.
Esse alinhamento apresentou algumas caracteristicas importantes para a
qualidade do modelo formado. A semelhanca entre as proteinas € elevada,
como uma identidade de 64% e similaridades em 9%. As inser¢cdes/delecdes
correspondem a 6% das sequéncias alinhadas, principalmente na regidao da
dobradica.

Outro indicativo importante da qualidade do alinhamento é a
coincidéncia entre os residuos de cisteina da proteina molde com os residuos
de cisteina da IgG3. Essa coincidéncia € relevante, devido a importancia desse
aminoacido para estabilizacdo da estrutura tridimensional.

A avaliacdo do modelo formado pelo grafico de Ramachandran (Figura
31) foi bastante satisfatéria. A maioria dos residuos se encontra em regifes
mais provaveis (90,1%) e favoraveis (9,3%) do grafico. Apenas a S,gg Sse
encontrou em uma regiao proibida do gréafico. Esse residuo se encontra em
uma regido em que ocorre uma insercdo/delecdo entre as duas sequéncias,
como pode ser visto no alinhamento (Figura 32). Essa ocorréncia explica essa

pequena deficiéncia do modelo.
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Figura 31: Alinhamento usado na modelagem molecular da cadeia pesada da IgG3 equina.
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Como o principal objetivo dessa modelagem era avaliar a acessibilidade

dos residuos, nao foi feito nenhum refinamento para a melhoria da estrutura da

S,ss. Com excecdo desse residuo, o modelo apresentou uma boa qualidade, o

que tornou possivel avaliar algumas caracteristicas importantes para o carater

antigénico da IgG3 equina, principalmente os residuos mais expostos ao

solvente.

Pzi (graus)

Figura 32: Grafico de Ramachandran dos residuos do modelo gerado para a IgG3 eqiiina

Phi (graus)
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(b)

Figura 33: Modelo da estrutura tridimensional da cadeia pesada do isotipo 1gG3 da
imunoglobulina equina. (a) Sobreposicdo entre a estrutura da imunoglobulina humana anti-HIV
(cédigo pbd 1hzh em azul) e o modelo gerado da cadeia pesada da IgG3 eqiiina (cinza)(b)
modelo da IgG3 gerado. Sao marcados em azul os aminoacidos com mais de 30% de
exposi¢do ao solvente, que ndo sao comuns a cadeia pesada do coelho (c) Vista da superficie

dos aminoacidos com mais de 30% de exposi¢céo ao solvente.
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Foram assinalados os residuos com pelos menos 30% da superficie
exposta ao solvente, que tem maior tendéncia a formagdo de epitopos
(KOLASKAR & KULKARNI-KALE, 1999). Um total de 132 residuos apresentou
essa propriedade. Desse grupo foram excluidos os residuos que segundo a
proteina molde estariam em interfaces de cadeia e os residuos que segundo o
alinhamento da Figura 30 sao idénticos entre o coelho e o cavalo. Esses
residuos sdo mostrados na estrutura do modelo gerado, nas Figuras 33(b) e
33(c).

Os resultados da modelagem foram entdo comparados a predicdo a
partir da estrutura primaria. No total seis dos 16 epitopos originais foram
excluidos da predicédo, levando ao resultado mostrado na Tabela 32.

Tabela 32: Consolidacdo dos resultados da predicdo de epitopos da seqiiéncia IgG3.

S I T Seqiiéncia N
1 2 7 STTAPK 6
2 15 22 CGITSDST 8
3 75 81 SLESKTY 7
4 | 103 | 137 | PKPTTPAPTVPLTTTVPVETTTPPCPCECPKCPAPE | 35
5 | 185 | 203 DGTEVKTAKTMPNEEQNNS 19
6 | 212 | 214 RIQ 3
7 | 246 | 249 QTR 3
8 | 290 | 308 EHPEPEGKYRTTEAQKDSD 18
9 | 318 | 326 TVETDRWQQ 9

S é o0 nimero da sequéncia; | é a posicdo do aminodcido inicial; T é a posicdo do aminoacido
terminal. N é o nimero de aminoacidos na sequéncia. Os residuos sublinhados tém uma
exposicdo ao solvente superior a 30%.

As nove sequiéncias acima apresentaram as melhores caracteristicas
para 0 comportamento como epitopos lineares. Algumas sao muito longas,
como a 4, que pode conter mais de um epitopo. Outras sdo muito curtas, como
6 e a 7, que apresentaram trés aminoacidos. Por esses motivos, a principio os
melhores candidatos seriam as sequéncias 5 e 8.

Um problema com o resultado da predicao é que apesar de indicar bons
candidatos a epitopos, a predicdo ndo determina as diferencas de reatividade
de cada um dos epitopos, ou seja, ndo da uma informacao quantitativa sobre
os diferentes epitopos.

Para a confirmacdo dos resultados da predicdo e para termos uma
informagdo quantitativa, ou seja, de diferenca de reatividade entre os epitopos,
foi realizado o mapeamento de epitopos na IgG equina.
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4.2.2 — Determinacgao de Epitopos Lineares da IgG3 p  or spot sintese

A predicdo de epitopos ajuda a determinar sequéncias que sdo bons
candidatos a epitopos, porém os resultados da predicdo ndo substituem o
mapeamento dos epitopos, ou seja, a determinacdo dos epitopos por métodos
experimentais.

O mapeamento de epitopos € um conjunto de técnicas que permite
determinar os trechos da sequéncia que efetivamente sdo reconhecidos por
anticorpos. Dentre as varias técnicas que podem ser usadas para essa finalidade
temos o0 ELISA (TRIBBICK, 2002) a espectrometria de massa (HARGER-BRAUN,
2005) e a sintese de peptideos em spot (FRANK, 1992), técnica utilizada nesse
trabalho.

A sintese de peptideos em spot permite determinar tanto epitopos
conformacionais como epitopos lineares. Para a determinacdo de epitopos
conformacionais € utilizada a estratégia do mimotopo (REINEKE, et al 2002), ou
seja, peptideos que mimetizam epitopos conformacionais. Para a determinacao de
mimotopos por spot sintese € necessario o preparo de um grande numero de
sequUéncias randbmicas, para encontrar as mais reativas frente ao soro que se
pretende estudar. Esse processo demanda a sintese de um grande namero de
spots, com investimento de recursos e tempo maior que 0 necessario para a
determinacéo de epitopos lineares.

Por esse motivo, nesse trabalho foram determinados apenas 0s epitopos
lineares. Essa opc¢ado foi também embasada pelos resultados da predicdo de
epitopos, que demonstraram evidéncias de bons epitopos lineares.

O primeiro passo para o mapeamento de epitopos da imunoglobulina
equina foi a programacédo de sintese das sequéncias dessa proteina. Foi utilizada
a sequéncia priméaria do isotipo 1gG3, a mesma utilizada na predi¢cdo de epitopos.
S&o ao todo 354 residuos, sendo programada a sintese de peptideos com quinze
aminoéacidos (N=15), avancando seqiencialmente na cadeia cinco aminoacidos
por spot (n=5). Essa programacao levou a sintese de um total de 69 peptideos. As

sequéncias dos peptideos sintetizados sdo mostradas na Figura 34.
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Figura 34: Peptideos sintetizados a partir da seqiiéncia do isotipo IgG3 da cadeia pesada da

imunoglobulina eqtina.

\ Seqiiéncia

1" ASTTAPKVFPLAPSC

2A PKVFPLAPSCGTTSD

3A LAPSCGTTSDSTVAL

4A GTTSDSTVALGCLVS

5A STVALGCLVSSYFPE

6A GCLVSSYFPEPVTVS

7A SYFPEPVTVSWNSGT

8A PVTVSWNSGTLTSGV

9A WNSGTLTSGVRTFPS

10A LTSGVRTFPSVLQSS
11A RTFPSVLQSSGLYSL
11A RTFPSVLQSSGLYSL

12A VLQSSGLYSLSSMVT

13A GLYSLSSMVTVPASS

14A SSMVTVPASSLESKT

15A VPASSLESKTYICNV

16A LESKTYICNVAHPAS

17A YICNVAHPASSTKVD

18A AHPASSTKVDKRIEP

19A STKVDKRIEPVLPKP

20A KRIEPVLPKPTTPAP
21A VLPKPTTPAPTVPLT
21A  VLPKPTTPAPTVPLT

22A TTPAPTVPLTTTVPV

23A TVPLTTTVPVETTTP

24A TTVPVETTTPPCPCE

1B ETTTPPCPCECPKCP

2B PCPCECPKCPAPELL

3B CPKCPAPELLGGPSV

4B APELLGGPSVFIFPP

5B GGPSVFIFPPKPKDV

6B FIFPPKPKDVLMITR
7B KPKDVLMITRTPEVT
7B KPKDVLMITRTPEVT

8B LMITRTPEVTCLVVD

9B TPEVTCLVVDVSHDS

10B CLVVDVSHDSSDVLF

11B VSHDSSDVLFTWYVD

128 SDVLFTWYVDGTEVK

13B TWYVDGTEVKTAKTM

14B GTEVKTAKTMPNEEQ

158 TAKTMPNEEQNNSTY

16B PNEEQNNSTYRVVSV
178 NNSTYRVVSVLRIQH
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Figura 34 (continuacdo): peptideos sintetizados a partir da sequéncia do isotipo IgG3 da cadeia

pesada da imunoglobulina eqlina.

\ Seqiiéncia

17B NNSTYRVVSVLRIQH

18B RVVSVLRIQHQDWLN

198 LRIQHQDWLNGKKFK

20B QDWLNGKKFKCKVNN

21B GKKFKCKVNNQALPA

22B CKVNNQALPAPVERT

23B QALPAPVERTISKAT

24B PVERTISKATGQTRV

1C ISKATGQTRVPQVYV
2C GQTRVPQVYVLAPHP

3C PQVYVLAPHPDELSK

3C  PQVYVLAPHPDELSK

4c LAPHPDELSKNKVSV

5C DELSKNKVSVTCLVK

6C NKVSVTCLVKDFLPT

7C TCLVKDFLPTDITVE

8C DFLPTDITVEWQSNE

9C DITVEWQSNEHPEPE

10C WQSNEHPEPEGKYRT

11C HPEPEGKYRTTEAQK

12C GKYRTTEAQKDSDGS

13C TEAQKDSDGSYFLYS

13C TEAQKDSDGSYFLYS

14C DSDGSYFLYSKLTVE

15C YFLYSKLTVETDRWQ

16C KLTVETDRWQQGTTF

17C TDRWQQGTTFTCVVM

18C QGTTFTCVVMHEALH

19C TCVVMHEALHNHVMQ

20C HEALHNHVMQKNVSH

21C HNHVMQKNVSHSPGK

A revelagdo da membrana foi feita utilizando um soro comercial de coelho
contra imunoglobulina equina, conjugado a fosfatase alcalina. Esse soro é néo
especifico para isotipo, sendo a principio reativo contra todos os isotipos de cadeia
pesada e cadeia leva. Também ndo é especifico para nenhuma regido da
molécula, reagindo com C, dobradica, Cyy, Cz € Cha.

O resultado da revelacdo da membrana é mostrado na Figura 35. A
primeira analise da membrana mostrou que varios spots ndo desenvolveram cor,

alguns desenvolveram com pouca intensidade, e outros foram muito intensos.
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Figura 35: Resultado da revelacdo da membrana de mapeamento de epitopos da IgG3 eqiina.

Cada ponto é um spot que apresentou reatividade frente o soro policlonal de coelho contra a IgG

de cavalo.

Para a determinacdo dos spots mais intensos, essa membrana foi

submetida a densitometria, sendo que os resultados sdo mostrados nas Figuras

36(A), 36(B) e 36(C). A analise densitométrica levou a selecdo de dezenove spots,

gue apresentaram a D.O. mais intensa. Esses spots sdo mostrados na Tabela 33.
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Figura 36: Densitometria dos spots da membrana mostrada na Figura 35. Cada grafico

corresponde a uma linha da membrana.
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Tabela 33: Numero e seqiiéncias dos spots com D.O. mais intensas, mostrados na Figura 36

N® Sequiéncia DO
1A |ASTTAPKVFPLAPSC 1,02
2A |PKVFPLAPSCGTTSD |[1,01
9A |WNSGTLTSGVRTFPS |[1,02
10A|LTSGVRTFPSVLQSS |0,98
13A|GLYSLSSMVTVPASS |0,99
16A|LESKTYICNVAHPAS 0,94
17AlYICNVAHPASSTKVD 1,2
2B [PCPCECPKCPAPELL (1,15
5B [GGPSVFIFPPKPKDV (1,01
6B |FIFPPKPKDVLMITR 1,27
7B [KPKDVLMITRTPEVT 0,98
13B[TWYVDGTEVKTAKTM |2,65
15BITAKTMPNEEQNNSTY |0,96
19B|LRIQHQDWLNGKKFK 1,14
C1OWQSNEHPEPEGKYRT |1,51
Cl1HPEPEGKYRTTEAQK |[1,29
Cl7]TDRWQQGTTFTCVVM |1,14
19CITCVWMHEALHNHVMQ | 1,6
20CJHEALHNHVMQKNVSH (1,26
21C|[HNHVMQKNVSHSPGK |1,16

Na Tabela 33 podemos perceber spots adjacentes que desenvolveram cor
e spots que desenvolveram cor isoladamente. A préxima etapa do trabalho foi
alinhar as sequéncias dos spots adjacentes que desenvolveram cor, para verificar
0s aminoacidos comuns, e dessa forma determinar os epitopos. A Figura 37
mostra os resultados do alinhamento dos spots adjacentes.

No caso de spots que desenvolveram cor isoladamente, consideramos que
a sequéncia de 15 aminoacidos corresponde ao epitopo. Embora epitopos
lineares tipicos tenham de 6 até 10 aminoacidos, as sequéncias vicinais podem
interferir na conformacgéo local do epitopo, sendo também importantes para a
antigenicidade (HARGER-BRAUN, 2005). Por isso, nesse caso, decidimos
considerar as sequUéncias completas importantes para a antigenicidade do

peptideo.
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Figura 37: Alinhamento de seqiiéncias dos spots reativos, para a determinacao dos epitopos.

Com esses alinhamentos podemos consolidar o0 mapeamento dos epitopos
lineares da 1gG3 equina frente ao soro policlonal de coelho. Foram encontrados ao
todo 12 epitopos diferentes. Na Tabela 34 sdo mostradas as sequéncias e o
dominio onde cada um desses epitopos se localiza. A distribuicdo desses epitopos
ao longo da sequéncia primaria € mostrada na Figura 38.

Os diferentes epitopos também foram classificados em termos de
antigenicidade, de acordo com a DO que cada um desenvolveu. Consideramos de
baixa antigenicidade spots com DO até 50% (1,41) maior que O Spot menos
intenso, de média antigenicidade de 50 até 100% (1,88) acima do spot menos
intenso; Os spots de alta antigenicidade apresentaram valores de DO acima de
1,88.
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Tabela 34: Epitopos lineares presentes na IgG3 eqlina.

Epitopo | Inicio | Término Sequéncia N Dominio Reatividade
1 6 15 PKVFPLAPSC 10 Ch1 Baixa
2 46 55 LTSGVRTFPS 10 Ch1 Baixa
3 62 76 GLYSLSSMVTVPASS 15 Ch1 Baixa
4 82 91 YICNVAHPAS 10 Ch1 Baixa
5 126 140 PCPCECPKCPAPELL 15 | Dobradica Baixa
6 151 155 KPKDV 5 Ch2 Baixa
7 181 195 TWYVDGTEVKTAKTM 15 Ch2 Alta
8 191 205 TAKTMPNEEQNNSTY 15 Ch2 Baixa
9 211 225 LRIQHQDWLNGKKFK 15 Chs Baixa
10 291 300 HPEPEGKYRT 10 Chs Média
11 321 335 TDRWQQGTTFTCVVM | 15 Chs Baixa
12 340 345 HNHVMQ 6 Chs Média

ASTTAPKVFPLAPSC GTTSDSTVALGCLVSSYFPEPVTVSWNSGTLTSGVRTEPSVLQSSGLYSLS
SMVTVPASSLESKTYICNVAHPAS STKVDKRIEPVLPKPTTPAPTVPLTTTVPVETTTPPCPCECPK
CPAPELL GGPSVFIFPPKPKDV LMITRTPEVTCLVVDVSHDSSDVLFTWYVDGTEVKTAKTM PNEE
QNNSTYRVVSVLRIOHODWLNGKKFK CKVNNQALPAPVERTISKATGQTRVPQVYVLAPHPDELS
KNKVSVTCLVKDFLPTDITVEWQSNEHPEPEGKYRTTEAQKDSDGSYFLYSKLTVETDRWOQOGTT
ETCVVMHEALHNHVMOKNVSHSPGK

Figura 38: Distribui¢cdo de epitopos na seqiiéncia da 1gG3

A classificacdo da intensidade dos spots demonstrou que 0s epitopos de
alta e média antigenicidade se encontram em F.. Esse resultado é compativel com
observacdes anteriores por imunodifusdo (HELMS & ALLEN, 1970), ELISA
(RATANABANANGKOON et al, 1997) e immunoblot (secdo 4.1.4.1 desse
trabalho) de que soro policlonal de coelhos reconhece de forma muito mais
intensa a IgG que o fragmento F(ab”),.

A constatacdo dessa diferenca também é importante para mostrar a
viabilidade da idéia do uso desses epitopos para a o preparo de soros especificos
contra a 1gG, com reatividade adequada para o uso em cromatografia de

imunoafinidade.
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A submisséo da 1gG3 a um processo de mapeamento de epitopos por spot
sinteses levou a determinacéo de doze epitopos lineares. Com esse resultado, foi
possivel comparar a predicdo de epitopos com os resultados experimentais. A

comparacéao foi sumarizada na Tabela 35.

Tabela 35: Comparacdo dos resultados da predicdo com os resultados de mapeamentos de

epitopos. O valor de acuracia foi calculado com base no nimero epitopos determinados.

Epitopo Jameson Wolf | Kolaskar | Bepipred
1 Nao Sim Sim
2 Nao Sim Sim
3 Nao Sim Sim
4 Sim Sim Sim
5 Sim Sim Sim
6 Sim Sim Sim
7 Sim Nao Sim
8 Sim Sim Nao
9 Sim Sim Sim
10 Sim Nao Sim
11 Sim Sim Sim
12 Nao Nao Nao

Acuracia 66,7% 75% 83,3%

As escalas de Koloskar e Bepipred apresentaram uma acuracia maior que a
de Jameson-Wolf. Essas escalas utilizam informacéo de frequiéncia de ocorréncia
dos aminoacidos em epitopos, 0 que talvez explique a essa diferenca.

A escala de Kolaskar ndo previu o epitopo sete, justamente o mais reativo.
Talvez esse fato deva-se a auséncia, nessa escala, de um parametro que
relacione caracteristicas da estrutura secundaria com a antigenicidade.

Uma contribuicdo importante para melhorar a acuracia da predicdo foi o
alinhamento das sequéncias e a modelagem molecular, que eliminaram varios
candidatos que na pratica se mostraram ndo reativos. Tais resultados também
ajudam a explicar as diferencas de antigenicidade observadas entre os epitopos
detectados.

Os epitopos que apresentaram menor reatividade frente ao soro policlonal
foram justamente aqueles com maior homologia entre as sequéncias de coelho e
cavalo. Nos epitopos 2 e 6, por exemplo, ocorre apenas uma diferenca entre as

sequéncias dos dois animais.
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Os trés principais epitopos apresentaram uma caracteristica importante
para o desenvolvimento de ensaios de captura, que é a distancia entre eles
(MOLINA et al, 2008). Essa distancia é mostrada na Figura 39. A reacdo entre
anticorpos e o epitopo 7, por exemplo, ndo interfere na reacédo entre os anticorpos
e o0 epitopo 10. A maior possibilidade de interferéncia ocorre entre os epitopos 10

e 12, que séao relativamente proximos.

Figura 39: Vista dos trés principais epitopos no modelo da IgG3 eqlina.

Devido a maior reatividade o epitopo sete foi selecionado para a validacdo
utilizando o ELISA.
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4.2.3 — Confirmacéo do Epitopo sete por ELISA

Um bom processo de validacdo de epitopos determinados por spot
sintese € o uso de um método como o ELISA (LAUNE et al, 2002). O peptideo
sintético com a sequéncia do epitopo devera bloquear a ligacdo do anticorpo
ao antigeno fixo na placa, demonstrando que ocorre a reacdo antigeno-
anticorpo em solugéo.

A primeira questéo para o estabelecimento desse ELISA foi o antigeno a
ser utilizado para o recobrimento da placa. Para essa finalidade utilizamos um
concentrado de imunoglobulinas equinas, preparado a partir da fragcdo de
plasma equino néo ligada a cibacron Blue, descrito no item 4.1.3.

O ELISA de competicdo deve ser planejado para que a absorbancia na
auséncia de competidor seja da ordem de 1,0, decaindo a partir desse valor
(LUCAS et al, 2004). Para estabelecermos essas condi¢des, utilizamos o
planejamento fatorial.

O planejamento fatorial € um conjunto de meétodos estatisticos que
permite a otimizacdo de experimentos, com economia de tempo e recursos
(JOHANSSON & HELLENAS, 2004). Nesse caso preparamos trés niveis de
concentracdo de antigeno imobilizado na placa e trés niveis de diluicdo de
anticorpo conjugado a fosfatase alcalina, conforme mostrado na Figura 40.

As médias de cinco leituras em cada uma das condi¢cfes foram lancadas
no programa statistica, e geraram o grafico mostrado na Figura 38. Com 0s
resultados desse gréafico, pode-se concluir que uma D.O. de 1,0 seria atingida
com uma solucao de recobrimento de 80ug/mL de IgG equina, e uma diluicéo
do anticorpo conjugado de 1: 17000. Trabalhamos entdo com a solucdo de

recobrimento com 80 pg/mL, e com a diluicdo de anticorpo de 1:15000.

116



Ciluic#o do conjugado (1: 10.000)

M =-is
-
[ T
B <1
<08

= 0L

]
G0 B0 100 120 140 160 150 20D Z20 240 260 280 300 320 HOgm =04

Concentragio de 9% eqling (hgiml)

Figura 40: Grafico Resultante do planejamento fatorial aplicado a otimizacéo das condi¢des de
Elisa, utilizando um concentrado de 1gG equina para o recobrimento da placa e o anticorpo
comercial conjugado a fosfatase alcalina para revelacdo. Os pontos brancos representam as

condicdes lidas. A escala de cores representa a D.O esperada em 405 nm.

Além de estabelecer as condicfes do ELISA, para a realizagdo desse
ensaio € necessario um peptideo sintético (PS) com sequéncia similar a do
epitopo. Solicitamos o preparo de um PS semelhante ao epitopo 07, acrescido
de dois residuos de glicina no N terminal e dois residuos de glicina no C
terminal, conforme mostrado na Figura 41.
TWYVDGTEVKTAKTM
TWYVDGTEVKTAKTM

G G G G

Figura 41: Comparacao entre o epitopo sete (primeira linha) e o peptideo sintético usado em
ELISA de competicao (segunda linha)

A adicdo dos residuos de glicina foi feita com duas finalidades. Na
proteina o epitopo ndo é flanqueado pelas cargas do N e do C terminal. A
adicdo dos residuos de glicina “afasta” essas cargas do epitopo, de forma que
ele se assemelha mais a sua estrutura nativa. A glicina é utilizada por ser um
aminoacido que nao ira interferir na conformacéao do epitopo.

O segundo motivo para o uso da glicina foi termos um grupo que
proporcionasse a ligacdo do epitopo a uma proteina carreadora, para o preparo
do conjugado.
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O efeito da incubacdo de concentracdes crescentes do PS com o soro
comercial policlonal de coelho conjugado com a fosfatase na inibicdo por
ELISA é representado na Figura 42.
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Figura 42: Elisa de competicao entre o soro comercial conjugado a fosfatase alcalina e o PS.

O experimento de competicdo demonstrou que numa concentracao de 8
UM ocorre a inibicdo de 19 % da resposta do soro. Esse resultado confirmou
gue a sequéncia do epitopo sete tem uma alta afinidade pelo soro poli clonal de
coelhos. Esse valor de inibicdo deve ser considerado relevante. O PS bloqueia
a ligacdo de um unico epitopo no soro policlonal, ndo interferindo na ligacéo
dos demais dez epitopos lineares e nos epitopos conformacionais, tanto da
cadeia pesada como da cadeia leve.

Essa confirmacdo tornou possivel utilizar o PS para o preparo de um

conjugado visando a imunizacéo de coelhos.
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4.2.4 — Preparo dos Anticorpos Contra o Epitopo set e

4.2.4.1 — Preparo do Antigeno para Imunizacdo dos A nimais

Uma vez determinado e validado o epitopo principal da IgG eqtina, a
préoxima etapa do trabalho foi o preparo de um anticorpo especifico contra esse
epitopo. Para esse preparo foi utilizado o mesmo PS utilizado no Elisa de
competicao.

O problema da falta de imunogenicidade de peptideos foi contornado se
conjugado o PS com o TT (KLUBER-KIELB et al, 2006). A primeira etapa
dessa conjugacéo foi a ativacdo do TT com EDC, e formacdo do éster reativo
intermediario pela adicdo de NHS. O intermediario formado tem uma absorcéo
bastante caracteristica no ultravioleta, que o diferencia do TT n&o ativado. Essa
diferenga deve-se a modificagdo quimica das cadeias laterais dos residuos de
aspartato/glutamato. A conversdo dos grupos acidos em O-acil-uréia e
posterior formacéo do éster NHS leva a essas mudancas na absorcao.

A ativacdo do TT foi acompanhada monitorando-se entédo a absorbancia
em 260 nm (MIRSKY et al, 2002). A diferenca dos valores de absorbancia da
solugcédo de TT antes (0,48) e depois da ativagao (2,29) garantiu que a ativagao
do TT se deu com sucesso.

ApoOs a ativacdo a préoxima etapa foi a conjugacao do TT ao PS. Essa
reacao foi entdo monitorada por cromatografia de gel filtragdo. A determinacéo
de seu peso molecular por interpolagdo com padrbes (Figura 43) levou a um
valor de 200 kDa, conforme mostrado na Tabela 36. O cromatograma do TT é
mostrado na Figura 44(a).

O TT tem em sua superficie aproximadamente 50 grupos carboxilatos®
gue podem ser ativados. Como o PS tem um peso molecular de cerca de 2
kDa, a ligacdo a todos os sitios na superficie do TT levaria a um conjugado de
no maximo 300 kDa de peso molecular.

O cromatograma do conjugado formado é mostrado na Figura 44(b).
Pode-se observar que o pico com o tempo de retencdo do TT desapareceu.
Formaram-se trés outros picos no cromatograma. As caracteristicas desses

picos sao listadas na Tabela 36.

! Comunicacédo pessoal, Dra Ivna Alana, Bio-manguinhos Fiocruz.
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O primeiro pico tem um tempo de retencéo de 8,6 min, que corresponde
a um peso molecular de aproximadamente 1090 kDa. Esse valor esta acima do
valor maximo esperado, mesmo que ocorresse a conjugacdo em todos os sitios
presentes na superficie do TT.

O segundo pico apresentou um peso molecular de aproximadamente
270 kDa, sendo provavelmente o produto da conjugacdo de cerca de 40
unidades do peptideo a proteina carreadora.

O terceiro pico tem um tempo de retencdo de aproximadamente 19 min.
Esse pico encontra-se na faixa de inclusdo total da coluna, correspondendo a
subprodutos do processo de conjugacédo entre o peptideo sintético e a proteina.
O principal subproduto que absorve luz nesse comprimento de onda é o
excesso de PS que nao reagiu. Subprodutos da conjugacéo, como o NHS e a

etil-N,N-dimetilamino-propil-uréia (EDU), também se encontram nesse pico.

Tabela 36: Caracteristicas dos picos do cromatograma do TT e do cromatograma do produto

da reacdo de conjugacédo entreo TT e 0 PS

Pico | Tempo de retencdo |Percentual |Peso molecular
TT 12,0 min. - 200 kDa
01 8,6 min. 91,6 % 1090 kDa
02 11,2 min. 8,4 % 270 kDa
03 19,2 min. - -
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Figura 43: Curva de distribuicdo de peso molecular da coluna TSK SWy,_ 3000. No eixo
horizontal é mostrado o tempo de retencdo em minutos e no eixo vertical o log do peso

molecular dos padrées usados para calibrar a coluna.

120



0 oG 2

TT

o4 ]

ooz

0o

(b)

Figura 44: Uso da CLAE no acompanhamento do processo de conjugacdo TT-PS (a)
Cromatograma do TT por gel filtracdo. (b) Cromatograma do conjugado TT-PS por gel filtracao.
O pico de 19 min encontra-se na inclusdo total e corresponde a residuos do processo de

conjugacao.

A formacao de um produto principal de alto peso molecular nos levou a
acreditar que além da formacéo da conjugacédo esperada, mostrada na Figura
44(a), também ocorreu a conjugacdo cruzada, ou seja, uma molécula de PS
reagiu com duas moléculas de TT. A formagéo de conjugados cruzados pode
ser explicada pela reacdo entre as cadeias laterais dos residuos de lisina e 0s
grupos ativados na superficie do TT, conforme mostrado na Figura 44.

Diante das evidéncias da formacédo de conjugados cruzados, pode-se

imaginar que ocorreu a conjugacao central, conforme mostrado na Figura 45
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(d). Ou seja, em alguns peptideos a ligacdo principal com o TT deve ter
ocorrido pelos residuos de lisina e ndo pelo N-terminal do peptideo.

Com esses resultados, buscamos na literatura informacées de como a
formacao desse tipo de conjugado poderia afetar a imunizacdo dos animais e
no titulo de anticorpos formados contra a proteina de interesse.

A influéncia da orientagdo do conjugado sobre o titulo de anticorpos ja
foi estudada anteriormente, com métodos de conjugacéo diferentes do utilizado

nesse trabalho.

Conjugado

)k /\GGTWYVDGTEVKTAKTMGG —_— )k /\GGTWYVDGTEVKTAKTMGG

F \ - F \ 1

o Conjugado cruzado
T\

TTAON)/t‘ l
e}

)k /\GGTWYVDGTEVKTAKTMGG W~ SGGTWYVDGTEVKTAKTMGG

S N VA

Conjugado central
Conjugado cruzado

Figura 45: Formag&o de conjugados cruzados entre o TT e o PS (a) conjugado do N terminal
com o TT (b) e (c) sdo duas possibilidades de conjugacao cruzada. (d) conjugado central do PS

comoTT.

O método do espacador MBS (&cido meta-maleidoimido benzdico)
permite um controle da orientagdo dos conjugados formados. Nesse método o
MBS ¢é ligado a proteina carreadora, via residuos de lisina. O peptideo sintético
€ conjugado a proteina por uma reacdo de adicdo a ligacdo dupla do grupo
maleidoimido (TAM, 1993) (Figura 46). Para o uso desse espacador é
necessario que o peptideo sintético tenha uma cisteina, que participara, com o
grupo sulfeto, na reacdo de adicdo. Essa cisteina pode ser colocada no

N-terminal, C-terminal ou no meio da sequéncia. Dessa forma, variando a
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posicdo da cisteina pode ligar o peptideo por uma das extremidades
seletivamente ou pelo meio da sequéncia, conforme mostrado na Figura 46.

A preparagdo de conjugados com orientacdo especifica demonstrou
pequenas diferencas nos anticorpos formados. Os conjugados de extremidade
apresentaram um titulo menor, porém a afinidade dos anticorpos formados foi
maior. Os conjugados centrais formaram um titulo maior de anticorpos, porém
os anticorpos formados tiveram uma afinidade ligeiramente menor (BRUUN et
al, 2006)

0 H
Ptn (a) O Ho N ps
\NH N / ——> Pin
\ N
S s 7 NH \\ S
S /

(b)

H,N
2 PS o
Ptn
\ N
NH S
74

Figura 46: Possibilidades de conjugagédo com o MBS. No canto superior esquerdo é mostrado o
conjugado MBS proteina. (a) conjugacdo com uma cisteina no C-terminal (b) conjugagao com a

cisteina central (c) Conjugacdo com cisteina no N-terminal. Ptn é a proteina carreadora.

Essas observacdes nos levardo a crer que a imunizagao dos animais
com esses conjugados deveria produzir anticorpos que reconheceriam a o

epitopo 07 da IgG equina. Prosseguimos entdo com a imunizagcao dos coelhos.
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4.2.4.2 — Imunizacéo dos Animais

Para a imunizacdo dos animais os conjugados preparados foram entao
emulsionados com adjuvante de Freund e injetados em coelhos. Para
acompanhar o titulo do soro formado foi coletado sangue dos animais no dia da
terceira imunizacéo e vinte e um dias ap0s essa aplicacgéo.

Para acompanhar a formagao dos anticorpos nos animais foi utilizado o
método de Elisa. No uso dessa técnica para acompanhar a formacdo de
anticorpos é comum recobrir a placa com o peptideo sintético, ou ligar o
peptideo sintético com uma proteina que funciona como carreador irrelevante.
No nosso caso, decidimos recobrir a placa com o concentrado de IgG equina
que foi preparado a partir do plasma de cavalo. Dessa forma, teriamos o titulo
do soro contra a proteina de interesse e nao contra o peptideo sintético.

Os resultados da imunizac¢do sdo mostrados na Figura 47. Nesse grafico
pode-se perceber que o titulo formado para os dois animais foi bastante
relevante, demonstrando que apos a terceira imunizacdo o reconhecimento da

IgG equina € intenso.

2,5 — E
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H
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Dilui¢céo do soro

Figura 47: Titulacdo do soro de coelho imunizado com o conjugado TT-PS. As linhas sélidas
correspondem aos titulos no dia do segundo refor¢co. As linhas pontilhadas correspondem ao
titulo no 21° apés o segundo reforco. As Em rosa é mostrado o titulo do coelho 01 e em azul o

titulo do coelho 02.
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Como acompanhamento também foi avaliada a reacdo do soro ao TT. A
D.O. encontrada foi muito baixa, demonstrando que o peptideo sintético
ocupou a maior parte dos sitios de conjugacado presentes na superficie do TT.

Esse resultado demonstrou que houve a formacdo de um titulo elevado
de anticorpos contra a IgG equina, nos dois coelhos. Com a formacédo desses
anticorpos, a principal dificuldade para o desenvolvimento de método répido

para a deteccao de IgG em soros foi superada.
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5 — Discussao

5.1 — Avaliagdes da Pureza de Soros Antiofidicos

O teor de proteina total presente numa amostra de soro antiofidico € o
primeiro parametro que avalia a purificacdo que o material foi submetido. Esse
teor € correlacionado a capacidade de neutralizacdo do plasma hiperimune
sobre os efeitos do veneno. Se essa capacidade € elevada, a diluicdo
subsequente sera grande, diminuindo o teor de proteina total. Se o efeito é
baixo, a diluicdo sera necessariamente menor, e o teor final de proteina seré
mais elevado.

Esse ensaio também é muito importante, porque ele fornece quanto de
proteina heterdloga o usuario do soro recebera para neutralizar o efeito do
veneno. Assim, se a capacidade de neutralizacao for muito baixa, a quantidade
de proteina heterdloga serd elevada, aumentando a ocorréncia dos efeitos
adversos.

O teor de proteinas encontrado nas amostras de SAB analisadas nesse
trabalho esté bastante abaixo do valor sugerido pela F.B. Esse valor também é
proximo ao de produtores internacionais que utilizam processo baseado em
precipitacdo com AC, que €, segundo alguns autores, 0 processo que alcanca
a melhor relacdo custo beneficio para produtores de paises em
desenvolvimento (GUTIERREZ et al, 2007).

O segundo determinante no teor de proteinas de um soro € o processo
de purificacdo do plasma hiperimune. A purificacdo diminui o efeito
neutralizante inicial (RATANABANANGKOON et al, 1997), porém aumenta
muito a atividade especifica, ou seja, a razdo entre a proteina total e o efeito
neutralizante, na medida que remove as proteinas que ndo contribuem para
esse efeito.

A avaliagdo qualitativa das proteinas presentes demonstrou a
necessidade da melhora do processo de purificagdo dos soros antiofidicos
nacionais. O teor de proteina diferente do F(ab’), é elevado, e a comparagéo
com os produtores internacionais (tabela 14), demonstra a necessidade do
incremento dos processos industriais.

Para uma melhor compreenséo das falhas do processo de purificagéo de

cada um dos produtores foi necessario tentar caracterizar as proteinas
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contaminantes presentes. Os resultados das avaliacbes por immunoblot e
eletroforese bidimensional/espectrometria de massas demonstraram que 0sS
principais contaminantes sédo IgG, ESA de origem asina, produtos de protedlise
parcial da ESA e da regido variavel da IgG.

A identificacdo da IgG confirma que em varios lotes a hidrdlise pela
pepsina ndo foi completa, sendo necessario um maior controle de processo
nessa etapa, principalmente no produtor B. O produtor A apresentou a menor
meédia de teor de IgG, enquanto o produtor C apresentou uma incidéncia menor
desse contaminante. Tais resultados demonstram a necessidade de
estabelecimento de controles em processo, para a liberagdo da etapa de
hidrolise por pepsina.

Varios artigos citam a IlgG como um contaminante em soros antiofidicos
tratados com pepsina (WARRELL et al, 1993; RATANABANANGKOON &
RAWEERITH, 2003; MORAES & MASSALDI, 2005). Apesar disso, poucos
autores citam os valores da contaminacédo por IgG. Os produtores nacionais
tém valores residuais mais proximos do produtor do Egito que dos fabricantes
dos EUA e Inglaterra.

A presenca de IgG em soros que a principio sdo constituidos de F(ab’),
é considerada irregular pela F.E. 5* Ed (Tabela 06). Dessa forma, a avaliacdo
dos resultados utilizando esse critério levaria a reprovacdo de 4 lotes do
produtor A, 7 lotes do produtor B e 2 do produtor C.

A identificac&o da presenca de albumina de jumento no soro demonstrou
que o produtor utiliza esse animal ou mulas, animais hibridos obtidos do
cruzamento de éguas com jumentos, na preparacao dos soros. A legislacdo em
vigor ndo veta o0 uso desses animais, uma vez que 0s soros podem ser obtidos
a partir de plasma de equideos (BRASIL, 1996). Deve ser destacado que os
soros brasileiros sdo considerados sempre como derivados de plasma de
cavalos (SILVA et al, 1989; WARRELL et al, 1993; GUTIERREZ et al, 2007).

O uso de animais de diferentes espécies pode acarretar outro problema.
Diferencas nas sequéncias podem modificar sitios de hidrolise pela pepsina.
Tais mudancas podem levar a diferencas nas melhores condigbes para o
processamento do plasma. E possivel, por exemplo, que num tempo que a
imunoglobulina de cavalo tenha sido completamente hidrolisada, formando
F(ab’),, a de jumento ndo tenha sido. Da mesma forma podem existir
diferencas entre a velocidade de hidrélise das albuminas.
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Além disso, a albumina de cavalo € um dos alergenos desse animal para
o0 homem (BOTROS et al, 2001; DEMOLY et al, 2002). Pacientes com alergias
a albuminas de animais domésticos, como o cdo e o gato, podem também ter
alergia a ESA (DANDEU et al, 1996). Foi observado também que pessoas com
esse tipo de alergias que utilizaram soros antitoxicos tiveram reacdes
anafildticas (DEMOLY et al, 2002). Devido a elevada similaridade das
sequéncias (98%; sete diferencas em 583 residuos), a albumina de jumento
também sera alergénica ao homem.

Devido a essa caracteristica da ESA, a F.E. V Ed. estabelece um limite
de méximo de 3% para o teor dessa proteina em soros, valor abaixo do
encontrado na maioria dos lotes analisados.

Podemos observar que 0s soros nacionais apresentam um teor de ESA
menor que o produto internacional que usa a mesma tecnologia de producéo,
sendo que outras tecnologias de purificacdo atingem uma reducdo maior do
teor de albumina.

A maior parte da ESA sofre uma protedlise parcial durante o
processamento dos soros, formando um artefato estabilizado por pontes
dissulfeto. A comparacéo dos trechos antigénicos da sequéncia da ESA com os
fragmentos formados durante o processamento dos soros antiofidicos
demonstra que ndo ha uma garantia da inativacdo completa do potencial
alergénico dessa proteina, condi¢des utilizadas.

O dultimo tipo de artefato identificado nos soros antiofidicos foram
sequéncias relacionadas a regides variaveis de cadeia pesada de IgG. Pode-se
deduzir que a pepsina, além de promover a hidrélise rapida da regido da
dobradica, também hidrolisa a regido variavel das cadeias.

Esse resultado é bastante compativel com observacdes feitas na
literatura, de que o tratamento de plasma hiperimune e anticorpos com pepsina
levam a reducao do titulo de afinidade pelo veneno (JONES & LANDON, 2002;
RATANABANANGKOON & RAWEERITH, 2003; MORAIS & MASSALDI, 2005.)
Os autores desses trabalhos observaram a reducgéo da atividade, embora néo
tenha ocorrido uma modificagdo substancial do peso molecular avaliado por
SDS-PAGE em condi¢fes nado redutoras. A reducdo do peso molecular ocorre
apos um periodo longo de tratamento com a pepsina, o que leva a uma perda

completa da capacidade de reconhecimento do veneno.
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Como mostrado na figura 03, as estruturas dos dominios Vy e V. sdo
estabilizadas por pontes dissulfeto. Em condi¢cdes nao redutoras, produtos de
hidrélise parcial pela pepsina podem manter seu peso molecular inalterado
devido a essas pontes dissulfeto, sendo que em condi¢des redutoras aparecem
0s peptideos de menor peso molecular. Essa reducdo atividade apds a
hidrolise por pepsina pode ser explicada pela hidrélise da regido Vu, que é a
porcao da IgG que reconhece o veneno.

5.2 — Preparo de Anticorpos para a Deteccdo de IgG em Soros

Antiofidicos

A avaliacdo da pureza dos soros antiofidicos demonstrou que a IgG é
um dos principais contaminantes presentes. Diferente da ESA, cujos efeitos
adversos sdo mediados por respostas alérgicas, a presenca de IgG pode
provocar efeitos adversos em um numero muito maior de pessoas. A IgG
heter6loga pode ativar resposta anafilatica por um mecanismo que nao
depende de caracteristicas individuais como a alergia (WARRELL, 1993;
DART, 2001).

Por esse motivo avaliacdo da presenca de IgG em soros € muito
importante. O SDS-PAGE é um método eficiente nessa determinacdo, porém
sua realizacéo € relativamente trabalhosa e os resultados levam até 4 h para
ficar prontos.

A pressdo por respostas rapidas € muito grande em processos
produtivos. O acompanhamento de um processo de hidrolise da IgG por
pepsina, por exemplo, ndo pode depender de um ensaio que demande 4h na
sua realizagéo.

Para o desenvolvimento de anticorpos especificos contra a IgG, a
primeira avaliacao feita foi a predicdo dos epitopos da IgG3 equina. A predicdo
utilizando programas baseados em estrutura primaria, o alinhamento de
sequéncias de cavalo/coelho e a avaliagdo do modelo da regido constante da
IgG3 levou a selecdo de nove provaveis epitopos.

A submisséo da IgG3 a um processo de mapeamento de epitopos por
spot sinteses levou a determinacdo de doze epitopos lineares. Com esse
resultado, foi possivel comparar a predicdo de epitopos com os resultados

experimentais
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As escalas de Koloskar e Bepipred apresentaram uma acuracia maior
que a de Jameson-Wolf. Essas escalas utilizam informacdo de frequéncia de
ocorréncia dos aminoacidos em epitopos, o que talvez explique a essa
diferenca.

A escala de Kolaskar ndo previu o epitopo sete, justamente o mais
reativo. Talvez esse fato deva-se a auséncia, nessa escala, de um parametro
que relacione caracteristicas da estrutura secundaria com a antigenicidade.

Uma contribuicdo importante para melhorar a acuracia da predicéo foi o
alinhamento das sequéncias e a modelagem molecular, que eliminaram varios
candidatos que na pratica se mostraram nao reativos. Tais resultados também
ajudam a explicar as diferencas de antigenicidade observadas entre o0s
epitopos detectados.

Os epitopos que apresentaram menor reatividade frente ao soro
policlonal foram justamente aqueles com maior similaridade entre as
sequéncias de coelho e cavalo, mostradas no esquema 05. Nos epitopos 02 e
06 ocorre apenas uma diferenca entre as sequéncias dos dois animais.

Os epitopos mais reativos apresentaram propriedades comuns a
sequéncias antigénicas (MAYER, 2008). O epitopo sete tem um grande
namero de aminoacidos com alta exposicdo ao solvente, e apresenta uma
grande divergéncia entre o coelho e o cavalo. Ao longo de sua extenséo
ocorrem duas algas diferentes, o primeiro na Gigs, € 0s segundo Kjgo-Ajoo.

O modelo desse epitopo demonstrou a existéncia de pontes de
hidrogénio entre os residuos Yig3—Vigg € W1g4-T1g7 (figura 30). Essas interactes
podem influenciar a conformacéo do epitopo, contribuindo dessa forma para o
reconhecimento dos anticorpos.

O epitopo dez tem algumas caracteristicas em comum com o epitopo
sete, principalmente a grande divergéncia em relacdo ao coelho, que nessa
posicdo apresenta delecéo/insercdo de dois aminoacidos. Ocorrem dois alcas
em sua estrutura, Nysg-Pogr, € a Gags. E importante destacar que o spot 10C,
que a primeira alga esta completa, se mostrou mais reativo.

Uma diferenca em relagdo ao epitopo sete € que sua sequéncia € mais
conservada, sendo que maioria dos aminoacidos presentes € idéntica nos seis
isotipos da 1gG. Por esse motivo, provavelmente os anticorpos contra esse

epitopo deverédo reconhecer todos os isotipos da IgG.
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O resultado mais surpreendente foi o epitopo doze. Esse epitopo
demonstrou reatividade média, e nao foi previsto por nenhum dos trés
programas. Esse epitopo tem uma alga, entre os residuos Hassg-Vaa3, € 0 spot
19C, onde essa alca esta completa, apresentou maior D.O.

O alinhamento demonstra que a principal diferenca entre o coelho e o
cavalo nesse epitopo sdo o0s residuos Vi3 Mas. Esses aminoacidos séo
hidrofébicos pelas escalas de Kyte-Doolittle e Parker. Talvez por esse motivo
esse epitopo néo tenha sido previsto pelos programas de predicdo a partir de
estrutura primaria.

Apesar da importancia de sequéncias polares para a formacao do
complexo antigeno-anticorpo, os residuos apolares individualmente também
pode ser importantes para a formacdo do complexo. No primeiro trabalho de
spot sintese, por exemplo, foi demonstrado por scan de alanina a importancia
de residuos de leucina para um epitopo presente numa proteina do citomegalo
virus (FRANK, 1992).

Outra caracteristica importante desse epitopo é que o isotipo IgG3 € o
anico que possui a sequéncia V3s3Masse. Provavelmente os anticorpos contra
esse epitopo serdo bastante especificos para esse isotipo.

Devido a maior reatividade o epitopo sete foi selecionado para a
validacdo utilizando o método de Elisa. A medida da inibicdo em solucéo
demonstrou novamente a importancia do epitopo sete para o reconhecimento
do soro policlonal.

A proxima etapa do trabalho foi a conjugacao do epitopo sete ao TT, que
funcionou como proteina carreadora. Para essa conjugacao foi utilizada a
técnica da ativacdo por EDC/NHS. A ativacdo ocorreu de forma satisfatoria e
segundo os resultados do espectrofotdmetro.

A caracterizagdo do conjugado formado por CLAE demonstrou que a
reacao de conjugacao tinha ocorrido de pelo menos duas formas distintas, ndo
apenas pelo N terminal do peptideo.

Os coelhos apresentaram apos a terceira imunizagdo um titulo elevado
contra a IgG equina. Os valores de titulo podem ainda ser aumentados,
purificando-se o0s soros por cromatografia de afinidade com proteina A de
Sthafilococcus aureus (para concentrar a IgG) e por cromatografia de afinidade
com anticorpos equino ou o peptideo imobilizado na fase estacionaria (para
concentrar a IgG com alta afinidade pelo epitopo).
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Com a obtencao desse soro a principal limitacdo para o desenvolvimento
de um método imunoquimico para a deteccdo de IgG equina na presenca de
F(ab”), foi resolvida. Esse soro pode ser utilizado no desenvolvimento de um
meétodo de imunocromatografia.

Recentemente foram desenvolvidos varios sistemas analiticos de
imunocromatografia ou cromatografia de imunoafinidade, tanto para controle de
qualidade como para diagndsticos clinicos (PAEK, 2000). Essa técnica se
baseia no uso de membranas poliméricas nas quais € ligado um antigeno ou
anticorpo (reagente de captura) que reconhece especificamente o analito que
se deseja determinar.

Esse soro pode ser marcado com um corante ou ouro coloidal (PAEK,
2000). Na membrana pode ser imobilizado o soro policlonal comercial de
coelho anti IgG de cavalo. Quando a mistura for aplicada na membrana apenas
havera o desenvolvimento de cor se o soro antiofidico tiver residuos de IgG.

O desenvolvimento de um teste rapido baseado em imunoafinidade é
complexo, mais uma vez estabelecido, sua execucdo é rapida. Em minutos
poderia ser determinada a presenca de IgG em amostras de soros, 0 que
facilitaria inclusive o controle em processo da hidrdlise por pepsina.

Além disso, o dominio da tecnologia de desenvolvimento desses testes é
interessante, pois seu uso em diagnéstico de doencas humanas (NILSSON,
1995) e em animais, e na determinacdo de contaminantes, como micotoxinas
(DHAR, 2004), bactérias (PAEK, 1999) e microcistinas (PYO, 2006), tem
crescido muito.

Algumas outras aplicacbes para esse soro também podem ser
desenvolvidas.

O preparo de uma resina de cromatografia de afinidade para a
purificacdo da IgG(T) equina € um exemplo. As condi¢cbes de ligacdo dessa
imunoglobulina a proteina A de Sthaphilococcus ndo sao usuais, necessitando
de resfriamento (MOTA, 1991) ou de gradientes de pH (SUGIARA, 2000). Além
disso, a separacao da IgG(a) ndo é completa.

A imobilizacdo dessas imunoglobulinas em uma resina poderia ser uma
alternativa para a separacdo da IgG(T) de plasma hiperimune, utilizando
condicbes menos drasticas para a purificacdo dessa imunoglobulina.

Esse material pode também ser aplicado no diagnostico de doencas de

cavalos. Um teste importante para a salude desses animais € o
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acompanhamento da transferéncia de IgG do leite da égua para o potro
(McGUIRE, 1977). Se essa transferéncia ndo acontece de forma adequada, o
filhote pode desenvolver infeccbes e morrer. Por esse motivo, testes comerciais
ja sao disponiveis para a medida dessa transferéncia (CLARK, 1999). Esse
soro poderia ser utilizado como um reativo para o desenvolvimento de um kit
alternativo para a determinacdo da transferéncia de IgGs entre a égua e 0

potro.
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6 — Conclusdes

Os resultados da identificacdo dos contaminantes possibilitaram a uma
interpretacdo mais precisa do SDS-PAGE e mostraram as deficiéncias do
processo de purificacdo dos soros antiofidicos usados no Brasil.

A hidrolise por pepsina, que deveria converter a IgG em F(ab’),, ndo foi
completa em um grande ndamero de lotes. Esse tratamento também ajudaria a
remover a albumina que co-precipitou com a IgG. A albumina residual €&
parcialmente hidrolisada, formado um artefato que mantém o peso molecular
devido as pontes de sulfeto que essa molécula apresenta. Esse artefato
mantém parte dos determinantes antigénicos necessarios para 0
reconhecimento da ESA por IgE humana, apresentando dessa forma risco para
pacientes alérgicos.

As duas etapas de precipitagdo por SA ndo removem de forma
satisfatéria os produtos de hidrélise parcial da albumina. Na segunda
precipitacdo, que deveria separar o F(ab’), de F. e da pepsina, também
precipita a IgG , a albumina e seus produtos de protedlise parcial.

Na etapa de hidrolise por pepsina também ocorre a hidrolise parcial da
regido variavel das IgGs. Esses produtos provavelmente tém uma capacidade
de neutralizacdo do veneno muito menor, contribuindo mais para os efeitos
adversos que para os efeitos terapéuticos.

Esses resultados demonstram a necessidade de modernizacdo do
processo de purificagdo dos soros antiofidicos no Brasil. As linhas gerais do
processo baseado na precipitacdo por SA foram estabelecidas nas décadas de
trinta e quarenta do século XX, e os niveis de purificacdo alcancados em cada
etapa deveriam ser mais bem avaliados, para a continuacdo do processo de
purificagao.

A comparacdo entre os resultados de pureza dos trés principais
fabricantes nacionais demonstrou que o produtor C tem um processo de
purificacdo mais eficiente que os demais. A maior eficiéncia pode ser

demonstrada pelos seguintes resultados:
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* O teor médio de proteinas € o menor dos trés fabricantes.

* O teor de F(ab’), € o maior dos trés fabricantes, indicando o melhor

processo de separacao do F(ab’), dos demais componentes

e O desvio padrdao entre os teores de F(ab’), € o menor dos trés

fabricantes, demonstrando uma melhor consisténcia de producao.

 Embora o teor de IgG ndo seja 0 menor, esse contaminante ocorre em
um numero menor de lotes (12,5 % dos lotes analisados), demonstrando

um maior controle da etapa de hidrdlise.

» O teor de ESA residual € o menor dos trés produtores.

A avaliacao dos resultados entre os produtores A e B demonstra que o
primeiro apresenta um processo de purificacdo que melhor que o segundo. De
um modo geral, em todos os parametros avaliados esse produtor teve um
desempenho melhor que B.

Esses resultados apontam para a necessidade de uma revisdo da
legislacdo vigente no Brasil. Essa revisdo deveria focar varios aspectos da
producao e controle dos soros antiofidicos.

Deveriam ser estabelecimento de critérios de pureza para o produto
final. Esses critérios deveriam contemplar o teor minimo para o fragmento
F(ab”), maximo de IgG e de ESA.

A implementacdo de um novo parametro voltado a avaliacdo da pureza
demandaria também tempo e investimentos nos laboratorio produtores. O
investimento total do PNI nos laboratério produtores nacionais ja superou US$
100 milhdes, enquanto que o gasto anual com compra de imunobiologicos
supera R$ 850 milhdes. Uma parcela pequena dos recursos destinada a
aguisicdo poderia ser repassada aos produtores, para melhorarem
particularmente seus procedimentos de purificacdo. E claro que qualquer

programa de investimento devera ser acompanhado da adocdo de um
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mecanismo de controle gerencial que permita a verificacdo quantitativa dos
resultados alcangados.

Nao considerar a necessidade desses investimentos, pois os efeitos
adversos dos soros antiofidicos podem ser controlados com o uso de
medicamentos, ndo parece uma solucdo justa. Esse tipo de raciocinio
considera que o0 usuario do soro ndo precisa de um produto de melhor
gualidade.

Soros antiofidicos sdo considerados drogas negligenciadas, logo todo o
investimento na melhora de sua qualidade é significativo. Os argumentos
econdmicos também justificam esse investimento. Hoje é notdério o sucesso do
Brasil na producdo de commodities agricolas e minerais. Os trabalhadores
envolvidos nessas atividades estdo entre 0s grupos mais expostos a acidentes
ofidicos. Desconsiderar a necessidade de investimentos em prol da qualidade
desses produtos seria ignorar a importancia econémica dessas atividades.

Os trés principais produtores nacionais apresentam diferencas
substanciais em relacdo a purificacdo dos seus produtos. Um dos produtores
se aproxima dos parametros de pureza europeus, sendo que os demais estédo
mais longe de apresentar tais padroes.

O fato de um dos laboratoérios produtores ter se aproximado de um nivel
de qualidade internacional ndo significa que os investimentos deveriam ser
centrados nesse fabricante. A crise de desabastecimento da década de oitenta
demonstrou que monopolios sédo prejudiciais ao sistema, e qualquer evento
imponderavel, como um acidente ou incéndio, poderia iniciar uma nova crise de
desabastecimento.

Outra razdo para o investimento em todos os laboratérios é a
importdncia do conhecimento sobre os ofidios. Esses animais devem ser
considerados da mesma maneira que as plantas medicinais, ou seja, um
patriménio da biodiversidade nacional. O captoprii e da Batroxobina
demonstraram o potencial de desenvolvimento de medicamentos a partir de
seus venenos. Os institutos que produzem o soro antiofidico séo as instituicées
que melhor detém o conhecimento sobre o manejo e reproducdo desses
animais, e a principal razdo da existéncia desses institutos € a producdo do

SOro.
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As conclusbes especificas alcancadas por esse trabalho séo:

O teor de proteinas e do teor de F(ab”), entre os diferentes lotes de
mesmo produtor variam bastante, demonstrando a necessidade de
melhoria dos processos, com consequiente aumento da consisténcia de
producao.

A IgG foi identificada como um contaminante presente em varios lotes.
Esse resultado demonstra que ha a necessidade de maior controle para
a etapa de hidrolise por pepsina.

Foi identificada a soro albumina de asno, indicando que os fabricantes
utilizam esses animais ou hibridos com cavalos na producao dos soros.
Os resultados das analises permitiram identificar produtos de protedlise
parcial da ESA pela pepsina, sendo duas por¢cfes da molécula séo
resistentes a hidrélise nas condi¢cbes de processamento dos soros
antiofidicos. Essas duas por¢bes mantém parte dos determinantes
antigénicos para o reconhecimento de IgE humana, contribuindo para o
potencial alergénico dos produtos.

Ocorre também protedlise da regido Vy das imunoglobulinas, durante o
processamento dos soros. Essa protedlise explica a queda de titulo dos
soros observada por outros autores, apOs tratamento prolongado por
pepsina.

O mapeamento de epitopos lineares do isotipo IgG3 eqlino demonstrou
a presenca 12 epitopos diferentes. A maioria desses epitopos havia sido
prevista com sucesso utilizando métodos computacionais.

Um epitopo apresentou alta reatividade e dois epitopos apresentaram
média reatividade frente a um soro policlonal. Os demais epitopos
tiveram baixa reatividade frente a esse soro. O trés epitopos mais
reativos encontram-se na porcao F. da IgG equina.

Um peptideo sintético com a sequéncia do epitopo de maior reatividade
conseguiu inibir aproximadamente 19% da resposta do soro policlonal
num ensaio de Elisa.

O peptideo sintético com a sequiéncia do epitopo de maior reatividade foi

conjugado com sucesso ao toxoide tetanico utilizando a técnica da EDC.
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Coelhos imunizados com esse conjugado desenvolveram titulos
elevados de anticorpos contra imunoglobulinas equinas, demonstrando
gue o conjugado preparado consegui ativar a imunidade dos coelhos.
Esse soro tem um potencial de uso na determinacéo da presenca de 1gG
intacta nos soros antiofidicos, podendo também ser utilizado no controle
em processo para acompanhar a hidrolise pela pepsina.

Os resultados do trabalho indicam também que a legislacdo Brasileira
deveria ser atualizada. E necessario incluir métodos e parametros para a
avaliacdo do teor minimo do fragmento F(ab”), nos soros antiofidicos,
limites para a presenca de IgG e de albumina e o estabelecimento de
controles em processo para as etapas de purificacao.

A revisdo da legislacdo assim como a sua implementacdo deveria ser
acompanhada de um programa de investimentos nos fabricantes
nacionais, para a melhora dos processos de purificagéo, e consequente

melhora da qualidade dos produtos.
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