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RESUMO

Ensaios baseados em microesferas tem sido alvo de inimeros estudos na pesquisa
basica e clinica, utilizando como metodologias tanto a citometria de fluxo como a
plataforma de microarranjos liquidos. No entanto, ainda existe a necessidade de
estudos que visem o desenvolvimento de metodologias de controle de qualidade de
insumos e processos empregados nesses ensaios. Desta forma, a presente tese
teve como objetivo principal desenvolver métodos aplicando a citometria de fluxo
para avaliacdo de anticorpos ligados a fluorocromos e de processos de acoplamento
de anticorpos e/ou antigenos a microesferas. A avaliacdo dos acoplamentos de
anticorpos foi realizada através da citometria de fluxo tradicional e da citometria de
fluxo quantitativa (CFQ). Conjugados anti-lgG-PE e anti-HBSAgQ-PE de diferentes
fabricantes e lotes foram acoplados a microesferas e avaliados durante 18 meses.
Os resultados mostraram que as melhores condi¢cdes de acoplamento foram 5
pHg/mL de anti-lgG-PE e 1:300 de anti-HBSAg-PE e que houve uma variacao entre
os lotes e fabricantes dos conjugados tanto na intensidade de fluorescéncia quanto
na estabilidade. A CFQ se mostrou uma ferramenta fundamental para validacao dos
estudos de estabilidade. A avaliacdo dos acoplamentos de antigenos as
microesferas foi tanto no citbmetro de fluxo FACSCalibur quanto no equipamento
LX200. Para tal, os diferentes antigenos foram acoplados as microesferas em
distintas condicbes de acoplamento. Os resultados mostraram que a melhor
condicdo de acoplamento foi 2 horas na presenca de EDC/NHS. Além disso, todos
0S antigenos apresentaram uma queda significante da marcacdo durante os 18
meses de avaliacdo, sendo essa tendéncia de queda diferente entre as avaliacdes
feitas nos equipamentos FACSCalibur e LX200. Comparando os resultados dos dois
equipamentos, o LX200 apresentou resultados muito mais dispersos que o
FACSCalibur. Desta forma, concluimos que a citometria de fluxo pode ser utilizada
como uma importante ferramenta de controle de qualidade de insumos e processos
utilizados em ensaios de microarranjos liquidos. Além disso, esse protocolo
citofluorimétrico pode ser utilizado na avaliacdo e controle de qualidade de outros

conjugados e processos utilizados em outras tecnologias.

Palavras-chave: Citometria de fluxo. MESF. Microarranjos liquidos. Conjugados.

Antigenos. Controle de qualidade.



ABSTRACT

Bead-based assays have been the focus of numerous studies in basic and clinical
research, using flow cytometry as well as liquid microarray platforms. However,
studies are needed in order to develop methodologies for quality control of reagents
and processes used in these assays. Thus, the present thesis aimed to develop
methods using flow cytometry to evaluate monoclonal antibodies bound to
fluorochromes and coupling processes of antibodies and/or antigens to beads. The
evaluation of antibody coupling to beads was performed by both traditional and
guantitative flow cytometry (QFC). Anti-lgG-PE and anti-HBSAgQ-PE conjugates of
different lots and manufacturers were coupled to beads and evaluated for 18 months.
The results showed that the best coupling conditions were 5 pg/mL for anti-lgG-PE
and 1:300 for anti-HBSAgQ-PE. There was a difference in the fluorescence intensities
and in the stability of different manufactures and lots of conjugates. The CFQ proved
to be an essential tool for validation of stability studies. The evaluation of the
antigens couplings to beads was carried out using FACSCalibur flow cytometer and
the LX200 reader. Different antigens were coupled to the beads using diverse
incubation conditions. The results showed that the best coupling condition was 2
hours. In addition, all antigens showed a noteworthy decrease in the staining during
the 18-month evaluation. This decrease tendency was different between the LX200
and FACSCalibur analysis. Comparing the fluorescence responses between the two
readers, LX200 had more dispersed results than FACSCalibur. Therefore, we
concluded that flow cytometry can be used as an important quality control tool for
reagents and processes used in bead-based assays. Furthermore, this flow
cytometric protocol can be used for evaluation and quality control of other conjugates

and processes used in other biotechnologies.

Keywords: Flow cytometry. MESF. Microarray bead based array. Conjugates.

Antigens. Quality control.
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1 INTRODUCAO

1.1 ANTIGENOS, ANTICORPOS E FLUOROCROMOS

Os anticorpos séo glicoproteinas que se ligam a moléculas ou fragmentos de
moléculas conhecidos como antigenos. Os antigenos sao substancias que podem
ser reconhecidas pelas células T, células B ou ambas através de receptores
representados por anticorpo ou TCR (receptor de célula T) especificos. Enquanto os
antigenos completos ou imundgenos sdo antigenos capazes de ativar uma resposta
imune, os antigenos incompletos ndo sdo capazes de ativar essa resposta
(ALMEIDA, 2015). Os anticorpos, ou imunoglobulinas, sdo produzidos por linfécitos
B e séo constituidos por duas cadeias leves e duas cadeias pesadas. Ligam-se aos
antigenos com um alto grau de especificidade e afinidade através do sitio de ligacéo
ao antigeno localizado nas regides variaveis N-terminais das cadeias leves e
pesadas (ABBAS, 2007). Essas regides variaveis conferem especificidade a uma
Unica porcado do antigeno chamada epitopo (WEINER et al, 2010). Na Figura 1

encontra-se ilustrada a estrutura esquematizada de uma imunoglobulina G (IgG).

Figura 1 — Estrutura esquematizada de uma molécula de anticorpo
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A. estrutura aproximada de uma molécula de 1gG, onde se localizam as
cadeias leves, com suas regibes constantes (CL) e variaveis (VL) e as
cadeias pesadas, com suas regides constantes (CH;, CH, e CH3) e varaveis
(VH). Sitios de ligacdo dos antigenos e porcdes Fab, (Fab’), e Fc da
molécula identificados na Figura. B. Esquema da estrutura bidimensional da
IgG. A. Modificada de https://www.lifetechnologies.com. B. Modificada de
http://imww.blopig.com
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As imunoglobulinas sdo amplamente utilizadas em experimentos in vitro e ou
in vivo visto que a obtencao de reagentes especificos a um determinado antigeno é
um processo ha décadas padronizado (TETIN; STROUPE, 2004). Sua importancia e
utilizacdo foram ainda mais expandidas com a descoberta dos anticorpos
monoclonais e desenvolvimento da tecnologia necessaria para sua producao
(KOHLER; MILSTEIN, 1975; GALFRE et al, 1977; LO et al., 1984).

Os anticorpos monoclonais (AcMns) sdo anticorpos especificos a um
determinado epitopo e séo produzidos utilizando a técnica do hibridoma de células B
(KOHLER; MILSTEIN, 1975, GALFRE et al, 1977; LO et al, 1984). Basicamente, a
técnica para a producdo desses anticorpos consistia na fusdo de linhagens de
mieloma com células de baco de camundongos imunizados com um determinado
antigeno. Essas células B imortalizadas secretavam anticorpos de um unico tipo,
recebendo o nome, entdo, de anticorpos monoclonais (KOHLER; MILSTEIN, 1975;
ALKAN, 2004). A descoberta dessa técnica de hibridomas para a producédo de
anticorpos aumentou a especificidade, a sensibilidade e a capacidade de producéo
dessas moléculas. Hoje em dia, podem ser produzidas em bactérias, leveduras,
células de mamiferos e animais transgénicos. Sua alta especificidade favoreceu seu
UsSO Nao apenas na pesquisa, mas também nos campos do diagndstico e terapia
(TETIN; STROUPE, 2004).

Na terapia, os AcMns sdo utilizados nos tratamentos para cancer, doencas
infecciosas, alergia, asma, algumas doencas autoimunes e em transplantes. Seu
uso se tornou vantajoso visto que sao altamente especificos e mostram alta
afinidade a seus alvos, além de apresentarem efeitos adversos limitados (ALKAN,
2004). Existem varios AcMns licenciados para o tratamento de doencas como
cancer, alergia e doencas autoimunes, como, por exemplo, artrite reumatoide e
doenca de Crohn (DOS SANTOS et al, 2006; SHUKLA et al, 2007; LI et al, 2010;
WEINER et al, 2010). Na pesquisa basica, sdo fundamentais no estudo de
receptores de superficie (fenotipagem celular) e intracelulares e na avaliacdo da
producéo de citocinas intracelulares (SHAPIRO, 2003). Para a area da imunologia, o
descobrimento dessas moléculas representou um avanco singular, gerando novos
conceitos bem como novas hipéteses. Essas moléculas séo utilizadas em inmeros
métodos laboratoriais como imunoensaios, ensaios de purificacdo e identificacdo de

proteinas, marcagdo de antigenos em células e tecidos, purificacdo de células e
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avaliacdo de interacdes antigenos anticorpos (ABBAS, 2007; WEINER et al, 2010).
No campo de diagndstico, sdo fundamentais também na imunocitoquimica,
imunofluorescéncia direta e indireta e citometria de fluxo (REILLY, 1996; TETIN;
STROUPE, 2004). No diagndstico clinico, independente da técnica empregada, 0s
AcMns estdo envolvidos na deteccdo de hormdnios, avaliagdo de alergias,
diagnéstico de doencas infecciosas, avaliacdo de doencas linfoproliferativas,
acompanhamento de pacientes com o virus de imunodeficiéncia humana (HIV),
diagnéstico de doencas malignas como leucemias e linfomas e doencas reumaticas
(SCHMIDT, 1989; SALES; MORAES-VASCONCELOS, 2013).

Uma das aplicacdes dos anticorpos monoclonais é seu uso como ligantes
reveladores de reacdes. Para tal, essas proteinas devem ser conjugadas a outras
moléculas permitindo que a reacdo entre esses anticorpos e seus antigenos
especificos se torne detectavel. Em relacdo aos imunoensaios, esses reveladores da
reacdo incluem radioisétopos e enzimas com Seus respectivos substratos
cromogénicos e, mais recentemente, substratos  fluorogénicos e
guimioluminescentes (TETIN; STROUPE, 2004). Nas tecnologias de microarranjos
liquidos e citometria de fluxo, essas moléculas reveladoras sao corantes

fluorescentes chamados de fluorocromos.

Os fluorocromos sdo compostos fluorescentes que absorvem luz em um
determinado comprimento de onda (excitacdo) e emitem luz em um comprimento de
onda maior (emissédo). O processo de emissdo € conhecido como fluorescéncia.
Essa fluorescéncia se torna bastante Gtil na citometria de fluxo, por exemplo, quando
esses fluorocromos apresentam propriedades biologicas ou estdo acoplados a
anticorpos monoclonais, pois ela permite a “revelagdo” de uma molécula de
superficie ou intracelular ou de uma atividade fisiol6gica da célula. Existem inimeros
fluorocromos disponiveis cada qual com seu respectivo comprimento de onda de
excitacdo e emissdo (BERTHO; FERRAZ, 2013). Entre os marcadores fluorescentes
mais utilizados estdo os corantes organicos (fluoresceina ou FITC, Alexa488 e
cianina5 ou Cy5), as proteinas fluorescentes (R-ficoeritrina ou R-PE e aloficocianina
ou APC), as nanoparticulas de polimeros (FluoSpheres) e o0s nanocristais
semicondutores (Quantum dots) (MAYR; MOSER; KLIMANT, 2009).
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A ficoeritrina (PE) € um dos fluorocromos mais utilizados visto que essas
moléculas sdo altamente fluorescentes e, por isso, despertam um grande interesse
para sua utilizacdo em tecnologias que necessitam de agentes reveladores, como a
citometria de fluxo e imunoensaios. As ficoeritrinas (PES) sao proteinas da familia
das ficobiliproteinas encontradas em algas vermelhas e cianobactérias, tendo um
papel critco no aparato fotossintético desses organismos. A familia de
ficobiliproteinas também é composta pelas ficocianinas e aloficocianinas. Essa
classificacdo é baseada nas propriedades de absor¢cdo e no tipo de bilinas
(croméforos) presentes. Enquanto as PEs apresentam comprimentos de onda
maximos (Amax) de absorcdo entre 540-570 nm, as ficocianinas (PCs) absorvem
entre 610-620 nm, as aloficocianinas (APCs) entre 650-655 nm e as
ficoeritrocianinas (PECS) entre 560-600nm (MUNIER, 2014). Dentre as ficoeritrinas,
as mais utilizadas sdo a R-ficoeritrina (R-PE) e a B-ficoeritrina (B-PE), ambas
apresentando caracteristicas diferentes como origem, espectro de absorcédo e
estabilidade (SHAPIRO, 2003; MUNIER, 2014). Abaixo, estdo descritos alguns
fluorocromos com seus respectivos comprimentos de onda de excitacao e emissao e

os lasers utilizados para excita-los (Quadro 1).

Quadro 1 — Fluorocromos com seus respectivos picos de excitacdo e emisséo e

lasers
Fluorocromo Excitacao Emissao Laser
(nm) (nm) (nm)

Alexa Fluor® 405 401 421 405, 407
Cascade Blue 395 420 334-364, 351-356, 405, 407
Cascade Yellow 400 550 405-407
Pacific Blue 405 455 405-407
Alexa Fluor® 430 433 541 405-407
PerCP 490 570 488
FITC 495 525 488
Alexa Fluor® 488 495 519 488
Alexa Fluor® 532 532 555 514
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PE 562 9575 488, 514, 568
RD-1 564 578 488, 514, 568
Texas Red 595 615 568

Alexa Fluor® 633 630 650 633, 635, 647
Alexa Fluor® 647 647 670 633, 635, 647
APC 650 660 633, 635, 647
Cy5 650 665 633, 635, 647
Alexa Fluor® 660 660 690 633, 635, 647
Cy5.5 675 695 633, 635, 647
Alexa Fluor® 680 680 700 633, 635, 647
Alexa Fluor® 700 700 720 633, 635, 647

Fonte: Modificada de BERTHO; FERRAZ, 2013.

Para que os anticorpos possam ser utilizados como agentes reveladores das
reacoes realizadas em imunoensaios, essas moléculas devem ser acopladas ou as
enzimas (ensaios enzimaticos — ELISA) ou a fluorocromos (ensaios de microarranjos
liquidos e citometria de fluxo), através de processos de conjugacdo. Essa
modificacdo de proteinas, DNA e outros biopolimeros através da marcacdo com
moléculas reveladoras se tornou uma importante ferramenta na imunologia,
histoquimica e biologia celular (BRINKLEY, 1992). Nos ensaios baseados em
anticorpos acoplados a marcadores fluorescentes, a seletividade das interacdes de
ligacdo dos anticorpos é associada a deteccao simples, sensivel e ndo perigosa da
deteccdo da fluorescéncia (HEMPEN; KARST, 2006). Existem varios artigos que
descrevem protocolos de conjugacdo para anticorpos (HOLMES; LANTZ; RUSS,
1997; BRINKLEY, 1992; HAYASHI-TAKANAK et al, 2014) além da disponibilizacao
online (ROEDERER, 2004). Para cada fluorocromo existe um protocolo de
conjugacéao a ser seguido, pois os procedimentos de conjugacédo dependem do tipo
de grupo reativo aderido ao fluorocromo (HOLMES; LANTZ; RUSS, 1997). A Figura
2 mostra o sitio de ligacdo da PE as sulfidrilas das imunoglobulinas para formacgéao
de um conjugado R-PE. Os processos de conjugacdo envolvem uma série de
reacdes quimicas e variam de acordo com a natureza das moléculas e seus

marcadores fluorescentes. Fatores como tipo de grupos reativos da molécula,
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tampdo, solventes, pH, concentracdo de proteina e de fluorocromo e processos de
purificacdo devem ser avaliados e escolhidos de acordo com as caracteristicas de
cada molécula (BRINKLEY, 1992). Os processos de conjugagdo com
ficobiliproteinas, como PE e APC, por exemplo, sdo mais dificeis que os utilizados
para FITC e biotina e se baseiam, de um modo geral, em trés etapas: preparo da
PE, preparo do anticorpo e conjugacao dos dois reagentes modificados (HOLMES,;
LANTZ, RUSS, 1997).

Figura 2 — Esquema de ligacdo da R-PE ao anticorpo

Agente redutor

IgG

o f

PE reativa a sulfidrila Conjugado

Ligacdo da R-PE a sulfidrila da 1gG formando o conjugado IgG-PE. Agente
redutor € um composto que expde as sulfidrilas da IgG. Fonte: Modificada
de http://www.dojindo.com

Em todos os processos de conjugacéo descritos com corantes fluorescentes,
a espectrofotometria € a técnica mais utilizada para avaliar o grau de eficiéncia do
processo de conjugacdo. Esse processo é aplicavel a corantes e outras moléculas
gue apresentam absorcdo de luz acima de 280 nm. A conjugacao é avaliada pela
espectrofotometria pela razdo corante/proteina (razdo D/P - dye/protein), também
conhecida como razao fluorocromo/proteina (razédo F/P) nos corantes fluorescentes.
O calculo dessa razdo se baseia na determinacdo da concentracdo do corante
medida através de sua absorcdo no comprimento de onda maximo especifico e na
determinacdo da concentracdo da proteina através de sua absorcdo a 280 nm
(BRINKLEY, 1992). Embora existam questionamentos sobre essa metodologia,

inclusive a inexatiddo do método ao considerar que o corante sozinho tem
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caracteristicas iguais ao corante ligado a proteina (BRINKLEY, 1992), essa
metodologia ainda é a técnica mais utilizada para avaliar a eficiéncia de um
processo de conjugacao. No que diz respeito a fluorescéncia de conjugados, embora
a razao F/P possa determinar o numero de fluorocromos por molécula de conjugado,
nao necessariamente ela representa a emisséo da fluorescéncia pois esta depende
também da energia de excitacdo (VOGT et al, 2000). Sendo a emissao da
fluorescéncia o desfecho da vasta maioria dos ensaios tanto na pesquisa quanto no
diagnéstico fica este parametro em aberto na avaliacdo da conjugacdo do anticorpo

em questao.

O tipo de fluorocromo a ser utilizado no processo de conjugacdo dependera
do tempo disponivel para executar o processo de conjugacao, do tipo de fontes de
excitacao disponiveis, no caso da citometria de fluxo, o tipo de laser do equipamento
gue sera utilizado, da quantidade de antigeno a ser avaliada e da presenca ou nao
de combinacdes de fluorocromos para analise multiparamétrica (HOLMES; LANTZ,
RUSS, 1997). Além disso, caracteristicas como brilho e estabilidade sdo parametros
importantes na escolha do melhor corante a ser utilizado em uma determinada
técnica (MAHMOUDIAN et al, 2011). Diversos trabalhos tém apontado diferencas
nessas caracteristicas em relacdo ao tipo de fluorocromo como também aos efeitos
apos exposicao a luz, diferentes pH e temperaturas (PATSENKER et al, 2008;
MAYR; MOSER; KLIMANT, 2009; GONZALEZ-RAMIREZ et al, 2014; MUNIER et al,
2014). No caso de estudos com células vivas, além do brilho e da estabilidade,
devem ser avaliados também os efeitos da conjugacdo na funcdo da proteina assim
como a possivel ligacdo do corante a outros elementos celulares (HAYASHI-
TAKANAKA et al, 2014).

Um equipamento que tem sido amplamente utilizado para avaliar e quantificar
a ligacdo de anticorpos a antigenos diversos e vice versa € o citbmetro de fluxo.
Desta forma, tendo em vista a relevancia deste equipamento no contexto desta tese,

segue uma sucinta descricdo da citometria de fluxo.
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1.2 CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo pode ser definida como um processo onde
caracteristicas fisicas e/ou quimicas de células sdo medidas individualmente, a
medida que essas células passam através de um fluxo aquoso continuo, no interior
de uma camara especial, onde sdo entdo interceptadas por um feixe de laser.
Podem ser avaliados inimeros parametros entre eles: tamanho e granularidade,
contetdo de DNA, atividade enziméatica, integridade de membrana, pH intracelular e
expressdo de moléculas intracelulares e de superficie. Alguns parametros,
denominados intrinsecos, ndo necessitam de reagentes para serem evidenciados
como € o caso do tamanho celular, por exemplo. Outros, os parametros extrinsecos,
necessitam de reagentes fluorescentes para serem mensurados, como, por
exemplo, a expressao de determinadas moléculas de superficie (SHAPIRO, 2003). A
citometria de fluxo tem sido uma ferramenta bastante utilizada nas diversas areas da
biologia, sendo de fundamental importancia na pesquisa basica; no diagnostico
clinico de diversas sindromes hematopoiéticas; no estudo de bactérias, virus e
protozoarios; na imunofenotipagem de células em cultura ou de sangue periférico de
individuos ou animais; em testes farmacopeicos; em testes alternativos a
experimentacdo animal; na microbiologia sanitaria e ambiental; na microbiologia de
alimentos e etc. (SHAPIRO, 2003; BARTH et al, 2008; WICZLING; AIT-OUDHIA;
KRZYZANSKI, 2009; JUNG et al, 2010; BERTHO; FERRAZ, 2013; SOHIER et al,
2014).

Os citdbmetros de fluxo sdo equipamentos compostos por uma ou mais fontes
de luz (lasers), um sistema o6tico com filtros e espelhos, um sistema fluidico e um
sistema de fotossensores/eletronica. Os lasers sdo responsaveis pela excitacdo dos
fluorocromos. O sistema Otico é composto por filtros e espelhos, que séo
responsaveis pelo direcionamento da luz emitida pelos fluorocromos e pela
dispersdo da luz relacionada as caracteristicas fisicas das células, representando o
tamanho (dispersao frontal) e a granularidade intracelular (disperséo lateral). O
sistema fluidico é formado por um fluxo continuo de salina, regulado por pressao,
gue é responsavel pelo transporte das células para uma camara onde as particulas
ou células séo interceptadas pelo(s) feixe(s) do(s) laser(s). Ja os fotossensores
(detectores) e os componentes eletrdnicos sdo responsaveis pela deteccdo dos

sinais gerados pelo sistema 6tico, conversdo dos sinais em pulsos elétricos e
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monitoramento/controle do funcionamento do equipamento (BERTHO; FERRAZ,
2013). Hoje existem diversos equipamentos disponiveis no mercado, sendo esses,
citbmetros analisadores (bench-top analyzers) ou citdmetros de fluxo separadores
de células (cell sorters). A medicdo de cada detector € denominada na citometria de
parametro, ou seja, forward scatter (tamanho), side scatter (granularidade) e
fluorescéncia (BERTHO; FERRAZ, 2013). A Figura 3 mostra um desenho
esquematico de um citbmetro de fluxo, com seus lasers, filtros e lentes, o sistema

fluidico, os detectores e sistema eletronico.

Figura 3 — Desenho esquematico do citbmetro de fluxo

Sistema fluidico

Filtros Detectores

L _BESC

Lentes 1 ‘PMT
(FL-1)_ ’

PMT
Filtros (FL-2)| :
PMT
(FL-3)

F— PMT
(FL-4)

SSC

I = - —

Detector

Esquema de um citbmetro de fluxo com dois lasers: 635nm e 488nm.
llustrado tanto o seu sistema fluidico quanto o sistema 6tico contendo filtros
e lentes. Os detectores dos parédmetros SSC, FSC, FL-1 a FL-4 e sistema
eletrénico também estdo ilustrados. Modificada de
http://www.abdserotec.com

Na citometria de fluxo tradicional, a imunofenotipagem fornece medidas
semiquantitativas da expressdo ou ndo de determinados marcadores ou a sua
expressao em alta ou baixa intensidade (RIGATO; BRITO, 2013). Essas medidas
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semiquantitativas séo evidenciadas através de valores como percentuais, medias e
coeficientes de variacdo de células positivas ou negativas demonstrados em

histogramas mono e biparamétricos.

No entanto, recentemente, além da citometria de fluxo tradicional, um novo
protocolo citofluorimétrico foi desenvolvido e denominado citometria de fluxo
quantitativa (CFQ). A CFQ ¢ definida pela medigcédo calibrada da intensidade de
fluorescéncia de particulas marcadas, podendo ser células ou microesferas, de
modo a determinar o nimero real de fluorocromos (ou conjugados fluorocromos-
proteinas) ligados a cada particula. Tais medi¢Bes sdo feitas através da avaliacdo
dos valores de moléculas de fluorocromo soluvel equivalente chamadas de MESF
(Molecules of Equivalent Soluble Fluorochrome), expressas pelo numero de
moléculas de fluorocromos na solugdo, necessarias para produzir a mesma
intensidade de fluorescéncia medidas na particula marcada (HENDERSON et al,
1998; WANG et al, 2002).

Os estudos sobre as MESF se baseiam na equivaléncia entre 0 numero de
fluorocromos em duas solucdes onde uma delas € uma suspenséo de microesferas
marcadas e a outra uma amostra desconhecida (SCHWARTZ et al, 2002; WANG et
al, 2002). Desta forma, o valor real de intensidade de fluorescéncia de uma amostra
desconhecida é calculado a partir do momento que as amostras sao analisadas nas
mesmas condicbes que os padrées de MESF, sendo estes valores determinados
através da extrapolacdo de uma curva de calibracdo construida a partir dos padrées
de MESF. Uma vez que o citdmetro de fluxo esteja calibrado, a analise dos padrbes
de microesferas permite a construcdo de uma curva de calibracdo que relaciona o
namero do canal do histograma ao valor de MESF. Esta curva pode ser usada para
ler os valores de MESF de histogramas de fluorescéncia de amostras
desconhecidas, baseada numa analise canal a canal, ou para caracterizar a
intensidade de fluorescéncia total de uma populacdo usando a média ou a mediana
da distribuicdo. Os mesmos parametros do citbmetro devem ser mantidos para 0s
padrdes e a amostra desconhecida. Qualquer alteracdo no ganho e/ou na voltagem
dos fotomultiplicadores (PMTS) e nos parametros de compensacao requer nova
curva de calibracéo (VOGT et al, 2000).
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Diversos trabalhos tém utilizado a CFQ como ferramenta de estudo nas
diversas areas de pesquisa, terapia e diagnostico. KAY e colaboradores (2006)
demonstraram que a expressdo de ZAP-70, uma proteina que tem sido apontada
como um marcador do prognostico da leucemia linfocitica cronica, pode ser avaliada
pela CFQ e que os pacientes com altos niveis de ZAP-70 apresentam periodo mais
curto de progressdo da doenca quando comparados a pacientes com baixa
expressdo de ZAP-70. Além disso, a CFQ é capaz de fornecer dados mais
especificos e reprodutiveis, tornando a analise de ZAP-70 mais eficiente. CHAN e
colaboradores (2007) descreveram um protocolo para avaliagdo dos niveis de CD20
na superficie de linfocitos B apés terapia com o anticorpo monoclonal Rituximab. De
fato, o tratamento efetivo com este anticorpo mascara a expressdo de CD20. Os
autores propdem que a qualificacdo dos niveis de CD20 pela CFQ poderia ajudar a
determinar a eficacia da terapia e dar subsidios para a escolha da dose e esquema
da terapia. Ja WANG e colaboradores (2006), comparando células B normais as
células B de pacientes com leucemia cronica linfocitica, demonstraram que a
expressao de CD20 pode ser quantificada pela CFQ utilizando a expressao de CD4
como calibrador biologico. MOBARREZ e colaboradores (2010) descreveram um
método para avaliacdo de microparticulas originarias de plaquetas através da CFQ.
Os autores discutem que o0s métodos existentes para 0 estudo dessas
microparticulas ndo apresentam padronizacdo tornando a comparacgao entre estudos
muito dificil e que o estudo de MESF apresentou uma queda consideravel da
variabilidade quando comparado ao método tradicional de registro do numero de
microparticulas. Além disso, a CFQ possibilitou a comparacao dos resultados entre
instrumentos e laboratérios diferentes. ISHIDA e colaboradores (2010) utilizaram a
CFQ para avaliar os titulos de anticorpo anti-HLA (anticorpo contra antigeno de
leucocito humano) em individuos submetidos a transplante de rim e demonstraram
gue pacientes com valores de MESF altos (acima de 3000) para anticorpos
especificos do doador, apresentaram alta incidéncia de rejeicdo mediada por
anticorpo, enquanto os pacientes com niveis de MESF abaixo de 3000 nao
apresentaram rejeicdo. Desta forma, a CFQ pode fornecer dados mais precisos para
avaliacdo de rejeicdo de enxertos antes de transplantes de rim. GRITZAPIS e
colaboradores (2003) desenvolveram um método para detectar e quantificar
receptores de estrogénio e progesterona em linhagens de tumores de mama, o que

pode ser util no desenho de protocolos clinicos de tratamento. Em 1997, LIU e
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colaboradores demonstraram niveis mais elevados da expressdo de CD38 em
células CD8+ de pacientes HIV" associados ao risco de progressdo para AIDS e
sugeriram que o CD38 poderia ser um marcador Util no acompanhamento clinico de

pessoas HIV".

Em suma, as aplicacdes da CFQ percorrem desde o estudo de respostas
imunes a biofarmacos, expressdo de antigenos de superficie em células de
individuos HIV® ou pacientes portadores de leucemias a calibracdo e verificagdo da
linearidade dos equipamentos (MITTAG; TARNOK, 2009). Existem diferentes
técnicas propostas para esta avaliacdo quantitativa, cada uma tendo seus problemas
e melhorias a serem alcancadas, apontando sempre para a necessidade de uma
padronizacdo no que diz respeito aos instrumentos, reagentes (anticorpos e
microesferas) e células a serem estudadas (GRATAMA et al, 1998; WANG et al,
2008).

A utilizacdo de microesferas acopladas a diferentes ligantes como anticorpos,
antigenos, citocinas, produtos de PCR e reacdes enzimaticas para a deteccédo de
reacdes multiteste por citometria de fluxo tem sido largamente descrita (KELLAR;
IANNONE, 2002). A presenca de propriedades como faixas de tamanho,
estabilidade, uniformidade e capacidade de absorver e reter corantes fluorescentes
fez com que essas particulas fossem rapidamente adaptadas para o estudo de
reacdes multiteste por citometria de fluxo. Entre alguns trabalhos, podemos citar o
estudo de JANI e colaboradores (2002) que discute o impacto que a utilizacdo de
ensaios multiteste com microesferas acopladas a antigenos poderia ter no
diagnostico e acompanhamento de doencas infecciosas em paises pobres. Nesse
contexto, as vantagens da citometria de fluxo como alta capacidade de
processamento, possibilidade de quantificacdo, necessidade de pequeno volume de
amostra, alta reprodutibilidade, alta sensibilidade associada a capacidade de realizar
multiplos testes simultaneamente tornaria 0 processo diagnéstico mais rapido e
barato. Ensaios baseados em microesferas utilizando a citometria de fluxo podem
ser mais sensiveis que imunoensaios tradicionais, mais baratos devido a reducao de
custos com o tempo de realizacdo, consumiveis e custo do ensaio, mais rapidos
através da utilizacdo de anticorpos de alta afinidade, quantitativos e reproduziveis
(JANI et al, 2002). Recentemente, SOUSA e colaboradores (2013) desenvolveram

um ensaio sorologico utilizando antigenos recombinantes de Leishmania acoplados
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a microesferas e citometria de fluxo. O ensaio aumentou o desempenho do
diagnéstico sorologico de leishmaniose canina, pois foi capaz de detectar animais

infectados que eram soronegativos nos testes sorolégicos convencionais.

As trés tecnologias mais utilizadas para ensaios baseados em microesferas
sdo Luminex XMAP (Luminex, TX, USA), CBA (cytometric bead array, Becton &
Dickinson — BD, CA, USA) e VeraCode™/ BeadXpress (lllumina, CA, USA) cada
uma com caracteristicas especificas quanto ao tamanho e composicao das
microesferas, tipo de processo de conjugacdo a sua superficie, deteccdo de
fluorescéncia, capacidade multiteste e aplicagbes (HSU; JOOS; KOGA, 2009). As
trés tecnologias apresentam equipamentos especificos para a leitura das reacoes,
mas as microesferas da Luminex xMAP e CBA podem ser avaliadas também por
citbmetros de fluxo tradicionais desde que esses equipamentos apresentem lasers
com comprimentos de onda entre 488 nm e 635 nm para a excitacdo dos
fluorocromos de identificacdo das microesferas e dos conjugados reveladores das

reacoes.

1.3 IMUNOENSAIOS BASEADOS EM MICROARRANJOS

Os imunoensaios do tipo multiteste foram desenvolvidos com o objetivo de
aumentar as informacdes médicas diagnoOsticas e progndsticas por meio de
estratégias de deteccdo de mdultiplos alvos em uma mesma amostra, aliando
miniaturizacdo e paralelismo em um Unico po¢o. AssSim como 0S ensaios
individualizados, cujo maior representante é o ELISA - enzyme linked
immunosorbent assay, os multitestes se baseiam na imobilizacédo de proteinas para
captura de moléculas em amostras e posterior revelacdo através de ligantes
marcados. Existem duas classes de imunoensaios multiteste: os arranjos solidos e
liquidos (ELLINGTON et al, 2010; YIGITBASI 2012). No primeiro formato, os
anticorpos de captura sdo imobilizados em uma matriz bidimensional (em geral
placas ou laminas) e no segundo os anticorpos séo ligados a diferentes microesferas
(beads). Os ensaios de microarranjos liquidos também s&o conhecidos como
ensaios em suspensdao, baseados em microesferas ou MBAA - multiplex bead array
assays (HSU; JOOS; KOGA, 2009; ELLINGTON et al, 2010; YIGITBASI, 2012).
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As reacBes de microarranjos liquidos se baseiam na utlizacdo de
microesferas fluorescentes de poliestireno, magnéticas ou ndo, com diferentes
tamanhos, como suporte para moléculas de captura. As microesferas podem
apresentar grupos funcionais capazes de propiciar acoplamentos de proteinas,
peptideos, oligonucleotideos e polissacarideos (KELLAR, IANNONE, 2002). No caso
da tecnologia Luminex XMAP, cada microesfera apresenta proporcoes distintas de
dois corantes fluorescentes, um vermelho e outro infravermelho. A combinacao de
dez diferentes intensidades desses dois corantes fornece 100 cédigos diferentes de
microesferas. A Figura 4 mostra o esquema dos possiveis codigos de microesferas
disponiveis de acordo com as combinagfes de intensidades dos dois corantes. Os
corantes sao excitados por um laser 635 nm que emitem fluorescéncia em diferentes
comprimentos de onda, tornando sua identificacdo possivel. Aléem disso, a particula
€ excitada também por um laser de 532 nm, o qual excita a molécula reveladora que
pode ser um antigeno ou um anticorpo ligado a outro fluorocromo, como PE, por
exemplo (HSU; JOOS; KOGA, 2009).

Figura 4 — Padrao de identificacdo das microesferas da Luminex
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Desenho esquematico das microesferas de acordo com as intensidades do
corante vermelho (eixo X) e do corante infravermelho (eixo Y). Cada circulo
representa um codigo de microesfera de acordo com as diferentes
intensidades dos corantes vermelho e infravermelho, fornecendo uma
identificagdo Unica para cada codigo que sera reconhecida pelo
equipamento LX200. Fonte: Modificada de http://www.luminexcorp.com.
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A Figura 5 mostra 0 esquema béasico de uma reacdo para deteccdo de
anticorpos em uma amostra utilizando microesferas acopladas com um antigeno
especifico. Em resumo, para a realizacdo dos ensaios, cada grupo de microesferas
€ acoplado a uma molécula de captura especifica (etapa 1) e, posteriormente,
exposto ao soro de um individuo ou sobrenadante de cultura contendo a molécula-
alvo a ser detectada, que pode ser, por exemplo, um anticorpo ou um antigeno. Se a
molécula-alvo estiver presente no soro ou sobrenadante, esta se ligara
especificamente as moléculas de captura acopladas as microesferas (etapa 2). A
ligacdo serd revelada pela utilizagdo de um anticorpo secundario conjugado ao
fluorocromo (etapa 3). Se ndo houver a formacdo do complexo antigeno-anticorpo
(etapa 2), ndo havera formacédo do complexo antigeno-anticorpo + conjugado (etapa
3) e a reacdo sera negativa, ou seja, nao havera fluorescéncia do conjugado a ser

detectada pelo detector de reacéo (etapa 4).

Figura 5 — Etapas da reacdo microarranjos liquidos
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Etapa 1. acoplamento; etapa 2: formacgdo antigeno anticorpo; etapa 3:
revelagdo com o conjugado; etapa 4: deteccdo. LX200: fluxo de
microesferas (beads), os lasers verde (532 nm) e vermelho (635 nm),
detectores de fluorescéncias 1 e 2 das beads (detector 1 e 2 bead), detector
da reagdo e detector de dispersdo. Fonte: Modificada de
http://www.ebioscience.com.
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Os microarranjos liquidos séo ideais para a avaliacdo de dezenas de alvos
em uma unica amostra. Nos ultimos anos, essa tecnologia vem sendo cada vez mais
utiizada e os inumeros trabalhos publicados demonstram a habilidade dessa
plataforma para a deteccdo dos mais variados analitos e a forte tendéncia em
direcdo a sua adocdo como método diagndstico nos mais variados temas, como por
exemplo: HLA para transplantes, leucemias cronicas, diagnostico microbiologico e
alergias (VIGNALI, 2000; KELLAR; IANNONE, 2002; KAY et al, 2006; TAIT et al,
2009; HSU; JOOS; KOGA, 2009; ISHIDA et. al., 2010; YIGITBASI, 2012; TIGHE et
al, 2013).

Diferentes grupos de pesquisa tém comparado o desempenho de ensaios em
formato multiteste com os tradicionais ELISA e demonstrado as vantagens de sua
utilizacéo, relacionadas a capacidade multiteste, a reprodutibilidade, simplicidade,
sensibilidade e a substancial reducdo de custos e de volume da amostra analisada
(VIGNALI, 2000; ELSHAL; MCCOQY, 2006; KINGSMORE, 2006; LENG et al, 2008;
TIGHE, 2013). Apesar das vantagens, 0s ensaios multitestes necessitam de
validacdo rigorosa da configuracdo do ensaio e de seu desempenho. Neste
contexto, a selecdo e imobilizacdo dos ligantes as microesferas, a calibracdo do
ensaio, a determinacdo dos periodos de incubacédo, a reducédo de reacao cruzada
entre 0s ensaios e a ligacéo inespecifica de proteinas séo fatores importantes que
devem ser determinados para assegurar um bom desempenho do ensaio multiteste
(ELLINGTON et al, 2010).

1.4 CONTROLE DE QUALIDADE

A padronizacdo de métodos e o desenvolvimento de técnicas de controle de
gualidade para protocolos de citometria de fluxo vém sendo discutidos ha algum
tempo. No caso de laboratérios hematolégicos, por exemplo, a citometria de fluxo
substituiu muitos testes laboratoriais convencionais devido a maior acuracia,
sensibilidade e rapidez dos testes citofluorimétricos em relacdo aos tradicionais.
Entretanto, sdo observadas discrepancias em alguns resultados devido a falta de
protocolos ndo padronizados e controle de qualidade adequado. Entre os
importantes aspectos a serem controlados estdo o desempenho dos equipamentos e

0s reagentes, em particular, os anticorpos monoclonais (D’HAUTCOURT, 1996).
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A citometria de fluxo tem sido proposta como uma ferramenta importante no
estudo de protocolos de controle de qualidade, na &rea de processos e/ ou produtos
da industria de alimentos (COMAS-RIU; RIUS, 2009; SOHIER et al, 2014), de
produtos imunoterapicos para cancer (RANDLEV et al, 2010), de avaliagdo de
poténcia para eritropoietina (WEI et al, 2007; BARTH et al, 2008) e de protocolos e
ensaios em laboratorios clinicos (CAREY; OLDAKER, 2007; LYSAK et al, 2010).
Diversos estudos tém apontado para a necessidade de desenvolvimento de técnicas
mais sensiveis e da importancia de programas de qualidade para obtencdo de
resultados satisfatorios nos laboratdrios clinicos (LYSAK et al, 2010), necessidades
essas que sao compartilhadas com outras areas como producdo e controle de
qualidade de processos e insumos, inclusive em Orgdos de vigilancia sanitaria

responsaveis por analisar produtos para a saude e seus processos de fabricacéo.

Assim como os protocolos de citometria de fluxo, os imunoensaios baseados
em microarranjos liquidos necessitam de controle de qualidade para sua validacao.
Ainda existem poucos materiais e procedimentos para o controle de qualidade dos
ensaios na plataforma de microarranjos liquidos, havendo a necessidade de
desenvolvimento de validacbes e controles de qualidade adequados para que esta
tecnologia alcance o mercado diagnéstico in vitro (ELLIGNTON et al, 2010). Neste
contexto, a citometria de fluxo pode ser uma importante ferramenta para avaliar
materiais e processos utilizados nas reacdes de microarranjos liquidos ja que ambas
sdo capazes de realizar estudos baseados em microesferas (VIGNALI, 2000;
KELLAR; IANNONE, 2002; HSU; JOOS; KOGA, 2009; TIGHE et al, 2013). Essas
microesferas tém sido ferramentas importantes para a citometria de fluxo
apresentando aplicacdes tanto na avaliacdo de linearidade e sensibilidade de
equipamentos como na avaliacdo de numero de células e determinacdo de MESF.
Para cada aplicacdo existem varios tipos de microesferas e fabricantes (MITTAG,;
TARNOK, 2009). Desta forma, a utilizacdo de microesferas e citometria de fluxo
associadas aos ensaios de microarranjos liquidos podem fornecer dados
complementares importantes podendo servir como parametros de aceitabilidade e

acompanhamento dos insumos e/ou processos.
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1.5 VIGILANCIA SANITARIA

No contexto da Vigilancia Sanitéria, as medidas de controle de qualidade
devem garantir a producdo de Ilotes de medicamentos, drogas, insumos
farmacéuticos e correlatos, produtos de higiene, cosméticos, perfumes, saneantes
domissanitarios e produtos destinados a correcdo estética e outros que satisfagcam
as normas de atividade, pureza, eficacia e inocuidade (Brasil, 1976). Embora a lei
6360/76 (Brasil, 1976) determine que sejam aplicadas medidas de controle que
verifiquem a qualidade das matérias-primas ou substancias, tal garantia, algumas
vezes, nao pode ser 100% assegurada apenas com as metodologias convencionais
jA estabelecidas. A utilizacdo de metodologias mais modernas é um importante
avanco para o desenvolvimento de técnicas com maior sensibilidade para controle
de qualidade de produtos e processos, e desta forma, contribui para a garantia de
gualidade dos produtos oferecidos a populacdo. A introducdo de novas metodologias
nessa area tem uma posicao de destaque, visto que cada vez mais, encontramos
novos produtos sendo lancados no mercado com tecnologias de ponta e sem
protocolos de analise de controle de qualidade adequados para tais avaliagcdes.

O desenvolvimento de ferramentas de controle de qualidade utilizando a
citometria de fluxo traz uma importante contribuicdo para a avaliacdo de insumos e
processos visto que essa tecnologia apresenta grande aplicabilidade, alta
sensibilidade e acuracia. Insumos como antigenos e conjugados bem como
processos relacionados a conjugacdo de anticorpos a fluorocromos, além de
reacdes imunologicas realizadas em kits de diagndstico podem ser facilmente
avaliadas por essa tecnologia. Essa avaliagdo pode ser aplicada durante o
desenvolvimento do produto, durante os processos de registro desses novos
produtos junto a ANVISA bem como no controle de qualidade posterior, através de
analises de controle e/ou fiscais desses produtos. O desenvolvimento de novas
ferramentas de controle de qualidade contribui, de forma significativa, com o sistema
de vigilancia através da introducdo de novas tecnologias de controle de qualidade
gue poderdo assegurar, com eficiéncia e reprodutibilidade, a seguranca e eficacia
dos produtos para saude desenvolvidos e/ou testados em nossa instituicao,
consolidando a importancia da citometria de fluxo nos estudos de controle de

gualidade, estudos estes pouco desenvolvidos na FIOCRUZ.



37

2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Desenvolver métodos citofluorimétricos para avaliagdo de anticorpos
monoclonais ligados a fluorocromos e de processos de acoplamento de anticorpos
e/ ou antigenos a microesferas, para que possam ser aplicados nos projetos em
desenvolvimento na FIOCRUZ.

2.2 ESPECIFICOS

- Desenvolver um método citofluorimétrico para avaliagcdo da eficiéncia dos
processos de acoplamento de microesferas a antigenos e anticorpos que possa ser

utilizado como parametro de controle de qualidade desses processos.

- Desenvolver um meétodo de CFQ para avaliacdo dos conjugados ligados ao

fluorocromo PE.

- Determinar a eficiéncia da citometria de fluxo tradicional e da CFQ como controle
de qualidade de conjugados (avaliacao de diferencas lote a lote e de conjugados de

fabricantes diferentes).

- Verificar a aplicabilidade dos métodos citofluorimétricos como parametro de

acompanhamento da estabilidade dos conjugados.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 AMOSTRAS E REAGENTES

3.1.1 Microesferas, conjugados e antigenos

Foram utilizadas microesferas magnéticas (xMAP®, Luminex) de diferentes
numeros de identificacdo (012, 027, 035, 065, 070), acopladas ao anticorpo de cabra
anti-lgG humana ligado a ficoeritrina (anti-lgG-PE); ao anticorpo contra o antigeno
de superficie da hepatite B ligado a ficoeritrina (anti-HBSAg-PE); ou aos antigenos
especificos a doencas infecciosas e parasitarias. Cada namero de identificacéo
representa uma populacdo de microesfera com intensidades diferentes de dois
corantes internos fornecendo uma identidade especifica para cada populacéo,
tornando possivel a realizacdo de ensaios multiplos em um Unico poco. Os lotes
testados de microesferas foram: 012- B18738, 027- B23910, 035- B18308 e B21752,
039- B20966, 065- B15928 e B22601, 070- B18006. Para os acoplamentos de
anticorpos as microesferas foram empregados os codigos 012, 027, 065 e 070 e
para os acoplamentos de antigenos o codigo 035. Foram avaliados seis conjugados
anti-lgG-PE diferentes, sendo quatro lotes de um fabricante (Al, A2, A3 e A4) e dois
lotes de outro fabricante (B1 e B2). Quanto aos conjugados anti-HBSAg-PE, foram
testados dois anticorpos de fabricantes diferentes (C e D). Em relacdo aos
antigenos, foram estudados os seguintes antigenos: Trypanossoma cruzi (AgTc),
virus da imunodeficiéncia humana (AgHIV), virus linfotrépico da célula humana
(AgHTLV), Treponema pallidum (AgTp), virus da hepatite C (AgHCV) e virus da
hepatite B (AgHBV). No caso dos antigenos de Trypanossoma cruzi, foram
estudados dois antigenos diferentes AgTcl e AgTc2. Com excecao do AgTc2, todos
0s antigenos utilizados séo proteinas recombinantes. Os antigenos e os fabricantes
nao foram identificados por questdes de sigilo, visto que esses insumos sao
componentes de um kit em desenvolvimento em Bio-Manguinhos/ FIOCRUZ com

acordo de sigilo firmado.
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3.1.2 Soros

Foram obtidas amostras de soros provenientes de painéis soroldgicos
reagentes para Trypanosoma cruzi, HIV, HLTV, Treponema pallidum, HCV e HBV.
Os painéis sorologicos fazem parte do portfélio de produtos de Bio-Manguinhos e
sdo produzidos para atender as demandas do Ministério da Saude, através de
convénios que permitem sua distribuicdo para os laboratérios e hemocentros da
rede publica. Esses produtos se destinam a programas de controle de qualidade ou
avaliacdo externa de qualidade (AEQ).

Aliquotas de soros reagentes para os antigenos acima foram separadas e
estocadas a -20 °C até o momento de uso. O volume separado para cada soro foi o
suficiente para realizacdo de duas reacdes, de modo que a aliquota ndo sofresse
mais que dois ciclos de descongelamento. O mesmo soro reagente para AgTc,
AgHIV, AgHTLV, AgTp, AgHCV e AgHBYV foi utilizado para a avaliagdo de cada

antigeno durante os 18 meses de avaliacao.

3.2 ACOPLAMENTO DAS MICROESFERAS

A técnica de acoplamento das microesferas aos antigenos e/ou anticorpos foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por FONSECA et al. (2011), com
algumas alteracfes, conforme descrito abaixo nos itens 3.2.1 Acoplamento dos

antigenos e 3.2.2 Acoplamento dos anticorpos.

3.2.1 Acoplamento dos antigenos

A partir de uma solucdo estoque de 1,25 x 10’ microesferas/mL, 10°
microesferas (80 pL) foram distribuidas em placas de 96 pocos fundo chato (Nunc) e
lavadas com 200uL de agua bidestilada. Apds a lavagem, foram adicionados 80 pL
de tampao bicarbonato de sédio (Merck) (AgsTc, AgHIV, AgHCV, AgHBV) ou
tampdo MES (AgHTLV e AgTp) (tampdo de acoplamento). Para estabilizacdo e
ativacdo das microesferas, foram acrescentados a esse tampao de acoplamento 10
pL de 1-ethyl-3-[3 dimethylaminopropyl] carbodiimide hidrochloride (EDC - Thermo) e
10 pL de N-hidroxysulfosuccimide (sulfo-NHS - Thermo) (tampé&o de ativag&o). No
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caso das amostras sem EDC/NHS, foram adicionados 20 pL de 4gua WFI (water for
infusion). Apdés 20 minutos de incubacao a temperatura ambiente e no escuro, foram
adicionadas as concentracbes de antigenos em um volume final de 100 pL de
tampéo fosfato (PBS) com Tween 20 (Merck) 0,02%, albumina do soro bovina (BSA)
1% (Amresco) e azida sodica 0,05% (Merck) (PBS+Tween+BSA+NaAz - tampao de
lavagem). Esses antigenos foram titulados no processo de padronizacdo dos
ensaios da plataforma de microarranjos liquidos no ambito de um projeto em
desenvolvimento em Bio-Manguinhos/ Fiocruz. A suspensado foi incubada por 2
horas em agitacdo, a temperatura ambiente. ApGs esta incubacdo, as microesferas
foram lavadas duas vezes com 200 pL de tampéo de acoplamento/ lavagem, a
concentracdo ajustada para 10°/mL e estocadas em tubos low binding de 1,5 mL
(USA Scientific), a 2-8°C, protegidas da luz. O volume final das aliquotas variou de
acordo com o rendimento da técnica de acoplamento. As microesferas acopladas
permaneceram, pelo menos, 24 horas armazenadas antes da realizacdo dos
ensaios. Todas as lavagens foram realizadas utilizando lavadora de placas com
suporte magnético (HydroFLEX, TECAN) (Figura 6).

3.2.2 Acoplamento dos anticorpos

A partir de uma solucdo estoque de 1,25 x 10’ microesferas/mL, 10°
microesferas (80 pL) foram distribuidas em placas de 96 pocos fundo chato (Nunc) e
lavadas com 200 pL de agua bidestilada. Apos a lavagem, foram adicionados 80 pL
de tampao de lavagem (PBS+Tween+BSA+AzNa) e, para estabilizacdo e ativacéo
das microesferas, foram adicionados 10 pL de EDC e 10 pL de sulfo-NHS (tampéao
de ativacdo). Apos 20 minutos de incubacgéo, a temperatura ambiente, no escuro, e,
apos duas lavagens com tampao de lavagem, foram adicionadas as quantidades de
anticorpo descritas abaixo em um volume de 100 puL de PBS (tampdo de
acoplamento). Para anti-lgG-PE foram utilizadas quatro concentracfes distintas de
acoplamento (0,5 pg/mL, 1,5 pg/mL, 2,5 pug/mL, 5 pg/mL) enquanto para 0s
conjugados anti-HBSAg-PE foram avaliadas trés dilui¢cdes distintas de uso (1:3000,
1:1000 e 1:300) a partir de solucdes estoque de 1 mg/mL (conjugado C) e 2,7
mg/mL (conjugado D). A suspensdo foi incubada por 2 horas em agitacdo, a

temperatura ambiente. ApoOs esta incubacdo, as microesferas foram lavadas duas
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vezes com 200 pL de tamp&o de lavagem, a concentracdo ajustada para 10%/mL e
estocadas tubos low binding de 1,5 mL, a 2-8 °C, protegidas da luz. O volume final
das aliquotas variou de acordo com o rendimento da técnica de acoplamento. As
microesferas acopladas permaneceram, pelo menos, 24 horas armazenadas antes
da realizacdo dos ensaios. Todas as lavagens foram realizadas utilizando lavadora
de placas com suporte magnético (HydroFLEX, TECAN) (Figura 6).

Figura 6 — Técnica de acoplamento das microesferas com antigenos ou anticorpos
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Adaptado de Souza, 2015.

3.3 ENSAIO DE MICROESFERAS ACOPLADAS AOS ANTIGENOS

Em cada poco da placa de 96 pocos de fundo chato, foram adicionados 50 uL
de microesferas acopladas a cada antigeno (2000 microesferas/ poco) e 50 pyL da
diluicdo dos soros (1:100). Cada coluna da placa recebeu um antigeno e o soro
reagente para aquele antigeno, com excecdo das colunas controle. Ap6s uma
incubac&o por 15 minutos, a 37 °C, sob agitacéo e ao abrigo da luz, as microesferas
foram lavadas duas vezes com 100 pL de tampdo de lavagem
(PBS+Tween+BSA+NaAz). Apdés a adicdo de 100 pL do conjugado anti-lgG-PE
(Sigma), na diluicdo 1:400, as microesferas foram incubadas por 15 minutos, a 37
°C, sob agitacdo e ao abrigo da luz. Apo6s esta incubacéo, o liquido da reacéo foi

aspirado na lavadora de placas e as microesferas foram ressuspensas em 100 uL de
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da solucéo eletrolitica IsoGen (Biotek), tampado utilizado no sistema fluidico de
citbmetros de fluxo composto de sais de sodio, sal de potassio e conservante. O
conteldo dos sete pocos de cada antigeno (linhas A-G) foram misturados e
colocados em tubos de 2mL (collection tubes, Qiagen) para concentracdo das
microesferas em estante de campo magnético (Promega). Apos 2 minutos, 500 pL
de IsoGen foram aspirados com pipeta, 0s tubos retirados da estante magnética e os
200 pL restantes distribuidos em microtubos de diluicdo (Scientific Specialities Inc.)

para leitura no citbmetro.

O poco restante de cada antigeno (fileira H) foi lido no equipamento LX200
(Luminex Corp.), de acordo com as instru¢cdes de uso. Os dados obtidos nesse
equipamento foram expressos pela mediana de intensidade de fluorescéncia (MFI).
Em dois experimentos, o restante das amostras lidas no citdmetro de fluxo foi

redistribuido na placa de 96 pocos para leitura no LX200 (Figura 7).

Figura 7 — Reacédo das microesferas acopladas com antigenos
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Para cada ponto de avaliacdo foram feitas duas placas contendo todos os
antigenos e condi¢des de acoplamento. Microesferas ndo acopladas com proteinas,
incubadas com soro e com o conjugado anti-IgG-PE (para exclusao da ligacdo do
anticorpo monoclonal na microesfera por adsor¢cao) e microesferas acopladas com
cada proteina, sem adicdo dos soros e com adicdo de conjugado anti-lgG-PE
(background) foram utilizadas como controles.

Os pontos de avaliacdo descritos nos resultados se referem as 18 avaliacdes
mensais realizadas durante o estudo. Os acoplamentos dos antigenos foram
avaliados de setembro de 2012 a margo de 2014, sendo que a avaliagdo de maio de
2013 néo foi realizada.

3.4 ENSAIO DE MICROESFERAS ACOPLADAS AOS ANTICORPOS

As microesferas conjugadas com os anticorpos Al, A2, A3, A4,B1,B2,CeD
foram avaliadas diretamente no citbmetro de fluxo. Dezesseis microlitros da solucao
de cada microesfera acoplada com os anticorpos acima foram distribuidos em
microtubos de diluicdo (Scientific Specialities Inc.) contendo 200 pL de IsoGen por

tubo. As amostras foram, entdo, avaliadas no citbmetro de fluxo.

Para a andlise pela citometria de fluxo quantitativa (CFQ), além da aquisicéo
das microesferas acopladas com os conjugados, foi medida também a amostra de
MESF do kit Quantum R-PE MESF (Bangs Laboratories Inc.). Para tal, uma gota
(aproximadamente 40 pL) de cada microesfera do kit (uma microesfera negativa e
guatro microesferas positivas) foi adicionada a 500 pL de IsoGen (Biotek) e a

amostra avaliada no citbmetro de fluxo (Figura 8).
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Figura 8 — Avaliagédo das microesferas acopladas aos anticorpos
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Os pontos de avaliacédo descritos nos resultados se referem as 18 avaliacdes
mensais realizadas durante o estudo. Os acoplamentos dos anticorpos foram
avaliados de julho de 2012 a fevereiro de 2014, sendo que as avaliacdes de julho de

2012 e de maio de 2013 nao foram realizadas.

3.5 MARCACAO DAS MICROESFERAS ACOPLADAS A ANTI-IgG-PE COM ANTI-
IgG-FITC

Foi realizada uma marcacao dos conjugados Al, A2, A3 e A4 acoplados as
microesferas (descrita no item 3.2.2) com o anticorpo de coelho anti-IgG de cabra
conjugado ao isotiocianato de fluoresceina (FITC), denominado de anti-lgG-FITC
(Sigma), a fim de controlarmos possiveis quedas de fluorescéncia ou

desacoplamento de antigenos.

Primeiramente, foi realizado um ensaio de titulacdo do anticorpo anti-IgG-
FITC para avaliar qual a melhor concentracdo de uso para marcacdo dos
conjugados anti-lgG-PE acoplados as microesferas. Para tal, microesferas
acopladas com Al e A4 foram marcadas com as diluices 1:100, 1:200, 1:300,
1:400, 1:800 e 1:1600 de anti-IgG-FITC. O protocolo de marcacao foi o descrito a

seguir: 10 pL das microesferas acopladas com Al ou A4 foram colocadas em pogos



45

da placa de 96 pocos de fundo chato e lavadas com 90 pL de tampao de lavagem
(PBS+Tween+BSA+NaAz). O tampao foi aspirado e adicionado 100 pL do
conjugado anti-IgG-FITC nas diluicbes descritas acima. As microesferas foram
incubadas por 15 minutos, a 37 °C, sob agitacdo e ao abrigo da luz. A solucéo foi
aspirada e foram adicionados 100 pL de tampdo de lavagem e, apds nova
aspiracao, foram adicionados 100 pL de IsoGen. As solu¢des foram distribuidas nos
tubos de diluicdo e as amostras avaliadas no citometro de fluxo. Todas as lavagens
e aspiracOes foram realizadas utilizando lavadora de placas com suporte magnético
(HydroFLEX, TECAN) (Figura 9).

Figura 9 — Marcacgao das microesferas com anti-IgG-FITC
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diferenciar entre a queda de fluorescéncia da PE e a queda do acoplamento dos
conjugados anti-lgG-PE, aliquotas das microesferas acopladas aos conjugados Al,
A2, A3 e A4 foram deixadas na bancada a temperatura ambiente e na luz para

induzir a queda de fluorescéncia da PE. A queda de intensidade de PE sem a queda
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da marcacdo de FITC demonstraria que a anti-lgG-FITC continuava se ligando a
anti-lgG-PE acoplada, mas que o conjugado acoplado as microesferas teve uma
gueda na intensidade de seu fluorocromo (PE). Uma queda ou auséncia da
marcacdo de FITC demonstraria que a anti-lgG-PE néo estaria mais acoplada as
microesferas ocasionando uma nédo marcacéao de FITC.

Os resultados obtidos seguindo o protocolo acima descrito foram comparados
as mesmas microesferas que ficaram estocadas a 2-8 °C, protegidas da luz, que
apresentariam marcacdo de FITC e PE inalteradas, ou seja, acoplamento do
conjugado anti-lgG-PE e intensidade de fluorescéncia da PE mantidos. Para tal,
apos a titulacdo do conjugado anti-IgG-FITC, ensaios de avaliagdo da intensidade de
fluorescéncia dos conjugados anti-lgG-PE e anti-IgG-FITC foram realizados. Com o
intuito de mantermos 0 mesmo namero de microesferas do estoque (utilizadas como
controle) e de microesferas acopladas, 2 pL de microesferas nao acopladas
(estoque) foram diluidas em 23 pL de tampéao de lavagem. Apos a diluicdo, 10 pL da
solucéo diluida de microesferas ndo acopladas e 10 yL das microesferas acopladas
com Al, A2, A3 e A4, estocadas na bancada ou na geladeira, foram colocadas em
pocos da placa de 96 pocos e foi seguido o procedimento de marcacao descrito para
0 ensaio de titulagdo. ApGs a marcacao, as solucdes foram distribuidas nos tubos de

diluicdo e as amostras avaliadas no citometro de fluxo.

Como controles, foram feitos pocos utilizando microesferas ndo acopladas
incubadas com anti-lgG-FITC ou com tampéo de lavagem e microesferas acopladas

com Al, A2, A3 e A4 incubadas com tampéao de lavagem.

3.6 CITOMETRIA DE FLUXO

A analise citofluorimétrica foi realizada utilizando o citbmetro de fluxo BD
FACSCalibur (Becton & Dickinson), do Laboratério de Tecnologia Diagndstica
(LATED), Bio-Manguinhos, equipado com um laser de argénio (488nm) e um laser
diodo vermelho (635nm), O fluorocromo PE foi avaliado no filtro 585/42 e o
fluorocromo FITC no filtro 530/30.

O protocolo de aquisicao foi realizado utilizando o programa CellQuest do

FACSCalibur. Ja as analises citofluorimétricas foram realizadas através do software
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FlowJo 7.6.1 (Tree Star Inc., USA). As avaliagbes se basearam nos graficos de
tamanho e granularidade (Figura 10A) e nos graficos de intensidade de
fluorescéncia para PE (Figura 10B). No dot plot de tamanho e granularidade foi
criada uma regido, ou gate, para avaliacdo da populagéo de microesferas (retangulo
identificado como beads, na Figura 10A). Nos histogramas de PE foram criados
cursores (PE+, setas em vermelho) para obtencdo dos dados numéricos de média
geométrica, mediana e coeficiente de variacdo (CV) (Figura 10B). No caso das
avaliacdes de FITC, foram avaliados os dados numéricos de média geométrica nos
histogramas de FITC semelhante ao descrito para PE. As intensidades de PE e

FITC foram avaliadas na forma logaritmica (log)

Figura 10 — Modelo de analise pela citometria de fluxo

1K . ; 200 ]

800 4 ! PE+
& 1 L 150 \

Q 4

T il Y= 1
© ) 1 F
T 600 i
— 4 (o] 4
©
?C, ] '§ 100—‘

400 -
o ] E
O % ]

200 e 007

0 AL AL L DL B | 0 ‘”u k

0 200 400 600 800 1K 100 10! 102 10° 0%

Tamanho

A: Dot plot de tamanho (eixo X) vs. granularidade (eixo Y). Gate das
microesferas (retangulo, beads). B: Histograma de marcacéo de PE.
Eixo X — intensidade de fluorescéncia em log. Eixo Y — NUmero de
microesferas. PE+ - cursor para avaliacdo dos dados numéricos.

Para cada amostra foram adquiridos 2000 eventos na regido (gate) de
microesferas excluindo-se desta maneira possiveis contaminantes. Na citometria de
fluxo tradicional ou qualitativa, as microesferas acopladas com os antigenos e com
os conjugados anti-lgG-PE e anti-HBSAg-PE foram avaliadas quanto ao seu perfil de

marcacdo e quanto a marcagdo de PE (média geométrica, mediana e CV). Como
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parte integrante da padronizacdo da metodologia, os parametros de voltagem e
ganho foram estabelecidos no inicio dos ensaios, permanecendo 0s mesmos por
todo o estudo. As marcacgfes de anti-lgG-FITC s6 foram analisadas pela citometria
de fluxo tradicional através da avaliacdo da média geométrica e percentual de
marcacéao para FITC em log.

Na citometria de fluxo quantitativa (CFQ), foi realizada a quantificacdo da
intensidade de fluorescéncia do fluorocromo PE dos conjugados através da
utilizacéo do kit comercial Quantum R-PE MESF (Bangs Laboratories Inc.). Este kit é
composto por quatro populagbes de microesferas marcadas com diferentes
intensidades de fluorocromo e uma populacdo negativa. Uma gota de cada
populacdo de microesferas do kit (aproximadamente, 40 pL) foi adicionada a 500uL
de salina (IsoGen). As microesferas do kit foram adquiridas e o equipamento foi
ajustado, em termos de voltagem e ganho, para que as populacdes ficassem de
acordo com as instrugbes de uso do fabricante (Figura 11). Esta padronizacgédo foi
realizada no inicio dos ensaios sendo mantida durante toda a avaliacdo dos

conjugados.

Figura 11 — Graficos representativos da analise de MESF utilizando o kit Quantum
R-PE MESF
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Andlise de MESF utilizando o kit Quantum R-PE MESF. Modificado das
instru¢des de uso do kit fornecidas pelo fabricante Bangs Laboratories Inc.
A: Dot plot das microesferas do kit (tamanho no eixo X e granularidade no
eixo Y). B: Histogramas da fluorescéncia (PE) de cada populagdo de
microesfera. Figura C: Curva de calibracdo com a amostra inserida.
Adaptado de www.bangslabs.com — Quantum ™ R-PE MESF.
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ApOs a aquisicdo e ajuste do equipamento, as amostras de microesferas
acopladas com os conjugados (anti-lgG-PE e anti-HBSAg-PE) foram adquiridas. Os
valores das médias geométricas obtidos nos histogramas de PE, para as cinco
populacbes do kit e para cada amostra, foram inseridos no Programa QuickCal
Template. Através da curva de calibracdo obtida com as cinco populagbes do kit, a
guantidade de MESF para PE em cada amostra foi calculada, conforme
demonstrado na Figura 12.

Figura 12 — Planilha para obtencéo dos valores de MESF

Bangs Laboratories, In QuickCal v 2.3

Quantum™ PE MESF Kit Lot# 10220 Acquisition Date |
1 Entry Date 4
%ea:l MESF/ABC Chal'mel 1024 Scale
an I Calibration Plot (Normalized to 256)
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2|CONJUGADO 2 248 21611
3|CONJUGADO 3 273 17.801
4|CONJUGADO 4 1081 130.216
5|CONJUGADO 5 3120 23.286.083
8|CONJUGADO 6 202 87.242
7|CONJUGADO 7 1820 544534 100 . . . .
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Valores de MESF obtidos com o Programa QuickCal Template. 1. Quadro
com a coluna channel onde devem ser inseridos os valores das médias
geométricas das microesferas do kit. 2: Regressdo linear feita pelo
programa. 3: Quadro com a coluna channel onde devem ser inseridos os
valores das médias geométricas das amostras identificadas na coluna
sample name. Na coluna MESF/ABC estdo os resultados das MESF de
cada conjugado calculado pelo programa. 4: Curva de calibragdo das
populagbes de microesferas do kit e inser¢do das amostras. Modificado do
programa fornecido pela Bangs Laboratories Inc.
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3.7 AVALIACAO DOS CONJUGADOS ANTI-1gG-PE POR
ESPECTROFOTOMETRIA

Os conjugados Al, A2, A3 e A4 utilizados para os acoplamentos foram
avaliados por espectrofotometria, utilizando o espectrofotometro Shimadzu UVmini
1240 (Shimadzu), localizado no LATED, Bio-Manguinhos/ Fiocruz. Para a leitura dos
conjugados, aliquotas foram diluidas 1:10 em PBS e as absorbancias lidas a 280 nm
para avaliacdo de IgG e a 565 nm para avaliagdo de PE no conjugado.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

No item dos acoplamentos das microesferas aos anticorpos (4.1), os
resultados de comparacao entre as medias geométricas foram avaliados utilizando-
se o teste t Student e teste ANOVA. Valores de p < 0,05 foram considerados
significantes. Como ferramenta de aplicacdo dos testes estatisticos necessarios foi

utilizado a software Prism 5 (GraphPad, Inc.).

No item dos acoplamentos dos antigenos as microesferas (4.2) e nos ensaios
de avaliacao de IgG-FITC e comparacédo entre as citometrias de fluxo quantitativa e
tradicional (item 4.1), os resultados foram analisados estatisticamente através do
software R 3.2.0, adotando um nivel de significancia de 5% e intervalo de confianca
de 95%, empregando os testes de Shapiro-Wilk (teste de normalidade), Mann-

Whitney e Wilcoxon.
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4 RESULTADOS

Nesta tese foi avaliada a estabilidade tanto de acoplamento quanto de
intensidade de fluorescéncia de microesferas acopladas com conjugados (anti-lgG-
PE e anti-HBSAgQ-PE) e com antigenos por um periodo de 18 meses através da
citometria de fluxo. Para a avaliagdo das microesferas foi necessaria primeiramente
uma padronizacdo do citbmetro de fluxo, quanto aos parametros de voltagem e
ganho. Como foram avaliados conjugados com diferencas acentuadas de
intensidade de fluorescéncia, foi necesséario ajustar o equipamento de modo que
tanto os conjugados mais brilhantes quanto os mais fracos pudessem ser lidos na
mesma voltagem. Esta padronizacdo também foi utilizada para a avaliacdo das
microesferas acopladas aos antigenos. Nos ensaios entre as microesferas
acopladas com os antigenos e os soros, foi necesséaria também uma padronizacao
dos soros. Foi realizada uma busca por soros que apresentassem pelo menos uma
resposta semelhante em MFI nos ensaios de microarranjos liquidos para que, da
mesma forma que os conjugados, todas as amostras pudessem ser avaliadas na

mesma padronizacao do equipamento.

Os resultados estao apresentados em dois blocos distintos que representam a
avaliacdo das microesferas acopladas aos anticorpos (item 4.1) e a avaliacdo das

microesferas acopladas aos antigenos (item 4.2).

4.1 AVALIACAO DAS MICROESFERAS ACOPLADAS AOS ANTICORPOS

4.1.1 Avaliacao de diferentes codigos de microesferas

Com o objetivo de avaliar se diferentes codigos de microesferas poderiam
interferir na avaliacdo da intensidade de fluorescéncia da PE, microesferas dos
cbdigos #012, #035 e #070 foram acopladas com 5ug/mL dos conjugados Al e Ad e
avaliadas pela citometria de fluxo. Estes conjugados foram selecionados para a
realizacdo desta etapa do estudo por serem o0s que tinhamos em maior

concentracdo, sendo também representativos de conjugados que apresentavam
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maior (Al) ou menor (A4) intensidades de fluorescéncia da PE. Os resultados das
intensidades de fluorescéncia, representados pelas médias geométricas, foram
semelhantes para Al e A4 independente do cédigo de microesfera avaliado
(p>0,05). Além disso, o conjugado A4 apresentou intensidades de fluorescéncia
menores que as encontradas no conjugado Al, comprovando que, na mesma
concentragao e condi¢des de acoplamento, o conjugado Al era mais brilhante que o
conjugado A4 (Figura 13). Como nao houve diferenca na deteccdo de PE utilizando-
se diferentes cddigos, nos ensaios subsequentes para avaliacdo de conjugados
acoplados as microesferas, foi utilizado o cédigo em que havia a quantidade

suficiente para realizacdo todo o ensaio.

Figura 13 — Avaliacdo da marcacao de anti-IgG-PE em diferentes codigos de

microesferas
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Médias das intensidades de fluorescéncia (médias geométricas) + desvio
padrdo observadas nos histogramas de PE das microesferas acopladas
com os conjugados anti-IgG-PE Al e A4, na concentracdo de 5 pg/mL. Eixo
X: cédigo de microesferas. Eixo Y: intensidade de fluorescéncia. Médias de
trés avaliagbes no citdmetro de fluxo (p<0,05).
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4.1.2 Avaliacéo de diferentes concentracdes e diluicdes de acoplamento em relagao
a intensidade de fluorescéncia e perfil dos histogramas

Para avaliarmos as concentragfes e diluicdes dos conjugados anti-lgG-PE e
anti-HBSAgQ-PE ideais para o acoplamento, as microesferas foram acopladas com
diferentes concentracdes e diluicbes de conjugados e avaliadas no citbmetro de
fluxo. Para tal, os conjugados anti-lgG-PE Al, A4 e B2 foram testados nas
concentragbes 0,5 pg/mL, 1 pg/mL, 2,5 pg/mL e 5ug/mL enquanto os conjugados
anti-HBSAg-PE C e D foram testados nas diluigdes 1:3000, 1:1000 e 1:300.

Com relacdo aos conjugados anti-lgG-PE, embora em todas as
concentracfes estudadas o0s conjugados tenham apresentado marcacao, as médias
geomeétricas das concentragcdes 1 pg/mL, 1,5 pg/mL e 5ug/mL apresentaram
diferenca estatisticamente significante em relacdo a menor concentracao avaliada de
0,5ug/ mL (Figura 14A).

Com relagdo aos conjugados anti-HBSAg-PE, foi observado que a diluicao
1:300 apresentou uma intensidade significativamente maior quando comparada as
diluicbes 1:1000 e 1:3000 (Figural4B). Observamos, considerando as meédias
geomeétricas da intensidade de fluorescéncia, que as maiores dilui¢cdes, 1:1000 e
1:3000, apresentaram uma diferenca para a diluicdo de 1:300 de aproximadamente

500 e 1000 vezes menor, respectivamente.
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Figura 14 — Avaliacdo da melhor concentracao e diluicdo de acoplamento dos

conjugados as microesferas
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Médias dos valores das intensidades de fluorescéncia (médias geométricas)
+ desvio padr8o observadas nos histogramas de PE das microesferas
acopladas com os conjugados anti-IgG-PE nas concentrac¢des 0,5 pg/mL, 1
pg/mL, 2,5 pg/mL e 5 pg/mL e anti-HBSAQ-PE nas dilui¢cdes 1:3000, 1:1000
e 1:300. A- conjugados anti-lgG-PE Al, A4 e B2. B — conjugados anti-
HBSAgQ-PE C e D. Médias de trés avaliagdes no citbmetro de fluxo (* =
p=<0,05). Teste ANOVA aplicado na comparagao entre 5 uyg/mL e 0,5 yg/mL
para anti-lgG-PE e 1:300 e 1:3000 para anti-HBSAgQ-PE.

Além dos resultados observados nas intensidades de fluorescéncia, os perfis
de marcacéo se apresentaram muito mais homogéneos nas concentracées maiores
de acoplamento. Esta homogeneidade da intensidade de fluorescéncia dos
conjugados nas maiores concentracdes esta demonstrada na Figura 15, através dos
perfis de marcacdo dos conjugados Al e A4, onde foram observados picos mais
estreitos nas concentragcdes maiores de 2,5 ug/mL e 5 pg/mL quando comparados

aos picos encontrados nas concentracdes 0,5 pg/mL e 1 pg/mL.
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Figura 15 - Histogramas de PE dos conjugados Al e A4 em diferentes

concentracdes de acoplamento
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Histogramas de fluorescéncia dos conjugados Al e A4 nas concentracdes
0,5 pg/mL, 1 pg/mL, 2,5 pg/mL e 5ug/mL obtidos na citometria de fluxo. Eixo
X —intensidade de fluorescéncia de PE. Eixo Y — ndmero de microesferas.

Essa homogeneidade da concentragdo maior de anti-lgG-PE acoplada,
notada nos perfis de marcacéo, pode ser observada através dos coeficientes de
variacdo (CVs) obtidos nos picos dos histogramas de PE. A Figura 16 mostra as
médias dos CVs das marcacgdes de anti-lgG-PE nas concentracdes de 0,5 pg/mL e 5
pMg/mL, obtidas em trés avaliacbes no citbmetro de fluxo. CVs menores nas
condicBes de acoplamento de 5 pg/mL foram obtidos onde um pico mais estreito foi
observado (Figura 15). Esses dados sugerem que a concentracdo 5ug/mL de todos
conjugados anti-lgG-PE estudados gerou uma condi¢cdo de acoplamento muito mais

homogénea quando comparada as condi¢cdes obtidas em outras concentragées.
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Figura 16 — Coeficientes de variacdo dos picos de PE dos conjugados anti-lgG-PE
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Médias dos coeficientes de variagdo + desvio padrdo dos picos de PE
observados nos histogramas dos conjugados anti-lgG-PE Al, A2, A3, A4,
Bl e B2. Médias de trés avaliacGes no citbmetro de fluxo. Teste t Student
empregado (*=p<0,05).

Na Figura 17 estao ilustrados os perfis de marcacdo dos conjugados anti-lgG-
PE (Al, A2, A3, A4, B1 e B2) nas concentracdes 0,5 pg/mL e 5 pg/mL e dos
conjugados anti-HBSAg-PE nas diluicbes 1:3000 e 1:300. Observamos um
deslocamento para esquerda nos histogramas da concentracdo 0,5 pg/mL (Al, A2,
A3, A4, Bl e B2) e diluicdo 1:3000 (C e D) que representou uma queda da
intensidade de fluorescéncia e, consequentemente, uma menor marcacdo dos
conjugados acoplados nessa condicdo em comparacdo aos conjugados mais
concentrados. No caso dos conjugados anti-lgG-PE mais uma vez observamos picos
mais estreitos e, consequentemente, uma marcacdo mais homogénea na

concentragdo 5 pg/mL.

No caso dos conjugados anti-HBSAQ-PE, o perfil de marcacdo nesses
conjugados, em todas as diluicbes, se mostrou menos homogéneo que o0s
conjugados anti-lgG-PE, ndo havendo diferenca nos CVs encontrados nas diluicdes
1:3000, 1:1000 e 1:300 (dados ndo mostrados). Neste caso, a escolha da melhor
concentracdo se baseou apenas na maior intensidade de marcag¢do encontrada na

condicao de acoplamento de 1:300 quando comparadas as outras dilui¢des.
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Figura 17 — Histogramas dos conjugados anti-lgG-PE e anti-HBSAg-PE acoplados
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Marcacdo dos conjugados anti-lgG-PE Al, A2, A3, A4, B1 e B2 nas
concentracbes 0,5 pg/mL (contorno preto) e 5 pg/mL (em cinza) e dos
conjugados anti-HBSAg-PE C e D nas diluicdes 1:3000 (contorno preto) e
1:300 (em cinza), obtidos na citometria de fluxo. Eixo X — intensidade de
fluorescéncia de PE. Eixo Y — nimero de microesferas.

No Quadro 2 estdo descritas as médias geométricas de PE das microesferas
acopladas com as concentracdes de 0,5 pg/mL e 5 pg/mL de anti-IgG-PE e com as
diluicdes 1:3000 e 1:300 de anti-HBSAgQ-PE de um experimento e o percentual de
gueda dos valores das médias geométricas nessas condicfes de acoplamento.
Todas as médias cairam nas concentracdes mais baixas, ndo havendo qualquer tipo
de padréo identificado nessa queda. Destarte, conjugados do mesmo fabricante,
mas de lotes diferentes (Al, A2, A3 e A4) apresentaram percentuais de queda
bastante variados. O conjugado que apresentou menor queda na intensidade de
fluorescéncia foi o conjugado Bl (22%) com um discreto deslocamento para
esquerda do pico de 0,5 pg/mL em relacdo ao pico de 5 pg/mL (Figura 17). Em
contrapartida, o conjugado A4 mostrou o maior indice de queda na intensidade de

fluorescéncia (93%) quando comparadas as condicdes de acoplamento de 5 pg/mL
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e 0,5 pg/mL, demonstrado pelo maior deslocamento para a esquerda do pico do
histograma (Figura 17) em relacdo aos outros conjugados.

Quadro 2 — Médias geométricas e percentuais de queda da intensidade de

fluorescéncia dos conjugados nas condi¢des maximas e minimas de acoplamento

Concentracdes/ diluicdes
Conjugados | 5 pug/mL ou 1: 300 | 0,5 pg/mL ou 1:3000 | % de queda
Al 1141 525 54
A2 633 126 81
A3 490 85 83
A4 777 56 93
B1 1105 863 22
B2 3064 772 75
C 1220 196 84
D 1815 152 92

Médias geométricas de PE dos conjugados anti-lgG-PE nas concentractes
5 ug/mL e 0,5 pg/mL e anti-HBSAgQ-PE nas diluicdes 1:300 e 1:3000.
Percentual de queda comparando os valores das médias geométricas de 5
pg/mL com 0,5 pg/mL e de 1:300 com 1:3000. Em negrito, conjugados com
maior (A4) e menor queda (B1l) da intensidade de fluorescéncia. Médias
geomeétricas obtidas em um experimento.

Analisando-se as médias geométricas e os perfis dos histogramas de
intensidade de fluorescéncia, e levando-se em consideracdo os dados prévios de
padronizacdo desses conjugados nos ensaios de microarranjos liquidos, foram
escolhidas como melhores condicbes de acoplamento a concentracdo de 5 pug/mL
para os conjugados anti-lgG-PE e a diluicdo 1:300 dos conjugados anti-HBSAg-PE.
Embora a concentracdo de 2,5 pg/mL de anti-IgG-PE tenha apresentado resultado
similar a concentracdo de 5 pg/mL, a ultima foi escolhida para que houvesse a
possibilidade de uma aplicacdo direta dos resultados aqui obtidos com dados
gerados no laboratério, utilizando kit diagnostico que se encontra em

desenvolvimento por Bio-Manguinhos/ FIOCRUZ.
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4.1.3 Citometria de fluxo quantitativa (CFQ)

Na Figura 18 esta representada a avaliagdo pela CFQ do kit Quantum R-PE
MESF. No dot plot (grafico de pontos) de tamanho e granularidade (Figura 18A) foi
identificada a populagéo de microesferas e definido o gate (regido) de microesferas.
As microesferas apresentaram esse perfil de tamanho e granularidade em todo o
periodo de analise, sendo o percentual de microesferas no gate sempre superior a
90%. A partir do gate de microesferas, foi construido um histograma de marcacéo de
PE e os cursores blank (sem fluorescéncia de PE), 1, 2, 3 e 4 definidos de acordo
com cada populacdo de microesfera do kit. Como descrito anteriormente, 0s
parametros de voltagem e ganho do equipamento foram estabelecidos de modo que
as populagdes de microesferas apresentassem o perfil ilustrado na Figura 18B. Essa
padronizagdo foi mantida durante todo o periodo do estudo assim como 0s cursores.
O cursor Blank compreende a populacdo negativa e os cursores 1, 2, 3 e 4 as
diferentes populacbes positivas, em ordem crescente de intensidade de
fluorescéncia. As microesferas mantiveram este mesmo perfil durante todo o

acompanhamento dos conjugados.

Figura 18 — Dot plot e histograma de PE das microesferas do kit Quantum R-PE
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Microesferas Quantum R-PE MESF. A- Gréfico de pontos de tamanho (eixo
X) e granularidade (eixo Y) com o gate de microesferas. B - perfil de
intensidade de fluorescéncia das microesferas. Eixo X - intensidade de
fluorescéncia de PE. Eixo Y - numero de microesferas. Cursor Blank —
populagdo negativa. Cursores 1, 2, 3 e 4 — populagdes positivas com
diferentes intensidades de PE. Seta indica que os dados da Figura B foram
obtidos dentro do gate microesferas da Figura A.
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A cada ponto de avaliagdo das microesferas acopladas aos conjugados, o kit
Quantum R-PE MESF também foi avaliado. Na Figura 19 estdo representadas as
médias geométricas encontradas para cada populacdo do kit, em cada ponto de
avaliagdo. Durante os 18 meses de estudo, foi observada uma queda na intensidade
de fluorescéncia entre o quarto e o sétimo més de avaliacdo nas populacbes de
microesferas 2 (bead #2), 3 (bead #3) e 4 (bead #4). Na bead #4, que é a populacdo
de microesfera com maior quantidade de PE, a média geométrica do primeiro ponto
de avaliagdo foi 1615, caindo para 1262, 1227, 1255 e 1226 nos meses 4, 5,6 e 7,
respectivamente, subindo novamente até 1458 (ultimo ponto de analise).

Figura 19 — Avaliagédo das microesferas do kit Quantum R-PE MESF
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Intensidades de fluorescéncia das cinco populagfes de microesferas do kit
Quantum R-PE MESF nos 18 meses de avaliacdo. Blank — populacdo
negativa. Bead #1, #2, #3 e #4 — populagbes positivas com diferentes
intensidades de PE. Eixo X - meses de avaliagdo. Eixo Y: médias
geométricas de PE. Valores da média geométrica das microesferas #4
demonstrados em quatro pontos de analise escolhidos aleatoriamente.

Com a chegada de um novo lote do kit Quantum R-PE MESF (lote 2), no 10°
més do estudo, foi realizado um experimento para compararmos as médias

geométricas dos dois lotes. Foi verificada uma variacdo entre os lotes das médias
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geométricas de todas as populacbes de microesferas, sendo os valores sempre
maiores no lote 2. A populacdo blank teve um aumento da média geométrica de 1
para 3 e a bead #1 que, na maiorias das analises, apresentava média geométrica 8
foi para 12. As populagBes de microesferas bead #2, bead #3 e bead #4 também
apresentaram valores maiores para o lote 2 (Figura 20). Esse resultado é importante
visto que os valores das médias geométricas do kit afetam diretamente o célculo das
MESF dos conjugados. Os resultados de MESF dos conjugados foram calculados a
partir do lote 1, pois somente este lote estava disponivel no inicio do estudo.

Figura 20 — Avaliagédo das microesferas do kit Quantum R-PE MESF de diferentes
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Intensidades de fluorescéncia de dois lotes diferentes (lote 1 e lote 2) das
microesferas do kit Quantum R-P MESF, no 10° e 18° més de avaliago.
Eixo X: lotes 1 e 2, meses 10 e 18. Eixo Y: médias geométricas. Valores de
bead #2, bead #3 e bead #4 demonstrados em cima das barras.

4.1.4 Avaliacao dos conjugados pela CFQ

Com relacdo a aplicacdo da CFQ para avaliacdo de conjugados, pudemos
observar uma grande variacdo nos valores absolutos de MESF dos conjugados. O

Quadro 3 apresenta os valores absolutos de MESF nos meses 1, 5, 8, 11 e 18 de
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avaliacdo (pontos escolhidos ao acaso) para todos os conjugados estudados. Com
relagdo aos conjugados B2 e D os valores de MESF encontrados foram muito
elevados porque as médias geométricas desses conjugados ultrapassaram o valor
da média geométrica da populacdo de maior intensidade do kit. Sendo assim, esses
conjugados nao puderam ser avaliados pela CFQ (Quadro 3) e, desta forma, foram
retirados da analise de acompanhamento a seguir.

Quadro 3 - Valores absolutos de MESF dos conjugados anti-IgG-PE e anti-HBSAg-

PE
Pontos de Avaliagcdo (meses)
Conjugados 1 5 8 11 18
Al 509840 341945 387712 211651 203012
A2 187465 66578 49615 24001 18413
A3 84958 42004 37726 21355 16201
A4 112352 78620 40598 47543 39586
Bl 480278 304507 320873 106701 108768
B2 708967498 167488749 189777029 11905649 14592451
C 677102 441029 434080 118654 59057
D 4946242 2997752 2912303 473102 320313

Valores de MESF dos conjugados Al, A2, A3, A4, B1, M2, F e C nos meses
1, 5, 8, 10 e 18 de avaliagcdo. Negrito: conjugados com valor superior ao da
MESF de maior intensidade

A avaliacao de CFQ durante os 18 meses mostrou uma queda nos valores de
MESF para todos os conjugados estudados. No caso dos conjugados anti-lgG-PE,
0s maiores valores de MESF foram observados no conjugado Al, sendo 0s menores
observados no conjugado A3. Com relacdo a queda dos valores de MESF, dentro
dos conjugados A, essa foi mais acentuada nos conjugados A2 (90%) e A3 (81%)
guando comparada a queda observada nos conjugados Al (60%) e A4 (65%). O
conjugado Bl apresentou valores absolutos proximos ao conjugado Al, mas sua
gueda foi mais acentuada (77%). O conjugado anti-HBSAQ-PE C apresentou a maior

gueda (91%) de todos os conjugados, no caso da avaliacdo de MESF (Figura 21).
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Figura 21 — Avaliagdo de MESF dos conjugados durante 18 meses
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Valores de MESF dos conjugados Al, A2, A3, A4, B1 e C durante os 18
meses de avaliagdo. Eixo X - meses de avaliagdo. Eixo Y - valores de
MESF. O primeiro ponto de avaliagdo do conjugado A4 foi no 4° més.

4.1.5 Avaliacao de brilho e estabilidade dos conjugados

O potencial de aplicacdo da técnica de citometria de fluxo no controle de
gualidade do brilho e estabilidade de anticorpos foi investigado. Para tal fim, as
intensidades de fluorescéncia de microesferas acopladas com 5 pug/mL de cada
conjugado anti-lgG-PE e as acopladas com 1:300 de cada conjugado anti-HBSAg-

PE foram avaliadas durante 18 meses.

Para a avaliacdo de brilho, as médias geométricas dos conjugados no
primeiro ponto de avaliacdo foram comparadas. O conjugado Al foi o mais brilhante
dos conjugados A com media geométrica inicial de 1656 contra 1254, 936 e 858 dos
conjugados A2, A3 e A4, respectivamente. Os conjugados B1 e B2 apresentaram
médias geométricas de 1632 e 4564. Desta forma, B2 foi o mais brilhante entre os
conjugados anti-lgG-PE. Os conjugados anti-HBSAg-PE apresentaram médias
geométricas de 1770 e 2569. Esses dados sado relativos ao primeiro ponto

representado na Figura 22.
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Figura 22 — Avaliacdo da intensidade de fluorescéncia dos conjugados anti-IgG-PE e
anti-HBSAgQ-PE durante 18 meses
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Intensidades de fluorescéncias dos conjugados e das microesferas #4 do kit
Quantum R-PE MESF em cada ponto de avaliagdo. A- Conjugados Al, A2, A3,
A4 e microesfera #4. B - Conjugados B1, B2, C, D e microesfera #4. Eixo X -
meses de avaliacdo. Eixo Y — médias geométricas.
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Em relacdo a avaliagdo da estabilidade dos conjugados pela citometria de
fluxo tradicional, foi observada uma queda significativa na média geométrica de
todos os conjugados durante o periodo de 18 meses (Figura 22). Além dessa queda
na estabilidade desses insumos, foi observado também que, entre o0 4° e 7° més de
avaliacdo, as meédias geométricas dos conjugados apresentaram uma queda
acentuada em seus valores, subindo novamente a partir do 8° més. No entanto, essa
gueda acentuada nesse periodo também foi acompanhada de uma queda na
intensidade de fluorescéncia das microesferas do kit Quantum R-PE MESF, ja
demonstrada anteriormente na Figura 19. Para efeito comparativo, as microesferas
#4 do kit foram incluidas na Figura 22, mostrando que a diminui¢cdo dos valores das
médias geométricas ocorre tanto nas microesferas acopladas com os conjugados
como nas microesferas do kit, no mesmo periodo, tornando a subir apés o 8° més.
Com relagdo ao conjugado A4, o primeiro ponto de andlise deste conjugado foi no 4°
més da avaliagdo dos outros conjugados e, mesmo tendo inicio justamente nos
pontos de diminuicdo das meédias geométricas, pudemos verificar que este

conjugado também apresentou 0 mesmo comportamento dos demais (Figura 22).

O declinio da estabilidade desses conjugados pode ser verificado também
pelo deslocamento dos picos de fluorescéncia nos histogramas de PE. Na Figura 23
estao ilustrados os histogramas das intensidades de fluorescéncia de PE no primeiro
més de avaliacdo (inicio) e no udltimo (final). E possivel verificar que os picos do
ultimo ponto de avaliacdo apresentam um deslocamento para esquerda em relagéo
aos picos obtidos no inicio do estudo. Esse deslocamento representa a queda na
intensidade de marcacdo desses insumos. Quanto maior o deslocamento, maior a
gueda. A partir dos histogramas da Figura 23 observamos que os conjugados A2 e
A3 apresentaram o maior declinio em suas médias geométricas em comparacao aos
outros conjugados. Além disso, os conjugados anti-HBSAg-PE (C e D) apresentaram
picos mais largos que os conjugados anti-lgG-PE, mostrando novamente que seu

acoplamento foi mais heterogéneo.



66

Figura 23 — Comparacéo dos histogramas de PE dos conjugados anti-lgG-PE e anti-

HBSAQg-PE nos pontos inicial e final da avaliagéo
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A partir dos dados das médias geométricas de PE, calculamos o percentual
de queda das intensidades de fluorescéncia dos conjugados, do ponto 1 até o ponto
18 de avaliacdo (Figura 24). Foi verificado, durante o periodo de estudo, que
conjugados do mesmo fabricante, mas de diferentes lotes, tiveram um percentual de
decaimento bem diferente, ou seja, apresentaram estabilidades diferentes. Dentro
dos conjugados anti-IgG-PE, os conjugados A2 e A3 apresentaram o pior resultado
com relacdo a estabilidade, apresentando quedas de 79% e 75%, respectivamente.
O conjugado Al apresentou uma maior estabilidade em relacdo aos outros tendo
sido evidenciada queda de 30% nos 18 meses de estudo, acompanhado pelo
conjugado A4 com 36%. Os conjugados Bl e B2 apresentaram resultados
semelhantes com 43% e 39% de queda, respectivamente. Em relacdo aos
conjugados anti-HBSAQ-PE, o conjugado C apresentou 60% de queda e o0s
conjugado D 48%. (Figura 24).
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Figura 24 — Avaliagéo do percentual de queda das intensidades de fluorescéncia dos
conjugados anti-lgG-PE e anti-HBSAgQ-PE apds 18 meses
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médias geométricas.

4.1.6 Comparativo entre a citometria de fluxo quantitativa (CFQ) e a tradicional (CFT)

Para compararmos os percentuais de queda observados entre os dois tipos
de andlise realizados durante o estudo, os valores de MESF, no caso da CFQ, e os
valores das médias geométricas, no caso da CFT, foram avaliados e o calculo do
percentual de queda obtido entre o primeiro ponto de avaliacdo e o ponto final foi

analisado (18° més).

Quando comparamos as analises dos percentuais de queda entre a CFQ e a
CFT, observamos uma discrepancia muito grande entre os valores de queda das
intensidades de fluorescéncia dos conjugados (Figura 25). Essa diferenca foi
estatisticamente significante (p= 0,002). Com excecdo dos conjugados A2 e A3 que
tiveram os percentuais de queda mais proximos entre os dois tipos de andlise, com
A2 apresentando 90% e 79% e A3 81% e 77% de queda para a CFQ e CFT,
respectivamente, todos os outros conjugados tiveram valores muito maiores nas
avaliacOes feitas pela CFQ. Os conjugados B2 e D, que tiveram valores de MESF

muito elevados, tendo as médias geométricas das analises desses conjugados
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extrapolado o Ultimo ponto da curva de MESF, ndo foram avaliados. Como ja
mencionado anteriormente, o valor MESF € um calculo combinado entre as médias
geométricas dos conjugados e as médias geométricas das microesferas do kit de
MESF. Qualquer variacdo em um desses parametros ou em ambos pode acarretar
em valores de MESF acima ou abaixo do esperado e desta forma inserir uma

variacao no resultado final.

Figura 25 — Comparacéo entre a citometria de fluxo quantitativa e a tradicional
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Percentual de queda das intensidades de fluorescéncia dos conjugados Al,
A2, A3, A4 Bl e C. CF Tradicional: valores de queda obtidos pela diferenca
das médias geométricas entre o 1° e o 18° més. CFQ: valores de queda
obtidos pela diferenca entre as MESF do 1° e do 18° més. Eixo X -
conjugados. Eixo Y — percentual de queda das intensidades de
fluorescéncia. Diferenca entre CFQ e CF tradicional estatisticamente
significante (p < 0,05).

4.1.7 Avaliacdo da marcacéo dos conjugados anti-lgG-PE com anti-IgG-FITC

Para avaliarmos se a queda na intensidade de fluorescéncia dos conjugados
acoplados as microesferas poderia ndo ser uma diminuicdo da fluorescéncia do
fluorocromo PE, mas sim o desligamento desses conjugados das microesferas,
experimentos foram realizados para marcacdo dos conjugados anti-lgG-PE
acoplados com anticorpos anti-lgG-FITC e as fluorescéncias de PE e FITC

detectadas nos seus respectivos canais. O objetivo desta marcacédo foi verificar a
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ligacdo do anticorpo de coelho anti-IgG de cabra conjugado a FITC (anti-lgG-FITC)
aos anticorpos de cabra anti-lgG humana conjugados a PE (anti-IgG-PE), ligac&o
esta que comprovaria a existéncia de anti-lgG-PE ligada as microesferas. Para
descartar uma possivel adsor¢cdo passiva do conjugado anti-lgG-FITC as
microesferas, foram utilizadas microesferas sem acoplamento. Além disso, para
verificarmos se seria possivel garantir que a queda de fluorescéncia da PE néo era
acompanhada do desligamento do conjugado, microesferas foram expostas a luz e a
temperatura ambiente com o objetivo de provocar um decaimento da fluorescéncia

de PE, sem alterar o acoplamento do conjugado as microesferas.

A Figura 26 ilustra a deteccao da fluorescéncia de PE nas microesferas sem
acoplamento (070), nas acopladas com os conjugados Al, A2, A3 ou A4 incubadas
com tampé&o de lavagem ou com anti-lgG-FITC, estocadas de 2 a 8 °C ou expostas a
luz e a temperatura ambiente por, pelo menos, 2 semanas antes da marcacdo com
anti-lgG-FITC. As microesferas sem acoplamento ndo marcaram para PE ja que nao
apresentavam anti-IlgG-PE ligada a sua superficie (070 + TL e 070 + IgG-FITC).
Houve um aumento das médias de PE com a presenca de FITC, mas né&o foi
possivel compensar essa interferéncia de FITC na deteccdo de PE durante a
aquisicdo no citbmetro de fluxo. O objetivo esperado com esse experimento, no
entanto, foi demonstrar que as microesferas acopladas que foram expostas a luz e a
temperatura ambiente (Al*, A2*, A3* e A4*) apresentaram uma queda acentuada da
fluorescéncia de PE em comparacdo as microesferas estocadas normalmente (Al,
A2, A3 e A4). Essa diferenca foi estatisticamente significante para todos os

conjugados (p < 0,05).
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Figura 26 — Deteccao da fluorescéncia dos conjugados anti-IgG-PE
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microesferas sem acoplamento (70) e acopladas com Al, A2, A3 e A4.
Verde - incubadas com tampéao de lavagem. Vermelho - incubadas com anti-
IgG-FITC. Azul - incubadas com anti-IgG-FITC, expostas a luz e a
temperatura ambiente. Eixo X - microesferas. Eixo Y - médias geométricas.
Médias de trés avaliacdes no citbmetro de fluxo. Al- A4: microesferas
acopladas estocadas de 2 a 8 °C no escuro. Al*- A4* microesferas
acopladas expostas a luz e & temperatura ambiente

A deteccdo da fluorescéncia de FITC nas mesmas microesferas utilizadas
anteriormente esta ilustrada na Figura 27. A deteccdo aqui significa a marcacao do
conjugado anti-lgG-FITC. Além disso, todas as microesferas incubadas com tampéao
de lavagem nado apresentaram deteccdo para FITC e ndo houve adsorcdo passiva
do conjugado anti-lgG-FITC, visto que as microesferas sem acoplamento (070 +
IgGFITC) ndo apresentaram fluorescéncia significante para FITC ap0s incubacéo
com esse conjugado. No entanto, as microesferas acopladas com os conjugados PE
apresentaram sinal para FITC (Al, A2, A3 e A4), o que demonstrou que houve
ligacdo do conjugado anti-lgG-FITC ao conjugado anti-lgG-PE acoplado as
microesferas. Embora graficamente seja observada uma queda nas médias da
marcacdo de FITC nas microesferas acopladas expostas a luz e a temperatura
ambiente previamente a marcacdo com anti-lgG-FITC, essa queda nao foi

estatisticamente significante (p < 0,05) exceto para o conjugado A4 (p = 0,02).
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Figura 27 — Deteccao da fluorescéncia do conjugado anti-lgG-FITC
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Médias dos valores das intensidades de fluorescéncia de FITC nas
microesferas sem acoplamento (70) e acopladas com Al, A2, A3 e A4.
Verde - incubadas com tampdo de lavagem. Vermelho - incubadas com
anti-IgG-FITC. Azul - incubadas com anti-lgG-FITC, expostas a luz e a
temperatura ambiente. Eixo X - microesferas. Eixo Y - médias geométricas.
Médias de trés avaliacBes no citbmetro de fluxo.

As Figuras 26 e 27 demonstram que foi possivel avaliar a estabilidade de
conjugados acoplados a microesferas pela citometria de fluxo, entretanto a incluséao
de uma marcacao com anti-IgG-FITC foi fundamental para assegurar que a queda
observada no acompanhamento dos conjugados estaria relacionada a diminuicdo da
fluorescéncia do fluorocromo e ndo ao desacoplamento do conjugado da

microesfera.

4.1.8 Avaliacao pela espectrofotometria dos conjugados anti-lgG-PE

A avaliacdo dos conjugados Al, A2, A3 e A4 pela espectrofotometria foi
realizada no final do estudo. Na avaliacdo em 565nm, o conjugado Al apresentou
DO de 0,209, A2 de 0,113, A3 de 0,091 e A4 de 0,126. Desta forma, o conjugado Al
foi o mais brilhante também pela espectrofotometria. Este fato apontou para uma

semelhanca dos resultados desses conjugados obtidos pelas técnicas de
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espectrofotometria e de citometria de fluxo. Nao foram realizadas leituras para os
outros conjugados estudados.

4.2 AVALIACAO DAS MICROESFERAS ACOPLADAS AOS ANTIGENOS

4.2.1 Avaliagao dos acoplamentos no citbmetro FACSCalibur

Com o objetivo de avaliar se diferentes condi¢cdes de acoplamento poderiam
interferir na eficiéncia da marcacéo, ou melhor, poderiam prejudicar a deteccao da
reacdo antigeno-anticorpo, as microesferas foram acopladas por diferentes tempos
de incubacao (1 hora, 2 horas e 3 horas) e por 2 horas na auséncia de compostos
importantes para estabilizacdo da reacdo de acoplamento como EDC e NHS (sem
EDC/NHS).

Os resultados de cada antigeno em relacdo as condicbes de acoplamento
estdo descritos na Figura 28. Para avaliagcdo estatistica, os resultados dos
acoplamentos de 1 hora, 3 horas e 2 horas sem EDC/NHS foram comparados aos
resultados 2 horas (considerado como padrdo ouro, ja que € a condicdo de
acoplamento dos antigenos as microesferas do ensaio da plataforma de
microarranjos liquidos). Os antigenos Tcl, AgTp e AgHBV apresentaram resultados
semelhantes entre 1 hora e 2 horas enquanto 0s outros antigenos apresentaram
diferenca estatistica pelo teste Wilcoxon entre os dois acoplamentos. Para os
antigenos Tc, que foram testados também com o tempo de acoplamento de 3 horas,
0 AgTcl apresentou resultado diferente para 3 horas enquanto Tc2 apresentou
resultado semelhante entre 3 horas e 2 horas. Com relacéo a auséncia de EDC/NHS
todos os resultados apresentaram-se estatisticamente diferentes do acoplamento de
2 horas, sendo observados trés tipos de resposta de acordo com a intensidade de
marcacdo: comprometimento acentuado (AgsTc), minima alteracdo (AgHTLV,

AgHCV e AgHBYV) e aumento nitido da marcacéo (antigenos AgHIV e AgTp).
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Figura 28 — Avaliacdo no FACSCalibur das diferentes condi¢cdes acoplamento

Ags Tc Ags HIV, HTLV, Tp, HCV e HBV
900 7000
u 1 hora u 1 hora

_|_ -" u2 horas 6000 I ®2 horas
T m 3 horas l

700

sem EDC/NHS sem EDC/INHS
5000 —7

4000 L

500 +

A
Q
£ B
» Q
o g
3 o
= =3
3 2 J
L 1 =
Z = 3000
T 300 - B
% 3 2000
[ =]
o ‘% 1000 ——E‘—— — —
£ 100 + %
>
S 0
AgTel AgTe2 - AgHIV  AgHTLV AgTp AgHCV  AgHBV

-100

-1000

Antigenos Antigenos

Avaliagdo no FACSCalibur dos efeitos de diferentes condigbes de
acoplamento dos antigenos de Tcl e Tc2, HIV, HTLV, Tp, HCV e HBV as
microesferas. Médias das intensidades de fluorescéncia (médias
geométricas) obtidas nos 18 meses de avaliacdo * desvio padréo.

Em relacdo aos histogramas obtidos no primeiro més de avaliagdo de todas
as condicdes de acoplamento testadas, o acoplamento de 2h sem EDC/NHS
resultou em diferentes reacbes dos antigenos testados (Figura 29). Constatamos
gue no caso dos AgsTc, os picos apresentaram deslocamentos acentuados para
esquerda na condicdo sem EDC/NHS em comparacdo aos picos das outras
condicbes de acoplamento, significando um comprometimento acentuado nessa
condicdo. Nos antigenos Tp e, principalmente, HIV houve um deslocamento para a
direita do pico, mostrando um aumento da marcacdo nessa condicdo de
acoplamento para esses dois antigenos. Ja os antigenos HTLV, HCV e HBV néo
apresentaram grandes deslocamentos de seus picos no acoplamento de 2 horas
sem EDC/NHS (Figura 29). Nao houve diferenca nos picos dos histogramas dos
acoplamentos exceto para o AgHIV, que apresentou um deslocamento para

esquerda no acoplamento de 1 hora (Figura 29).
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Figura 29 — Histogramas do primeiro més de avaliagédo das diferentes condi¢cbes de

acoplamento dos antigenos as microesferas
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Histogramas de marcacdo de PE, obtidos na citometria de fluxo, apds a
reacdo de microarranjos liquidos. Microesferas acopladas aos antigenos
Tcl e Tc2, HIV, HTLV, Tp, HCV e HBV, no primeiro més de avaliacao.
Condicbes de acoplamento: 1 hora (vermelho), 2 horas (verde), 3 horas
(laranja) e 2 horas sem EDC/NHS (azul). Eixo X - intensidade de
fluorescéncia. Eixo Y — nimero de microesferas.

A avaliacdo das microesferas acopladas aos antigenos em diferentes
condicbes de acoplamento mostrou que em todas as condicbes houve uma
diminuicdo da marcacdo durante os 18 meses de estudo. Ndo houve, portanto,
nenhuma condicdo capaz de modificar o decaimento da marcacdo. Algumas
variagbes em pontos especificos foram observadas provavelmente devido a
problemas na realizacdo da técnica e/ ou aquisicdo no citbmetro de fluxo. Neste
sentido, o ponto 17 apresentou uma elevacdo das marcacdes em quase todos 0s
antigenos e condicfes de acoplamento estudadas. O AgTcl apresentou respostas
bastante variadas durante o estudo. Todas as condi¢cbes de acoplamento de cada
antigeno apresentaram as mesmas caracteristicas durante todo o estudo, por
exemplo, antigenos que apresentaram elevacdo ou decaimento da marcacdo no
acoplamento de 2 horas sem EDC/NHS apresentaram esse perfil durante todo o
estudo. Houve um aumento nas marcacdes dos antigenos, com excecéo de AgTp e
AgHBV 2 horas sem EDC/NHS, em todas as condi¢es de acoplamento no 17° més

de avaliacéo (Figura 30).
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Figura 30 - Avaliacdo no FACSCalibur das diferentes condi¢des de acoplamento dos

antigenos as microesferas durante 18 meses
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Avaliagcdo pela citometria de fluxo da intensidade de fluorescéncia de PE
apés a reacdo de microarranjos liquidos. Microesferas acopladas aos
antigenos Tcl e Tc2, HIV, HTLV, Tp, HCV e HBV avaliadas durante 18
meses. Condi¢cdes de acoplamento: 1 hora (azul), 2 horas (vermelho), 3
horas (roxo), 2 horas sem EDC/NHS (verde). Eixo X- meses de avaliagao.
Eixo Y -

médias geométricas de PE.
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Com relacdo aos histogramas de marcacdo da PE de todos os antigenos
estudados, considerando apenas o primeiro e o ultimo ponto de avaliagdo, foi
possivel observar um deslocamento dos picos para a esquerda no ultimo ponto,
demonstrando o decaimento da intensidade de fluorescéncia j& demonstrado na
Figura 30. Além disso, foi possivel observar também a diferenga de intensidades de
PE entre os antigenos estudados, ja que cada antigeno foi acoplado em uma
concentracao diferente (definida previamente) e cada soro reagente a cada antigeno
apresentava um grau de reatividade ao seu antigeno especifico (Figura 31).
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Figura 31 - Comparacao dos histogramas do primeiro e Ultimo més de avaliagcdo das
diferentes condi¢cbes de acoplamento dos antigenos as microesferas

Intensidade de fluorescéncia de PE apds a reacdo de microarranjos
liquidos. Microesferas acopladas aos antigenos Tcl e Tc2, HIV, HTLV, Tp,
HCV e HBV avaliadas no 1° (contorno preto) e 18° més (em cinza).
Condi¢des de acoplamento: 1 hora (1h), 2 horas (2h), 3 horas (3h), 2 horas
sem EDC/NHS (sem EDC/NHS). Eixo X- intensidade de fluorescéncia. Eixo
Y — nimero de microesferas.
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4.2.2 Avaliagéao dos acoplamentos no LX200

Assim como foi realizado no citdbmetro de fluxo, as mesmas amostras de
microesferas acopladas com os antigenos por diferentes tempos de incubacgéo e
com a auséncia de compostos importantes para estabilizacdo da reacdo de
acoplamento como EDC e NHS foram analisadas no equipamento LX200.

A Figura 32 ilustra os resultados obtidos para as avaliac6es de cada antigeno
em relacdo as condi¢ces de acoplamento realizadas nos18 meses de estudo. Assim
como na citometria de fluxo, para avaliacdo estatistica, os resultados dos
acoplamentos de 1 hora, 3 horas e 2 horas sem EDC/NHS foram comparados aos
resultados de 2 horas (considerado como padrao ouro). Os AgsTcl, AgTc2, AgTp e
AgHBV néo apresentaram diferenca entre os resultados de 1 hora e 2 horas de
acoplamento. Para os antigenos Tc, que foram testados também com o tempo de
acoplamento de 3 horas, o AgTcl apresentou resultado estatisticamente diferente
para 3 horas enquanto Tc2 apresentou resultado de 3 horas semelhante aos
resultados de 2 horas. Em relacdo a auséncia de EDC/NHS, todos os antigenos
apresentaram diferenca nesse acoplamento em relacdo ao acoplamento de 2 horas,
mas também em relacdo aos outros tempos de avaliacdo demonstrando uma queda
acentuada da intensidade de fluorescéncia quando na auséncia deste tampao. Mais
uma vez, foram observados quatro tipos de resposta nos acoplamentos sem
EDC/NHS: comprometimento acentuado (AgsTc), minima alteracdo (AgHTLV,
AgHCV, AgHBV) e aumento nitido da marcacéo (AgHTLV e AgTp).
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Figura 32 — Avaliagédo no LX200 das diferentes condi¢cdes acoplamento
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Avaliacdo no equipamento LX200 dos efeitos de diferentes condi¢bes de
acoplamento dos antigenos de Tcl e Tc2, HIV, HTLV, Tp, HCV e HBV as
microesferas. Médias das intensidades de fluorescéncia (MFI) obtidas nos 18
meses de avalia¢é@o * desvio padréo.

A Figura 33 ilustra os resultados obtidos para cada antigeno nas diferentes
condicBes e pontos de avaliagdo. Assim como na avaliagdo pela citometria de fluxo,
a avaliacdo das microesferas acopladas aos antigenos em diferentes condicdes de
acoplamento mostrou que em todas as condi¢cdes houve uma diminuicdo da
marcacdo durante os 18 meses de estudo. Nao houve, portanto, nenhuma condicéo
capaz de modificar o decaimento da marcacao. Algumas variacdes foram novamente
observadas em pontos especificos. No caso do LX200, essas variagcdes foram muito
maiores do que as observadas no FACSCalibur. Mais uma vez, o ponto 17
apresentou uma elevacao das marcacfes em quase todos os antigenos e condi¢cbes
de acoplamento estudadas. Nao foi possivel realizar a avaliacdo do AgHIV na
condicdo de acoplamento de 2h sem EDC/NHS no segundo més por problemas
técnicos. Os AgTC1, AgTp e AgHBYV foram os antigenos que apresentaram maiores
variacdes nas respostas durante o estudo. Todas as condicdes de acoplamento de
cada antigeno apresentaram as mesmas caracteristicas durante todo o estudo, por
exemplo, antigenos que apresentaram elevacdo ou decaimento da marcacdo no
acoplamento de 2 horas sem EDC/NHS apresentaram esse perfil durante todo o
estudo, apesar de variacbes terem sido observadas em alguns pontos. Houve um
aumento nas marcacdes dos antigenos, com excecdo de AgTp e AgHBYV, em todas

as condicdes de acoplamento no 17° més de avaliagdo (Figura 33).



Figura 33 - Avaliacdo no LX200 das diferentes condi¢des de acoplamento dos
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Avaliagdo no equipamento LX200 da intensidade de fluorescéncia de PE
apés a reacdo de microarranjos liquidos. Microesferas acopladas aos
antigenos Tcl e Tc2, HIV, HTLV, Tp, HCV e HBV avaliadas durante 18
meses. Condi¢Bes de acoplamento: 1 hora (azul), 2 horas (vermelho), 3
horas (roxo), 2 horas sem EDC/NHS (verde). Eixo X- meses de avaliagéo.
Eixo Y MFI de PE
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4.2.3 Avaliagao da estabilidade dos acoplamentos no FACSCalibur

Como a condicdo de acoplamento dos antigenos as microesferas do ensaio
padrdo da plataforma de microarranjos liquidos é 2 horas, os resultados dos
acoplamentos de 2 horas foram considerados como resultado padréo para fornecer
informacgdes sobre a estabilidade desses antigenos e acoplamentos.

Foi observado que todos os antigenos estudados apresentaram queda nas
médias geométricas durante os 18 meses de avaliacdo (Figura 34). No Quadro 4,
verificamos que todos os valores finais de média geométrica foram bem menores
gue os valores iniciais. O célculo do percentual de queda demonstrou que o AgTcl
foi o antigeno que teve um menor decaimento enquanto o AgHTLV foi o que
apresentou maior queda na sua intensidade de fluorescéncia. Mais uma vez foi
possivel verificar, conforme demonstrado tanto na Figura 33 quanto no Quadro 4,
uma diferenca entre as meédias geométricas das marcacdes entre os diferentes
antigenos. Novamente observamos um aumento das marcacdes dos antigenos no

17° més de avaliagdo, exceto para o AgTp.

A partir desses resultados, determinamos que a estabilidade dos antigenos,
em ordem crescente, foi: AQHTLV, AgHCV, AgTp, AgTc2, AgHIV, AgHBYV, AgTcl.
Nesse estudo, portanto, com excecdo do AgTcl, os conjugados apresentaram uma

baixa estabilidade no periodo de 18 meses de avaliacéo.
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Figura 34 — Estabilidade dos antigenos nos 18 meses de avaliagdo no FACSCalibur
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Avaliacdo no equipamento FACSCalibur da estabilidade dos acoplamentos
dos antigenos Tcl e Tc2, HIV, HTLV, Tp, HCV e HBV as microesferas.
Médias geométricas obtidas em cada ponto de avaliacdo das microesferas
acopladas por 2 horas, durante 18 meses.

Quadro 4 — Médias geométricas e percentual de queda dos conjugados apos 18

meses de avaliacdo no FACSCalibur

Més de avaliagdo

Antigenos 1 18 Clueda (%)
AgTc1 616 386 37
AgTc2 326 79 76
AgHIV 2103 705 66
AgHTLY 741 62 92

AgTp 4585 845 82
AgHCV 2485 429 83
AgHBVY 2099 981 55

Valores das médias geométricas e dos percentuais de queda obtidos no
FACSCalibur durante 18 meses de avaliacdo dos antigenos de Tcl e Tc2,
HIV, HTLV, Tp, HCV e HBV acoplados as microesferas. Médias geométricas
obtidas no ponto 1 e ponto 18 de avaliacéo.

4.2.4 Avaliacdo da estabilidade dos acoplamentos no LX200

Da mesma forma que a avaliacdo do FACSCalibur, os resultados dos

acoplamentos de 2 horas foram considerados como resultado padréo para fornecer

informacdes sobre a estabilidade dos antigenos e seus acoplamentos analisada no

LX200.
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A Figura 35 mostra que todos os antigenos estudados apresentaram queda
nas MFIs durante os 18 meses de avaliagdo. No Quadro 5, podemos verificar,
através dos resultados em MFI, que todos os valores finais foram bem menores que
0s iniciais. Assim como na citometria de fluxo, o calculo do percentual de queda
mostrou que o AgTcl teve um menor decaimento (41%) em relagcdo aos outros
antigenos avaliados. No entanto, no LX200, os Ags HTLV e HCV apresentaram o
mesmo percentual de queda (83%) e a maior queda em relacdo aos outros
antigenos. Mais uma vez foi possivel verificar, conforme demonstrado tanto na
Figura 30 quanto no Quadro 5, a diferenga entre as MFIs das marcagdes entre 0s
diferentes antigenos. Assim como na figura 33, novamente observamos um aumento
das marcacdes dos antigenos no 17° més de avaliacdo, com excegdo do AgTp e
AgHBV.

Embora com valores de queda diferentes dos observados nos ensaios da
citometria, ndo houve alteragcdo na ordem de estabilidade dos antigenos. Desta
forma, em ordem crescente de estabilidade encontramos AgHTLV e AgHCV, AgTp,
AgTc2 e AgHIV, AgHBV e AgTcl. Mais uma vez, com excecdo do AgTcl, os dados
apontaram para uma baixa estabilidade desses acoplamentos apos 18 meses de

avaliacao.

Figura 35 — Estabilidade dos antigenos nos 18 meses de avaliacdo no LX200
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Avaliacdo no equipamento LX200 da estabilidade dos acoplamentos dos
antigenos Tcl e Tc2, HIV, HTLV, Tp, HCV e HBV as microesferas.
Intensidades de fluorescéncia (MFIs) das marcagdes obtidas em cada ponto
de avaliagdo das microesferas acopladas aos antigenos, durante 18 meses.
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Quadro 5 - MFIs e percentuais de queda dos conjugados apds 8 meses de avaliacdo
no FACSCalibur

Més de avaliagao

Antigenos 1 18 Queda (%)
AgTci 1416 842 41
AgTc? 747 232 69
AgHIV 4319 1324 69
AgHTLY 1441 242 83
AgTp 10396 2069 80
AgHCV 5770 066 83

AgHBY = 4402 1570 64

Valores das MFIs e dos percentuais de queda obtidos no LX200 durante 18
meses de avaliacdo dos antigenos de Tcl e Tc2, HIV, HTLV, Tp, HCV e
HBV acoplados as microesferas. MFIs obtidas no ponto 1 e ponto 18 de
avaliacéo.

4.2.5 Comparacao dos resultados de estabilidade dos acoplamentos obtidos no
FACSCalibur e no LX200

A Figura 36, mostra a comparacao entre resultados dos percentuais de queda
de cada antigeno observados no FACSCalibur e no LX200. Como ja descrito
anteriormente, em ambos o0s resultados uma maior estabilidade do AgTcl foi

encontrada, enquanto o AgHTLV foi o menos estavel, sendo acompanhado do
AgHCV no caso do LX200.
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Figura 36 — Comparacéo dos percentuais de queda das marcacdes obtidos no
FACSCalibur e no LX200
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Percentuais de queda das intensidades de fluorescéncia calculados a partir
das médias geométricas (FACSCalibur) e das MFIs (LX200) do ultimo e do
primeiro ponto de avaliacdo dos antigenos Tcl, Tc2, HIV, HTLV, Tp, HCV e
HBV.

A andlise da tendéncia de queda das duas metodologias durante os 18 meses
de avaliacdo foi realizada e mostrou que as duas metodologias apresentaram
tendéncias de queda diferentes (p < 0,05) com excecédo dos antigenos Tc1 e Tc2.
Ou seja, apesar dos percentuais de queda nao apresentarem grandes diferencas
(Figura 36), a avaliacdo de todos os pontos de cada antigeno sugere que o0
decaimento das marcacoes foi diferente entre as amostras avaliadas no
FACSCalibur e no LX200 para a maioria dos antigenos estudados. Quanto mais
paralelas as linhas de tendéncia entre si, mais semelhante € a tendéncia de queda
das marcacGes. No caso, apenas o AgTcl e AgTc2 apresentaram linhas de
tendéncia semelhantes. Os dados obtidos nas avaliacbes no LX200 foram mais
dispersos em relacdo aos dados obtidos nas avaliacdes realizadas no FACSCalibur
(muito mais pontos vermelhos distantes da linha de tendéncia que 0s pontos azuis).
O AgTcl no LX200 apresentou os resultados mais variados entre os pontos de

avaliacdo em comparacado a todos os antigenos estudados. (Figura 37).



Figura 37 — Comparacéo entre a disperséo das intensidades de fluorescéncia e a
tendéncia de queda entre os dados do FACSCalibur e do LX200
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Comparagdo entre as intensidades de fluorescéncia das microesferas
acopladas aos antigenos de Tc, HIV, HTLV, Tp, HCV e HBV em cada ponto de
avaliacdo, durante 18 meses. Calibur— médias geométricas obtidas no
FACSCalibur. LX200— MFIs obtidas no LX200. Eixo X- meses de avaliagéo.
Eixo Y —intensidades de fluorescéncia.
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Até o momento, os resultados observados no LX200 foram obtidos a partir de
reacdes feitas em um Unico pogo para cada antigeno, de forma a reproduzir as
reacdes ja realizadas na metodologia de microarranjos liquidos. No entanto, devido
aos resultados do LX200 apresentarem uma maior variabilidade quando
comparados aos resultados do FACSCalibur, foram realizadas duas avalia¢cdes das
mesmas amostras obtidas nas reacdes de 7 pogos, primeiramente no FACSCalibur
e depois no LX200. Como foram realizadas apenas duas avaliagdes, ndo foi possivel
aplicar qualquer teste estatistico a esses dados, mas a visualizagdo grafica dos
resultados indicou que as mesmas amostras lidas no FACSCalibur e no LX200 (7
pocos LX e 7 pocgos Calibur) apresentaram o mesmo perfil de resposta em todos os
antigenos, enquanto os dados de 1 poco lido no LX200 (1 poco LX) apresentaram

perfis diferentes em alguns casos (Figura 38).



Figura 38 — Comparacéo das intensidades de fluorescéncia de amostras de

provenientes de um poc¢o ou sete poc¢os de reacéo
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Intensidades de fluorescéncia do FACSCalibur (média geométrica) e LX200
(MFI) em duas avaliagbes (meses 15 e 16). 1 po¢o LX - amostra
provenientes de um pog¢o de reacdo lida no LX200. 7 pocos Calibur -
amostra proveniente da mistura de 7 pocos de reac¢do lida no Calibur. 7
pogos LX — amostra proveniente da mistura de 7 pocgos de reacgdo lida no
Calibur e depois no LX200.
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5 DISCUSSAO

Os ensaios multiteste foram desenvolvidos inicialmente para avaliagdo de
multiplas citocinas em uma mesma amostra simultaneamente, apresentando
diferentes formatos e utilizando como tecnologias a citometria de fluxo, a
guimiluminescéncia ou a eletroquimioluminescéncia. Os ensaios multiteste por
citometria de fluxo se baseiam na utilizacdo de microesferas que apresentam
caracteristicas capazes de serem identificadas no citbmetro de fluxo através de
sistemas como CBA da BD e a tecnologia XMAP da Luminex (LENG et al, 2008). A
utilizacdo de microesferas como suporte solido ja esta bem descrita e existe uma
tendéncia para que meétodos diagnosticos multiteste sejam empregados na
deteccéo, por exemplo, de antigenos HLA para transplantes, de alergias e virus da
Hepatite C (HSU; JOOS; KOGA, 2009; ISHIDA et al, 2010; FONSECA et al, 2011).
Além do diagnostico em humanos, um meétodo sorologico foi proposto recentemente
para o diagnéstico da leishmaniose canina, utilizando microesferas acopladas a
antigenos de Leishmania. (SOUSA et al, 2013). Como ja mencionado anteriormente,
essa tecnologia se baseia no acoplamento de antigenos e anticorpos as
microesferas, processo esse que € extremamente suscetivel a variacdes
relacionadas a fatores intrinsecos a proteina a ser acoplada, assim como condi¢des
e reagentes utilizados durante o processo de acoplamento (ELSHAL; MCOY, 2006).
As microesferas apresentam caracteristicas Unicas de faixas de tamanho,
estabilidade, uniformidade e capacidade de absorver e reter corantes fluorescentes
gue favorecem sua utilizacdo na citometria de fluxo. Embora a utilizacdo da
citometria de fluxo para analise de microesferas ja tenha sido estabelecida (VIGNALI
2000; JANI et al, 2002; KELLAR; IANNONE, 2002), sua aplicacdo em estudos de
controle de qualidade de conjugados fluorescentes e de acoplamento de proteinas a

microesferas € uma nova abordagem.

Nos ensaios multiplos, os anticorpos fluorescentes, essenciais para a reacao
multiteste, os acoplamentos das proteinas as microesferas e as proprias reacdes
durante o ensaio necessitam de técnicas aprimoradas de controle de qualidade para

assegurar a deteccao eficaz das moléculas alvo do teste diagnostico.
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Neste contexto, o presente trabalho pretendeu desenvolver uma avaliagéo
citofluorimétrica para o estudo de insumos e processos utilizados na metodologia de
microarranjos liquidos de modo que tal avaliacdo pudesse ser utilizada como uma

ferramenta de controle de qualidade de kits para diagnéstico.

No primeiro experimento deste estudo foi avaliado se diferentes cédigos de
microesferas, apresentando diferentes intensidades dos fluorocromos de
classificacao, poderiam interferir na deteccéo do fluorocromo PE dos anticorpos anti-
lgG-PE e anti-HBSAg-PE, ja que na citometria de fluxo, existe uma sobreposicao de
espectros (cores) durante a emissdao dos fluorocromos, ocasionando uma
interferéncia de uma cor no canal de outra cor, que geralmente deve ser subtraida
matematicamente pelo equipamento (BERTHO; FERRAZ, 2013). Nossos resultados
corroboraram dados de outros autores (KELLAR; IANNONE, 2002) que
demonstraram que os fluorocromos de classificacdo das microesferas, de
comprimentos de onda no espectro do vermelho e infravermelho, ndo interferiram na
deteccdo da PE. No nosso caso, nem a diferenca de intensidades dos dois corantes
internos nos codigos de microesferas #012, #035 e #070, nem a diferenca de
intensidades de PE nos conjugados Al e A4 foram capazes de interferir no canal da
leitura da PE no citbmetro de fluxo, visto que todos os resultados das médias

geomeétricas foram semelhantes em todas as condi¢des acima.

Estudos tém mostrado que a determinacdo da concentracdo ideal no
anticorpo revelador das reacGes de microarranjos liquidos é um fator crucial para
protocolos que visam o desenvolvimento de kits para diagnostico (ELSHAL; MCOY,
2006; ELLINGTON et al, 2010). Desta forma, verificamos a possibilidade de avaliar a
concentracdo ideal de acoplamento através da citometria de fluxo. Geralmente essa
determinacao é feita através de um imunoensaio com diluicbes seriadas de soros
negativos e positivos e de conjugado (FONSECA et al, 2011; SOUZA et al, 2013).
Nossos resultados mostraram que a concentracdo de 5 pg/mL de anti-lgG-PE e a
diluicdo de 1:300 de anti-HBSAQ-PE apresentaram as melhores intensidades de
marcacdo. Vale a pena ressaltar que o0s conjugados Al e A4 apresentaram
resultados semelhantes para 2,5 ug/mL e 5 pg/mL, mas como a proposta do ensaio
era desenvolver um método de controle de qualidade dos insumos e processos ja
utilizados em um kit de diagndstico em desenvolvimento em Bio-Manguinhos/

FIOCRUZ, a concentracdo de 5 pg/mL foi escolhida visto que esta é a concentracao
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padronizada nos ensaios realizados com o kit mencionado acima. Em alguns casos
0 percentual de queda entre a minima e a maxima concentracdo de acoplamento
testada foi de 93% (conjugado A4) enquanto outro o conjugado B1 apresentou uma
gueda de apenas 22% da fluorescéncia (Quadro 2), mostrando o comportamento
diferenciado de cada conjugado estudado. Quando nos concentramos na analise
dos conjugados A, essa diferenca de queda, intimamente relacionada com o brilho,
demonstra nitidamente como existem diferencas entre lotes de um mesmo
fabricante. Tais observacfes apontam para a necessidade de um controle rigoroso
na escolha e padronizacdo de conjugados utilizados em imunoensaios (VIGNALLI,
2000; ELSHAL; MACOY, 2006). Além disso, na citometria de fluxo pudemos
observar parametros que nao sao considerados nas reacdes de imunoensaios,
como perfis de marcacdo obtidos nos histogramas de PE e CVs dos picos de
marcacdo. A avaliacdo desses parametros mostrou que, nas concentracdes e
diluicdes escolhidas para uso, os picos dos histogramas de PE apresentaram-se
mais estreitos e os CVs foram menores em comparacao as outras concentracoes,
demonstrando que tais condi¢des propiciaram acoplamentos mais homogéneos, ou
seja, microesferas com a mesma quantidade de conjugado acoplada. Tais
observacbes apontam para a necessidade de um controle rigoroso desses
anticorpos, que sao considerados reagentes essenciais para 0 sucesso de kits

multiteste em desenvolvimento (TIGHE et al, 2013).

Além da citometria de fluxo tradicional, muito tem se falado sobre a utilizacdo
de técnicas de quantificacdo de antigenos pela chamada citometria de fluxo
guantitativa. A possibilidade de quantificar moléculas pela citometria de fluxo tem
sido considerada um método promissor tanto na avaliacdo precisa de antigenos na
imunoterapia (CHAN et al, 2007; RANDLEYV et al, 2010), em HIV (LIU et al, 1997),
leucemias (KAY et al, 2006; WANG et al, 2006, ROSSMAN et al, 2007), e
transplantes (ISHIDA et al, 2010), assim como no estudo de variacdes de dados
entre equipamentos e laboratorios (PANNU; JOE, IYER, 2001). No entanto, com
excecdo da utilizacdo da CFQ para controlar a qualidade de equipamentos através
da medicéo de calibracéo e linearidade dos citdmetros (MITTAG; TARNOK, 2009) e
a proposta de sua utilizacdo na area de imunoterapia como ensaio imunolégico de
controle de qualidade para caracterizacao e liberacdo de terapias baseadas em

células (RANDLEV et al, 2010), pouco tem sido proposto para essa técnica no
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campo do controle de qualidade de insumos e processos. A partir das perspectivas
levantadas, nos pareceu relevante e promissor avaliar se a CFQ poderia ser uma
ferramenta para o controle de qualidade e monitoramento de conjugados

fluorescentes utilizados em imunoensaios.

Para tal, o primeiro passo foi estabelecer os parametros de sensibilidade do
equipamento (settings), etapa esta considerada fundamental para avaliacbes
adequadas por CFQ (VOGT et al, 2000). Neste contexto, as voltagens dos
fotomultiplicadores foram ajustadas no primeiro ponto de modo a obtermos os perfis
indicados pelo fabricante. De fato, observamos uma queda das intensidades de
fluorescéncia das populagdes de microesferas do kit de MESF entre o quarto e o
sétimo més das avaliacdes, o que foi apontado como uma variacao na sensibilidade
do canal de leitura de PE durante esse periodo, ja que houve um restabelecimento
dos valores apds o oitavo més. Vale a pena ressaltar que o equipamento utilizado
durante o estudo sofreu uma manutencéo preventiva justamente no final do sétimo
més, 0 que pode ter corrigido essa queda de sensibilidade observada no periodo
acima. O restabelecimento das intensidades de fluorescéncia no oitavo més apoia
essa teoria, pois caso houvesse uma queda real da intensidade da PE das
microesferas do kit, ndo teriamos observado novamente meédias geomeétricas
similares as encontradas antes desse periodo. Além disso, essa Vverificacao
corrobora resultados anteriores que mostram que qualquer variagdo durante a
aquisicdo, a qual no nosso caso foi sistematica, pode interferir na avaliacdo pela
CFQ (VOGT et al, 2000). Os dados acima também contribuem para enfatizar a
importancia da utilizacdo da CFQ para avaliacdo de calibracdo e linearidade de
equipamentos (GRATAMA et al, 1998; KELLAR; IANNONE, 2002; MITTAG;
TARNOK, 2009). Nossos resultados mostraram também que ndo s6 a variacdo na
sensibilidade do equipamento, mas a variacdo de lotes de kits de MESF podem
provocar variacdes nas analises pela CFQ. As variacOes lote a lote de reagentes ja
tém sido descritas e apontadas como fator importante a ser considerado no
desenvolvimento de protocolos para imunoensaios (GRATAMA et al, 1998;
VOSKUIL 2014). No caso da CFQ, essa variacdo nas médias geométricas das
microesferas do kit leva a um comprometimento ainda maior, pois o calculo das
MESF dos conjugados se baseia nas médias geométricas do kit e das médias dos

préprios conjugados, fazendo com que essa variagcdo se torne ainda maior quando
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os dados séao transformados em MESF. Por exemplo, avaliando-se os valores das
microesferas do kit de diferentes lotes apresentado para o més 10, a variacao das
médias geomeétricas provocou diferencas nos valores de MESF de um conjugado de
191.612 para 133.863 mostrando que mesmo uma variagdo na média geométrica de
64 para 80, 285 para 377 e 1420 para 1605 das microesferas #2, #3 e #4,
respectivamente, podem alterar além do esperado o resultado do valor de MESF.
Esses resultados demonstram que, para qualquer estudo de acompanhamento de
valores de MESF, torna-se necesséaria a utilizacdo de um mesmo lote do kit de
MESF durante todo o periodo de estudo.

A avaliacdo das MESF dos conjugados durante os 18 meses de estudo
mostrou o0 mesmo perfil do kit MESF PE com um declinio entre o quarto e o sétimo
més de avaliacdo, como ja discutido anteriormente. No entanto, além dessa queda,
0s conjugados apresentaram um declinio progressivo durante os 18 meses,
diferente do kit MESF PE. Isso mostrou que esse decaimento observado nos
conjugados de fato representou uma queda na intensidade de fluorescéncia desses
reagentes. Por serem muito brilhantes, os conjugados B2 e D nao puderam ser
avaliados pela CFQ, pois suas médias geométricas extrapolaram o ultimo ponto da
curva obtida com as microesferas do kit MESF e produziram resultados
discrepantes. Para solucionar esse problema, uma alteracdo na sensibilidade do
equipamento, com uma diminuicdo das voltagens dos fotomultiplicadores, poderia
diminuir as médias geométricas desses conjugados. No entanto, como a nossa
intencdo era um estudo comparativo e de acompanhamento entre os conjugados, e
sabendo que qualquer variagdo nos parametros de sensibilidade do aparelho
alterariam as andlises da CFQ (VOGT et al, 2000), nao foi realizada qualquer tipo de
alteracdo em tais parametros. Além disso, uma diminuicdo na sensibilidade do
fotodetector da PE poderia acarretar em uma alteracdo no perfil dos picos das
microesferas blank, #1, #2, #3 e #4, fazendo com que esses perfis ficassem
diferentes das orientacdes descritas pelo fabricante. Outra possibilidade seria testar
diferentes concentracbes de acoplamento para esses conjugados, mas Nnossos
resultados demonstraram que a diminuicdo da concentracdo também influencia o
desempenho do acoplamento. Sendo assim, esses conjugados extremamente
brilhantes foram avaliados e acompanhados durante o periodo determinado através

da citometria de fluxo tradicional.
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Com relacdo a avaliacdo do brilho e da estabilidade dos conjugados anti-lgG-
PE, foi observada uma grande variacao nas intensidades de fluorescéncia entre os
fabricantes A e B. O conjugado B2 foi mais brilhante que todos os conjugados A,
mas Al foi o mais estavel. Essa diferenca entre conjugados € um fator importante a
ser considerado, visto que tais diferencas podem provocar alteracbes nos
resultados. Neste contexto, por exemplo, ja foi descrito que a utilizacédo de diferentes
anticorpos de captura e revelacao, entre estudos, pode levar a resultados distintos
(ELSHAL; MCCOY, 2006). Disparidades entre brilho e estabilidade também foram
observadas nos conjugados anti-HBSAg-PE onde o conjugado D se apresentou
mais brilhante e estavel que o conjugado C. Até conjugados de mesmo fabricante
apresentaram grande variabilidade entre lotes. Alguns conjugados como Al
apresentaram bons resultados tanto de intensidade de fluorescéncia como de
estabilidade. Outros conjugados, como A4, apresentaram boa estabilidade, mas
intensidades de fluorescéncia menores. Todos esses resultados demonstram mais
uma vez a grande variabilidade desses reagentes, e corroboram resultados
anteriores que apontam para a necessidade de um cuidado rigoroso no
desenvolvimento de métodos de controle de qualidade para imunoensaios
(GRATAMA et al, 1998; VOSKUIL, 2014).

A sensibilidade em detectar moléculas alvo em imunoensaios esta associada
nao so6 a especificidade da ligacado antigeno-anticorpo, mas também a sensibilidade
de deteccéo pela fluorescéncia. Diferente dos radioimunoensaios, 0s imunoensaios
sdo0 mais simples, mais sensiveis, mais baratos e menos perigosos porque utilizam
compostos fluorescentes e nao radioisétopos (HEMPEN; KARST, 2006).
Estabilidade e brilho sdo -caracteristicas importantes a serem levadas em
consideracdo na escolha de anticorpos fluorescentes para imunoensaios, ja que
essas caracteristicas afetam diretamente o potencial de deteccdo desses reagentes.
Corantes fotoestaveis e mais brilhantes sdo ferramentas importantes para utilizacéo
em técnicas de marcacdo. Desta forma, estudos que visam avaliar caracteristicas
como fotoestabilidade e brilho sdo importantes para identificar o melhor conjugado a
ser utilizado em imunoensaios (MAHMOUDIAN et al, 2011). Nossos resultados
demonstraram que o estudo dessas caracteristicas pode revelar ndo s6 o melhor
conjugado a ser utilizado em termos de brilho e estabilidade, mas também as

possiveis diferengas encontradas lote a lote de um mesmo fabricante.
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Tanto na citometria de fluxo como em outras metodologias ha estudos com o
objetivo de aprimorar a deteccdo de particulas-alvo através da utilizacdo de
componentes fluorescentes mais brilhantes ou mais estaveis. Em estudos de
imagem, por exemplo, foi demonstrado que corantes fluorescentes verdes tém
menos efeito na afinidade do anticorpo, mas sdo menos estaveis que corantes
vermelhos (HAYASHI-TAKANAKA et al, 2014). Em outro estudo, foi demonstrado
gque a utilizacdo de determinadas substancias em conjugados (no caso
ciclodextrinas), pode aumentar a fluorescéncia desses reagentes em até 2,5 vezes
(GURVEY et al, 2011) e que este aumento € dependente ndo so6 do tipo de corante,
como da razao fluorocromo/proteina (razdo F/P). A razdo F/P é a medida proposta
para avaliacdo da eficiéncia do processo de conjugacdo (HOLMES; LANTZ; RUSS,
1997, ROEDERER, 2004; MAHMOUDIAN et al, 2011; HAYASHI-TAKANAKA et al,
2014), apesar de sua aplicacdo como fator preditivo para escolha de conjugados
para citometria de fluxo ser questionada. Segundo VOGT e colaboradores (2000),
embora essa razao possa determinar o numero de fluorocromos ligados a proteina,
ela ndo necessariamente representa a emissao de fluorescéncia. Um fato importante
a ser considerado € que nao necessariamente conjugados com maiores razdes F/P
apresentam maiores intensidades de fluorescéncia. Pelo contrario. Altas razdes F/P
podem causar decréscimos acentuados na eficiéncia da fluorescéncia de
conjugados, pois a proximidade das moléculas provoca uma transferéncia de
energia entre elas (BRINKLEY, 1992). No presente estudo ndo foram realizadas
avaliacbes pela espectrofotometria, pois em um primeiro momento nao
pretendiamos comparar tais técnicas, visto que o0s resultados n&do seriam
comparaveis a partir do pressuposto de que a espectrofotometria ndo representa a
emissdo de fluorescéncia. Nem seria possivel avaliar a razdo F/P dos conjugados
em questao para tentarmos fazer alguma correlacéo entre os dados de citometria e
a razdo F/P, pois para tal teriamos que ter a leitura da PE sozinha antes da
conjugacéao, informacdo nado fornecida pelo fabricante. A Unica comparacdo que
pode ser feita foi a de que o conjugado mais brilhante na citometria de fluxo (Al)
também apresentou a maior DO na espectrofotometria. No entanto, 0s
conhecimentos adquiridos durante esse estudo, indicam que em processos de
conjugacéo realizados em nosso laboratério talvez a associacdo entre os resultados
da espectrofotometria e da citometria de fluxo possam ser importantes para a

padronizacdo e estabelecimento de protocolos de controle de qualidade para
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insumos e processos de conjugacao. De fato, em ensaios prévios de conjugacéo de
anticorpos a fluorocromos no nosso laboratério observamos que nem sempre a
maior razdo F/P ou a obtencdo de uma razdo F/P esperada nos protocolos de
conjugacao corresponderam a conjugados mais brilhantes na citometria de fluxo.
Esses dados, mais uma vez demonstram que a inclusdo de um método de controle
de qualidade utilizando a citometria de fluxo pode ser fundamental para
padronizacdo de processos de conjugacdo e avaliagdo da eficiéncia desses
processos bem como do grau de marcacéo dos anticorpos a fluorocromos.

A escolha de conjugados com corantes mais brilhantes e estaveis é uma
ferramenta fundamental para o sucesso da deteccédo. E sabido que antigenos pouco
expressos devem ser avaliados com conjugados ligados a corantes mais brilhantes
para melhorar o grau de deteccdo (SHAPIRO, 2003; BERTHO; FERRAZ, 2013). Em
relacdo as metodologias utilizadas nesse estudo, visando a utilizacdo da citometria
de fluxo como controle de qualidade de reacdes da metodologia de microarranjos
liquidos, utilizando o equipamento LX200, apenas os fluorocromos PE, Alexa 532 ou
cianina 3 (Cy3) ja foram mencionados, ndo havendo maiores possibilidades de troca
por corantes mais brilhantes ou mais fotoestaveis (PREMIER BIOSOFT, 2015). No
entanto, pelos resultados apresentados aqui pudemos verificar que a avaliacdo de
um mesmo corante, ou seja, a avaliacdo dos diferentes conjugados de PE, pode
apresentar grande variabilidade e que a escolha do melhor conjugado pode melhorar

a deteccéao da proteina alvo no ensaio.

A possibilidade de acoplarmos os conjugados diretamente as microesferas
forneceu uma avaliacéo direta do comportamento desses reagentes sem possiveis
interferéncias inerentes a uma reacdo de imunoensaio que pudesse comprometer a
avaliacdo do conjugado (ELLINGTON et al, 2010). Além das caracteristicas de
estabilidade e brilho, essa metodologia possibilitou a visualizacdo também dos
acoplamentos. Parametros como perfis de histogramas, CVs, médias geométricas e
MESF puderam ser utilizados para caracterizar a eficiéncia dos acoplamentos e as
intensidades de fluorescéncia. A avaliacdo desses parametros forneceu dados
novos antes ndo avaliados durante as técnicas normalmente empregadas. Os
resultados mostraram que a citometria de fluxo através desses parametros pode
fornecer dados importantes para o controle de insumos e de processos envolvidos

em imunoensaios, sendo as caracteristicas como intensidade de fluorescéncia, perfil
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dos histogramas e coeficiente de variagcdo dos picos de PE parametros
fundamentais para a determinacdo do protocolo a ser utilizado. A marcagdo com
anti-lgG-FITC, ainda ndo descrita em trabalhos, demonstrou que a queda de
fluorescéncia pode ser diferenciada do desacoplamento das proteinas da superficie
das microesferas. A manutencdo da marcacao de FITC nas amostras expostas a luz
e a temperatura ambiente mostrou que os conjugados anti-IgG-PE ainda estavam
acoplados as microesferas enquanto a reducdo da marcacdo de PE mostrou
nittidamente que o fluorocromo PE sofreu uma queda da sua intensidade de
fluorescéncia, fato este esperado visto que essas moléculas séo fotossensiveis.
Como um dos objetivos da tese era a avaliacdo da estabilidade dos conjugados, a
comprovacdo da manutencdo dos conjugados acoplados as microesferas era de
fundamental importancia para assegurar que a queda das intensidades de
fluorescéncia de PE era relacionada ao fluorocromo, sendo essencial para validagao
dos estudos de estabilidade dos conjugados. Consideramos que esses resultados
apontam para uma forte necessidade de adocéo desta ferramenta na avaliacdo de
estabilidade de conjugados, sendo necessaria a adogcao desta etapa no controle de
gualidade de acoplamentos de conjugados a microesferas. A utilizacdo das
microesferas como suporte soélido propiciou a avaliacdo desses insumos tanto pela
citometria de fluxo tradicional quanto pela CFQ. As diferencas observadas na
comparacdo dos percentuais de queda da CFQ e da citometria tradicional
mostraram mais uma vez que a avaliacdo continua pela citometria tradicional neste
caso ainda forneceu resultados mais claros e coerentes, apesar da CFQ ter se
mostrado essencial e obrigatdria para validacdo dos resultados da citometria de
fluxo tradicional. Além disso, como ambas as metodologias fornecem dados
diferentes em relacdo aos conjugados, e podem ser efetuadas simultaneamente sem
insercdo de etapas e processos que prejudiquem o andamento dos ensaios de
controle, sugerimos a avaliacdo simultanea pela citometria de fluxo tradicional e a
CFQ no que diz respeito aos estudos de brilho e estabilidade de conjugados

fluorescentes.

Apés os estudos dos conjugados acoplados as microesferas, realizamos o
acoplamento de antigenos a essa particulas. Com relacdo aos resultados obtidos
nesses estudos, nossos dados corroboraram observacdes anteriores que

demonstraram a capacidade da citometria de fluxo em avaliar antigenos acoplados a
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microesferas (VIGNALI, 2000; JANI et al, 2002; KELLAR; IANNONE, 2002; HSU;
JOOS; KOGA, 2009; TAIT et al, 2009). Apesar de inumeras aplica¢cdes, nenhum
desses estudos teve como proposta a utilizacdo da citometria como controle de

gualidade de insumos e processos de imunoensaios.

As metodologias utilizando microesferas como suporte sélido para deteccdo
de citocinas, antigenos e anticorpos tem despertado profundo interesse visto que
fornecem a possibilidade de avaliar multiplos analitos em uma Unica reacdo. Essa
capacidade multiteste associada as caracteristicas como alta capacidade de
processamento, alta reprodutibilidade e sensibilidade e necessidade de pequeno
volume de amostra tornaram esses ensaios uma das técnicas mais promissoras
para avaliacdo de imunoensaios (JANI et al. 2002), tanto pela citometria fluxo como
pela metodologia de microarranjos liquidos. No entanto, segundo Ellington e
colaboradores (2010) ainda existe uma necessidade de materiais para o controle de
gualidade de imunoensaios multiteste. Além disso, as microesferas utilizadas,
geralmente funcionalizadas, com sua superficie revestida por carboxilas ou aminas,
potencialmente requerem um consideravel controle de qualidade antes do uso assim
como os anticorpos que devem ser altamente especificos e sensiveis (TIGHE et al,
2013).

Apesar da capacidade multiteste desses ensaios, todos os estudos foram
realizados em ensaios Unicos, pois 0 objetivo do trabalho foi avaliar os antigenos,
seu comportamento e 0s possiveis controles passiveis de serem desenvolvidos pela
citometria de fluxo. Mesmo apresentando essa capacidade multiteste toda a
padronizacdo da reacdo é feita primeiramente em ensaios Unicos e depois em
multitestes para associacdo das condicfes de todos 0s antigenos para um ensaio
com multiplos analitos (ELLINGTON et al, 2010).

A avaliacdo das diferentes condi¢cdes de acoplamento mostrou que, tanto no
FACSCalibur quanto no LX200, a auséncia de NHS/EDC maodificou o resultado dos
acoplamentos de todos os antigenos. No caso de AgTcl e AgTc2, tal auséncia
provocou uma acentuada queda da marcacdo, mostrando mais uma vez que esses
reagentes sdo fundamentais para a manutencdo das condi¢cbes de acoplamento
nesses antigenos (LUMINEX, 2008; DUNBAR; HOFFMEYER, 2013). Todos o0s

resultados comparados ao acoplamento de 2 horas (padrdo ouro) mostraram que o
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aumento para 3 horas no caso dos antigenos Tc sO foi capaz de aumentar a
deteccdo no caso do AgTcl e que a reducdo para ao acoplamento de 1 hora afeta
alguns antigenos para mais ou para menos. Nos antigenos que apresentaram
marcagOes maiores na auséncia de EDC/NHS, o acompanhamento durante os 18
meses mostrou que a auséncia desses reagentes nao foi capaz de provocar uma
resposta diferente em termos de estabilidade, ou seja, a resposta se apresentou a
mesma por todo o tempo de estudo. Entédo, a interferéncia desses reagentes no
acoplamento pode ser avaliada no ponto inicial, ndo influenciando na estabilidade no
decorrer do tempo. N&o sé nos acoplamentos sem EDC/NHS, mas o
acompanhamento de todas as condicbes mostrou que nenhuma delas teve seu
comportamento alterado durante o periodo de avaliagdo indicando que todas
apresentaram o mesmo perfil de estabilidade. Isso € importante, pois caso uma
condicdo fosse mais estavel que a outra, talvez para um kit diagnéstico a
estabilidade fosse uma caracteristica mais importante do que os valores de
fluorescéncia observados, desde que isso ndo resultasse no comprometimento da
sensibilidade e especificidade do teste. Como o intuito da padronizacdo € atingir as
melhores condi¢ces para todos os antigenos (YIGITBASY, 2012) para unificacdo e
reducdo de possiveis erros, nossos resultados mostraram mais uma vez que 0O
acoplamento de 2 horas na presenca de EDC/NNHS é a melhor escolha para um
ensaio multiplo com todos os antigenos (LUMINEX, 2008; DUNBAR; HOFFMEYER,
2013). Com excecdo do AgTc2, que nao apresentou diferenca estatisticamente
significante na leitura do acoplamento de 1 hora no Luminex, todos os resultados
encontrados no FACSCalibur foram iguais aos obtidos no LX200. Desta forma, os
resultados demonstraram que a citometria foi capaz de detectar reacdes utilizando
microesferas magnéticas utilizadas no equipamento LX200 como suporte para
imunoensaios, fato esse questionado anteriormente e apontado, inclusive, como
desvantagem, jA que a necessidade de leitores especificos como o LX200, por
exemplo, poderia limitar os custos e a utilidade e disponibilidade da tecnologia
(TIGHE et al, 2013).

Os resultados também demonstraram como a técnica de avaliacdo de
antigenos acoplados as microesferas é sensivel e como fatores durante a reacao
podem influenciar o resultado obtido, ja descrito anteriormente em relacdo aos

imunoensaios em geral (Ellington et al, 2010). Durante os 18 meses de avaliagao,
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alguns resultados discrepantes foram observados em alguns pontos. Nesses casos
as reacOes diferiram totalmente dos perfis apresentados no ponto anterior
retomando a tendéncia novamente no ponto seguinte. Por exemplo: na avaliacao do
2° més, o AgHIV ndo apresentou resposta tanto no FACSCalibur quanto para o
LX200. Essa auséncia de resposta para todos os pocos pode significar a ndo adicao
do soro ou de conjugado nessa coluna visto que nenhum dos equipamentos
detectou reacdo. Na avaliacdo do 17° més, varios antigenos apresentaram alteracéo
nos resultados obtidos tanto no FACSCalibur quanto no LX200. Provavelmente
nesse caso algum fator como conjugado, diluicdo de amostra, lavagem, ou outro
podem ter influenciado a reacdo. Além disso, alguns antigenos apresentaram
resultados discrepantes apenas nos resultados obtidos no LX200. Nesse caso, vale
a pena ressaltar que a reacéo lida no LX200 representa a rea¢cdo de um Unico poco,
a qual pode sofrer muito mais discrepancias do que as leituras realizadas no
FACSCalibur que representam o somatorio de 7 reagcdes. Quando as duas técnicas
foram comparadas, foi verificada uma tendéncia a resultados mais homogéneos
guando a mesma amostra foi lida no citbmetro e no LX200. Portanto, as
discordancias observadas entre as avaliacdes no FACSCalibur e no LX200 apontam
muito mais para variagcbes inerentes as técnicas aplicadas do que diferencas
significativas entre os equipamentos. O desenvolvimento de uma técnica para
controle da qualidade de acoplamento e estabilidade de antigenos e/ ou conjugados
alcancada nesta tese e a comparacdo estatistica dos equipamentos denota a
importancia deste controle realizado no citbmetro de fluxo. A falta de correlatos
cientificos neste tema indica, por um lado, a forte necessidade de dados como o0s
aqui apresentados, e por outro, dificulta a discussdo de outras possiveis

abordagens.

Em relac&o aos estudos de estabilidade, ndo houve diferenca entre os dados
obtidos no FACSCalibur e no LX200. O AgTcl foi o mais estavel nas duas
metodologias enquanto AgHTLV e AgHCV foram os menos estaveis. O AgTcl
apresentou os resultados mais oscilatérios nos dois equipamentos, sendo que, no
caso do LX200, também foi observada grande oscilacdo nas respostas do AgTp.
Para entender as possiveis causas para essas variacdes, talvez estudos
comparativos com diferentes soros possam avaliar se essas alteracfes sao

inerentes as respostas antigeno-anticorpo de cada reacdo ou a um fator inerente as
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préprias condi¢Bes da reacdo. Talvez a presenca de algum componente nos soros
escolhidos possa ter induzido essa variagdo nas respostas (KELLAR; IANNONE,
2002). Em geral, a estabilidade das reagdes ndo apresentou resultados satisfatorios,
mas estudos complementares sdo necessarios para avaliar se essa queda nas
reacdes para 0s antigenos sdo capazes de alterar os resultados do teste como
diagnéstico. O presente trabalho ndo teve como objetivo avaliar o potencial
diagndstico nas metodologias, mas sim avaliar se a citometria de fluxo poderia ser
utilizada como ferramenta para o controle de qualidade das reacbes de
microarranjos liquidos visto que esta, até o0 momento, tem como controle de
qualidade as préprias reacdes lidas no LX200. Como a citometria de fluxo pode
fornecer elementos diferentes dos observados nos ensaios utilizando o LX200, como
por exemplo histogramas de marcacédo e CVs, a insercdo dela pode prover dados
importantes para a padronizacdo da avaliacdo de acoplamento de antigenos as
microesferas assim como o acompanhamento da estabilidade desses acoplamentos

e de suas reagoes.

Embora todos os antigenos tenham mostrado uma estabilidade fraca para as
duas metodologias com percentuais de queda acima de 37% para FACSCalibur e
41% para o LX200 apos 18 meses de avaliacdo e quedas semelhantes em cada
antigeno, o estudo comparativo entre todos os resultados obtidos em cada
metodologia mostrou que as tendéncias de queda dos antigenos, com excecao dos
antigenos Tcl e Tc2, foram estatisticamente diferentes entre as duas metodologias.
De fato, a analise dos dados numéricos mostrou que cada metodologia apresentou
uma resposta em cada ponto, sendo a queda néo linear tanto entre os antigenos
guanto entre metodologias. Nos graficos de dispersdo observamos, ndo s6 a
tendéncia de queda entre metodologias, mas novamente pudemos observar que 0s
resultados obtidos no LX200 se apresentaram muito mais dispersos que 0s
resultados obtidos no FACSCalibur.

Em resumo, podemos concluir, através dos resultados apresentados nesse
trabalho, que a citometria de fluxo utilizando microesferas como suporte sélido
demonstrou ser uma ferramenta importante para avaliacdo de anticorpos ligados a
fluorocromos, bem como o estudo de antigenos e suas rea¢des com seus anticorpos
especificos. Além disso, esta técnica permitiu a avaliagdo de processos como

conjugacdes de fluorocromos a anticopos e acoplamentos de proteinas a
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microesferas. Em suma, o método citofluorimétrico apresentado neste trabalho pode
ser utilizado para o desenvolvimento e padronizagéo de protocolos de controle de
gualidade para insumos e processos que utilizem conjugados fluorescentes e

imunoensaios.
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6 CONCLUSOES

e Os diferentes cddigos de microesferas nao influenciaram na deteccdo da PE dos
conjugados e a concentracao 5 pg/mL de anti-lgG-PE e a diluicdo de 1:300 para
anti-HBSAgQ-PE foram as condi¢cbes mais homogéneas de acoplamento;

e A variabilidade na intensidade de fluorescéncia e na estabilidade dos conjugados
entre os diferentes fabricantes e entre lotes de mesmo fabricante demonstraram a
importancia de um controle mais rigoroso desses insumos;

e A marcagdo com anti-IgG-FITC, ainda n&o descrita, mostrou ser eficiente na
diferenciacdo entre queda de acoplamento e a queda de fluorescéncia do
conjugado acoplado;

e A CFQ se mostrou necessaria para avaliacdo de linearidade do equipamento e
dos resultados obtidos durante o acompanhamento dos insumos, sendo sua
utilizacdo para avaliacdo de conjugados recomendada em fluorocromos cujo
brilho ndo ultrapasse a curva da MESF utilizada;

e A citometria de fluxo se mostrou eficiente na deteccdo dos ensaios da
metodologia de microarranjos liquidos, os quais sdo comumente desenvolvidos
para leitura em equipamentos fechados como o LX200;

e A avaliacdo das diferentes condicoes de acoplamento corroborou resultados
anteriores mostrando que o acoplamento de 2 horas na presenca de EDC/NHS foi
a condicdo que forneceu resultados satisfatérios para todos os antigenos
estudados;

e Houve uma diferenca consideravel na estabilidade das marcacfes dos diferentes
antigenos, existindo uma diferenca entre as tendéncias de queda dos antigenos,
assim como nos perfis de resposta, entre as avaliacbes realizadas no
FACSCalibur e no LX200. Devido a maior homogeneidade dos resultados obtidos
no FACSCalibur, concluimos que a metodologia de controle de qualidade deve
ser desenhada de acordo com os ensaios feitos no citbmetro de fluxo.

e Em resumo, a citometria de fluxo mostrou ser uma ferramenta bastante
importante para a avaliacdo e controle de qualidade de conjugados, antigenos,
acoplamentos e reacbes de microarranjos liquidos, podendo ser aplicada em

outros estudos que visem a avaliagao e controle de qualidade desses insumos.
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