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RESUMO

Nesse trabalho, foram desenvolvidas metodologias aplicadas ao controle
de qualidade de vacinas antimeningococicas sorogrupo B. Este
desenvolvimento se deu com base na avaliacdo do perfil protéico das
preparacdes vacinais. Para isso, foram desenvolvidas condi¢cdes de analise
para a identificacdo e caracterizacdo dos antigenos vacinais por eletroforese
bidimensional e espectrometria de massas. Muitos antigenos importantes
imunologicamente foram identificados e outros antigenos com menor

importancia também foram caracterizados por espectrometria de massas.

Para a avaliacdo imunolégica das preparacdes vacinais foi produzido um
anticorpo policlonal anti-OMV. Esse anticorpo foi capaz de identificar os

antigenos majoritarios imunologicamente presentes nas preparacoes.

Além do conteudo do perfil proteico, foi feita a avaliacdo do conteudo de
LOS em preparagbes vacinais por metodologia fisico-quimica. A cadeia o-
especifica do LOS é formada por um oligossacarideo formado por unidades
que se repetem de um acucar de 8 carbonos denominado KDO (acido 2-ceto-3-
deoxioctulosonico).O KDO funciona como marcador quimico da estrutura do
LOS e a sua dosagem foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
por troca ibnica com deteccdo amperométrica pulsada. Essa metodologia foi
validada frente aos requisitos do INMETRO, e apresentou resultados
satisfatérios para método de determinagéo quantitativa.

As metodologias desenvolvidas foram muito importantes para a garantia
do direito a saude, uma vez que é responsabilidade das autoridades sanitarias
nacionais assegurarem que 0s imunobiol6gicos disponiveis no Brasil, de
origem nacional ou ndo, sejam seguros, de qualidade e eficacia comprovadas,
jd que a garantia da qualidade dos imunobiologicos se deve, dentre outros
motivos, ao fato de que tais produtos sdo aplicados em grupos de pessoas

sadias e as campanhas expdem toda uma faixa etaria da popula¢éo ao insumo.

Palavras chave: Neisseria meningitidis, OMV, KDO, Proteoma, Vigilancia
Sanitaria.



ABSTRACT

In this work methodologies for meningococcal serogroup B vaccines
were developed. The basic analyses were the protein profile by electrophoresis.
For that, spefic conditions for antigen characterization by two dimensional
electrophoresis and mass spectrometry were developed. Many of the most
important antigens were identified by mass spectrometry, as also some minor
antigens.

For a immunological evaluation of vaccine preparations, polyclonal
antibodies against outer membrane vesicles (OMVs). These antibodies
recognize major antigens in the preparation.

The content of lipoligosaccharide (LOS) in the preparations were also
evaluated. O-specific chain of LOS has a 8 carbon sugar called 2-keto-3-
deoxioctolunosic acid (KDO). KDO is a chemical marker of LOS structure; KDO
was analyzed using high performance anion exchange chromatography of
pulsed amperometric detection. This methodology was validated using
INMETRO parameters; It is suitable for quantitative analysis.

All developed methodologies are important to heath warranty, since
vaccines efficacy, safety and quality are under the responsibility of health
authorities in Brazil. Quality in vaccines is very important, since these products
are used in a healthy age group of the population.

Keywords: Neisseria meningitidis, OMV, KDO, Proteomic, Health surveillance.
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1 INTRODUCAO

1.1 HISTORICO

A meningite meningocdcica € uma doenca que apresenta registros muito
antigos, tendo sido descritos 0s primeiros casos clinicos no século XVI
(SKINNER, 1970). Embora as descricbes clinicas sejam desta época, 0s
principais sintomas foram descritos por Vieusseaux (VIEUSSEUX, 1804), tendo
sido o microorganismo causador da doenca identificado em 1887 por
Weichselbaum (WEICHLBAUM, 1887).

Inicialmente, este microrganismo foi chamado de diplococcus
intracelularis e posteriormente foi inserida no género Neisseria (FREDLUND,
1993).

Apés a Segunda Guerra Mundial, em 1945, as epidemias causadas por
diferentes sorogrupos foram descritas em todo o mundo. Estas epidemias
afetaram individuos de todas as faixas etarias e apresentaram regularidade no
aparecimento. Desde entdo periodos epidémicos com intervalos de
aproximadamente de 10 anos tém atingido diversas regiGes da Africa.

Ja na década de 70, cepas de Neisseria meningitidis (Nm) emergiram na
Europa atingindo as Américas. No Brasil, a meningite meningococica foi
observada pela primeira vez no municipio de Sédo Paulo em 1906 (BRAZILIAN
EPIDEMIOLOGICAL VIGILANCE CENTER, 2004).

Essa doenca teve maior impacto sobre a populacdo a partir de 1971,
época em que uma grande epidemia ocasionada pelos sorogrupos A e C
atingiu o pais. Quatro anos depois 0 numero de casos teve um decréscimo
retornando a niveis endémicos (IVERSSON, 1976).

A década de 80 foi marcada por um inicio de baixa incidéncia da doenca
ocasionada pelo sorogrupo B e no final por epidemias diversas em varios
pontos do pais. Na década de 90 ocorreu uma diminuicdo nos casos de
meningite B e um aumento significativo de casos de meningite C (WEISS et al.,
2001). No periodo de 1980 ao ano 2000, foram notificados cerca de 80.000
casos da doenca, sendo o estado de S&o Paulo o que mais se sobressaiu,
representando 35% dos casos. A partir de 2002 observou-se em alguns

estados brasileiros, um aumento da incidéncia do sorogrupo C e uma
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diminuicdo do sorogrupo B. No entanto a letalidade do sorogrupo B tem sido
nitidamente mais expressiva quando comparada com o sorogrupo C
(CARVALHANAS, 2005), com excecdo do estado da Bahia, onde no final de
2009, um surto provocado pelo sorogrupo C aumentou a letalidade da doenca
em até 50% em alguns municipios do estado. Os dados a respeito da
distribuicdo global dos sorogrupos da doenca meningocdOcica podem ser

observados na figura 1.

Figura 1 : Distribui¢éo global dos sorogrupos de Neisseria meningitidis.

Fonte: HARRISON (2009)

Estima-se a ocorréncia de pelo menos 500 mil casos de doenca
meningocécica (DM) por ano no mundo, com cerca de 50 mil 6bitos. E uma
doenca de evolucao rapida e com alta letalidade, que varia de 7 a 70%. Mesmo
em paises com assisténcia médica adequada, a DM pode ter uma letalidade de
até 40%. Geralmente acomete criangas e adultos jovens, mas em situagcdes
epidémicas, a doenca pode atingir pessoas de todas as faixas etérias
(BARATA, 1988).

Dados epidemiologicos revelaram que a DM ocorre de forma endémica
em todos os paises do mundo, podendo se apresentar também de forma
epidémica. Nos paises industrializados, a incidéncia da DM é baixa, com 1 a 3
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casos por 100.000 habitantes. No entanto, nos paises em desenvolvimento
essa taxa se encontra entre 10 a 25 casos por cada 100.000 habitantes
(BRICKS, 2001). Na regido da Africa, conhecida como cinturdo da meningite, a
incidéncia é bem alta, chegando a atingir de 100 a 800 casos por 100.000
habitantes (WILDER-SMITH, 2008).

1.2 AGENTE ETIOLOGICO

A meningite pode ser causada por diversos agentes etiolégicos, como
bactérias, virus, fungos, dentre outros. As meningites de origem infecciosa,
principalmente as causadas por bactérias e virus, sdo as mais importantes sob
0 ponto de vista da salde publica. Este fato se deve a grande ocorréncia de
casos, o potencial de surtos e o risco para a populagéo (TRABULSI, 2005).

Os principais agentes bacterianos causadores de meningite sdo a
Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis
e Haemophilus influenzae. Na tabela 1, abaixo sdo apresentadas as

caracteristicas de cada um destes agentes bacterianos.
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Tabela 1: Resumo das caracteristicas dos agentes bacterianos causadores de meningite.

AGENTE BACTERIANO CAUSADOR DE
MENINGITE

CARACTERISTICAS

Neisseria meningitidis

Bactéria Gram-negativa, em forma de
coco. Possui diversos sorogrupos de acordo com
0 antigeno polissacaridico da capsula. Os mais
frequentes sdo os sorogrupos A, B, C Wiz e Y.
Podem também ser classificados em sorotipos e
subtipos, de acordo com o antigeno protéico da

parede externa do meningococo.

Streptococcus pneumoniae

Bactéria Gram-positiva com
caracteristica morfolégica esférica (cocos),
disposta aos pares. E alfa-hemolitico e n&o
agrupavel, possuindo mais de 90 sorotipos

capsulares.

Mycobacterium tuberculosis

Bacilo ndo formado de esporos, sem
flagelos e que ndo produz toxinas. E uma
espécie aerbbica estrita, necessitando de
oxigénio para crescer e se multiplicar. Tem forma

de bastonete, medindo de 1 a 4 micra.

Haemophilus influenzae

Bactéria Gram negativa que pode ser
classificada em 6 sorotipos (a,b,c,d,e,f), a partir
da diferenca antigénica da capsula

polissacaridica.

As meningites virais sao representadas principalmente pelos enterovirus.

Nesse grupo, estdo incluidas as 3 tipos dos poliovirus, 28 tipos de echovirus,

23 tipos do virus coxsackie A, 6 do virus coxsackie B e 5 outros enterovirus.

Dentre 0s agentes etiologicos apresentados anteriormente, o mais

frequente é a Neisseria meningitidis.

A bactéria Neisseria meningitidis € uma espécie bacteriana do género

Neisseria, que faz parte da familia Neisseriaceae, tendo patogenicidade para o

homem, sendo este o0 seu Unico reservatdrio natural (LANNETTE et al., 1985)

Como apresentado na tabela 1, as Neisserias sao cocos Gram-negativos

que se apresentam aos pares na forma de diplococos. S&o microrganismos

microerofilos, oxidases positivas, produzem &cidos a partir de carboidratos

como a glicose, maltose e lactose (STUART, 1987).
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Estruturalmente, a Neisseria meningitidis se assemelha a outras
bactérias Gram-negativas, possuindo uma membrana interna ou citoplasmatica
e outra externa, separadas por uma camada de peptideoglicano, também
chamada de parede celular.

A membrana externa é revestida por uma capsula polissacaridica, que
confere resisténcia contra a fagocitose e lise mediada por complemento. Essa
capsula, junto com outros componentes da membrana externa, representam o0s
fatores de viruléncia desse agente infeccioso.

Outro componente da membrana externa associado a viruléncia é o
LOS. Quimicamente, essas moléculas sado lipooligossacarideos (LOS),
constituidos por uma cadeia O-especifica, um centro oligossacarideo e um
componente lipideo terminal, chamado de lipideo A, como apresentado na
Figura 2 (CAROFF & KARIBIAN, 2003).
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Figura 2: Representacdo esquematica do envelope celular de bactérias Gram negativas. A

direita € mostrada a estrutura do lipopolissacarideo.
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Na membrana externa, existem também diversas proteinas, envolvidas

na patogénese da DM. Esta membrana é revestida por uma capsula de

polissacarideos que apresenta relagdo direta com a patogenicidade (CAROFF

& KARIBIAN, 2003).
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Desta forma, a organizacdo taxondémica de N. meningitidis € baseada no
polissacarideo capsular, nas proteinas de membrana externa (OMP) e nos
lipopolissacarideos (LPS) ou lipooligossacarideos (LOS) (FREDLUND, 1993).

A composicdo antigénica da capsula polissacaridica permite a
classificacdo do meningococo em 13 diferentes sorogrupos: A, B, C, D, H, |, K,
L, W135, X, Y, Z, 29E. Os sorogrupos A, B, C, Y e W135 sado responsaveis pela
maior parte dos casos da doenca, infectando apenas humanos (FRASCH et al.,
1985). Dados da literatura afim, ainda revelam que existem algumas cepas
nao-grupaveis, ja que nao apresentam antigenos polissacaridicos capsulares
(CRAVEN et al., 1982). As capsulas das cepas dos sorogrupos B e C sdo
constituidas por homopolimeros de acido sialico, ligados por ligacdes a- 2,8 e
a- 2,9 respectivamente. Os outros sorogrupos sao formados por copolimeros
de &cido sialico e monossacarideos, ligados a glicose, no caso do sorogrupo Y
e a galactose no caso do sorogrupo W135 (PELTOLA, 1998).

Os meningococos sdo também classificados em sorotipos e
sorosubtipos, de acordo com a composicdo antigénica das proteinas de
membrana externa (OMP) (CAROFF & KARIBIAN, 2003).

A membrana externa apresenta de trés a cinco proteinas presentes em
maior quantidade, divididas em 5 classes estruturais, classificadas desta forma
de acordo com o seu peso molecular, estabelecido por SDS-PAGE
(eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio). As massas
moleculares destas proteinas sao de 46, 41, 38, 33 e 28 kDa e elas podem ser
classificadas entdo em classe 1, 2 ,3, 4 e 5 respectivamente (TSAI et al., 1981;
POOLMAN, 1995). Desta forma, os sorotipos e sorosubtipos sdo determinados
a partir das diferencas entre estas OMPs. A sorotipagem é feita a partir da
diferenca entre as proteinas de classe 2/3 e o0 sorosubtipo € determinado pela
diferenga da proteina de classe 1. As proteinas de classe 2 e 3 nunca séo
expressas simultaneamente. Estas proteinas atuam como porinas e controlam
o fluxo de ions na bactéria.

Finalmente, o imunotipo € determinado a partir da estrutura
oligossacaridica do LPS ou LOS (ZOLLINGER et al., 1991a; MORAN et al.,
1994). Até o momento sdo conhecidos 12 imunotipos, classificados de L1 a
L12.



27

1.3 TRANSMISSAO E MANIFESTACOES DA DOENCA MENINGOCOCICA

A Neisseria meningitidis pode causar inflamacdo nas membranas que
revestem o sistema nervoso central, dando origem a meningite meningocdcica
ou pode causar uma infec¢cdo generalizada, dando origem a meningococemia
(HARRISON, 2006). A doenca meningocécica € uma infeccdo bacteriana
aguda, rapidamente fatal.

A infecgcdo meningocdcica inicia-se com a colonizacdo da nasofaringe
humana, seguida da passagem da bactéria para corrente circulatéria e, no caso
de meningite invasdo das meninges (HARRISON, 2006). Na Figura 3, séo
apresentadas as etapas iniciais da colonizacdo meningocécica e a invasao da

nasofaringe humana.
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Figura 3: Esquema da colonizagdo meningococica. A - Adesdo e introducdo de
microvilosidades das células, B — Formacédo da microcolonizacdo, C — Formacédo da placa

cortical e fechamento da aderéncia, D — Invasdo das células epiteliais humanas.

Fonte: HARRISON, 2006.

A N. meningitidis, coloniza a nasofaringe em cerca de 5 a 30% da
populacdo em areas ndo endémicas, sem causar doenca. A transmissao do
meningococo ocorre através do contato direto com secre¢cfes da nasofaringe
do portador assintomético ou do doente (GIRARD et al., 2006).

A Neisseria meninigitidis € a maior causadora da meningite e septicemia
em criancas e adolescentes. Embora a infeccdo meningocdcica inicie-se com a
colonizacédo da nasofaringe humana, por razdes ainda desconhecidas, em um
grande numero de casos, a bactéria pode atravessar o epitélio e chegar até a
corrente sanguinea, causando septicemia. A partir do sangue, 0 meningococo
€ capaz de infectar as meninges e causar a meningite (GIRARD et al., 2005).

A doenca meningococica possui uma evolugdo rapida podendo levar a
morte em menos de dois dias apods sua instalacdo. As manifestacdes iniciais

sao febre alta, prostracao, dor de cabeca, vomitos, petéquias, dor e dificuldade
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na movimentagcdo do pescoco. O maior risco da doenca € a diminuicao rapida
da pressao arterial resultando em um funcionamento inadequado dos 6rgéos
vitais (GIRARD et al., 2005). Na figura 4 estdo apresentadas as erupc¢des

cutaneas causadas pela doenca meningocadcica.

Figura 4 : Erupcdes cutaneas causadas pela doenca meningocdcica. A — Macular, B e C —

Petequial.

Fonte: STEPHENS, 2007.

A incidéncia da doenga meningocdécica (DM) é bastante elevada tanto
em paises em desenvolvimento quanto em paises industrializados e embora
existam terapias a base de antibioticos, a taxa de mortalidade ainda permanece
alta. Cerca de 5 a 10% dos individuos evoluem para Obito apesar do
tratamento. Das pessoas que sobrevivem, 9 a 11% ficam com algum tipo de
sequela permanente (surdez, paralisias, convulsdes, amputacdo de
extremidades) (HARRISON, 2006). Desta forma, a DM representa um tipo de
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doenca que causa grande impacto sobre a saude da populacdo. Na figura 5

sdo apresentados quadros clinicos, de septicemia meningocdcica fulminante.

Figura 5: Septicemia meningocécica fulminante. A — Septicemia meningocécica fulminante
com equimoses, B — Olho com hemorragia intra-ocular durante a septicemia meningocoécica
fulminante, C — Trombose e gangrena causadas por septicemia meningococica fulminante, D —

Hemorragia das glandulas supra renais causadas por septicemia meningocdcica fulminante.

Fonte: STEPHENS, 2007.

A partir de todos os surtos epidémicos ocorridos e com o objetivo de
minimizar os efeitos causados pelas doengas meningocdécicas, varias vacinas
foram desenvolvidas e usadas como prevencao.

Inicialmente, as vacinas disponiveis apresentavam protecdo por um
tempo limitado, além de somente prevenir contra o0 sorogrupo contido na
mesma e ainda com reduzida eficacia em criancas de baixa idade, que
constituem o grupo de risco, visto que os recém-nascidos adquirem anticorpos
maternos IgG por via transplacentaria contra alguns sorogrupos de
meningococo e a partir do terceiro més de vida esses anticorpos comegcam a

ser destruidos, tornado a crianga suscetivel as infeccdes (SANBORN, 1987).
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Atualmente, sdo encontradas disponiveis as vacinas contra 0S
sorogrupos A, C, AC e a tetravalente AC Y W135, se destacando a busca pelo
desenvolvimento da vacina especifica e eficaz contra o sorogrupo B, pois a
pouca imunogenicidade desse grupo dificulta a obtencdo de uma vacina
(REQUEJO, 1997).

1.4 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

O diagnostico inicial da doenca meningocécica consiste em uma
avaliacao clinica, em que é apreciada a histéria do paciente e também é feito o
exame fisico da pessoa. Suspeitando-se de meningite, o tratamento deve ser
imediato antes mesmo que o diagndéstico laboratorial esteja pronto, visto o
grande risco de letalidade da doenca (CARVALHANAS, 2005).

Um grupo de testes laboratoriais iniciais (exemplo: hemograma,
eletrdlitos, proteina C reativa, e culturas) deve ser realizado quando houver
suspeita de meningite. Além disso, sempre que possivel, deve-se realizar a
puncdo lombar e o liquido cefalorraquidiano (LCR) devera ser enviado para
analise de glicose, de proteina, e contagem de células com diferencial e
cultura.

O diagnéstico definitivo depende do exame do LCR, cujos achados
caracteristicos incluem a pleocitose e também hiperproteinorraquia, a
hipoglicorraquia e a cultura positiva (MANTESE et al, 2002). Segundo
Donalisio, (2004), a pesquisa de polissacarideos capsulares no liquor, através
das técnicas imunoldgicas de contra-imunoeletroforese (CIEF) ou aglutinacéo
do latex, sdo bastante empregadas.

A busca de métodos mais rapidos, sensiveis e especificos levou ao
desenvolvimento de técnicas moleculares baseados na Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Entdo, a deteccdo do DNA de N. meningitidis pela PCR é
cada vez mais utilizada para o diagnéstico de DM, e é uma importante
ferramenta para tipagem e caracterizacao de isolados. Os métodos de tipagem
molecular de N. meningitidis s&o utilizados para a investigacao de surtos e para
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estudos sobre a estrutura genética populacional do microrganismo, com o
objetivo de se entender melhor a sua variagéo e evolugéo (DE FILIPPIS, 2005).
O tratamento é realizado por antibioticoterapia e deve ser iniciado logo
quando sao detectados os primeiros sintomas que levam a suspeita da doenca.
Por isso a Iimportancia do diagnostico precoce que pode reduzir
consideravelmente a taxa de letalidade e as sequelas deixadas pela doenca.
Vale dizer que os contatos dos pacientes acometidos com DM devem receber
tratamento antimicrobiano profilatico adequado (DE FILLIPIS, 2005).

A droga de escolha para o tratamento da meningite meningococica é a
penicilina. Em condi¢cdes normais de saude a penicilina ndo é capaz de
ultrapassar a barreira hemato-encefalica (BHE), porém em pacientes
portadores de meningite meningococica as meninges se encontram inflamadas
e a penicilina consegue penetrar a BHE rapidamente. Vale ressaltar que a
resisténcia do meningococo as penicilinas leva a um aumento da utilizagdo de
antimicrobianos de amplo espectro como a ceftriaxona e a vancomicina
(CARVALHANAS, 2005).

1.5 A PRODUCAO DE VACINAS CONTRA MENINGITE

As primeiras tentativas de producdo de vacinas contra meningite se
basearam na utilizagdo de células inteiras de meningococos, mortas pelo calor.
Estas preparacdes apresentaram niveis muito elevados de reacdes adversas,
fato que se deveu principalmente ao alto conteudo de endotoxina (MORLEY &
POLLARD, 2001). Posteriormente, em 1930 Ferry e colaboradores
desenvolveram estudos de uma vacina baseada em exotoxina de
meningococos, numa tentativa de repetir o sucesso alcancado pela vacina
toxoide diftérica (MORLEY & POLLARD, 2001). Estes estudos demostraram a
reducdo da doenca meningocécica em jovens do sexo masculino, mas nao
provaram conclusivamente a imunogenicidade, a eficacia e a seguranca desta
exotoxina (MORLEY & POLLARD, 2001).

A primeira producéo vacinal a ter sucesso, se deu a partir da purificacéo

dos respectivos polissacarideos capsulares de N. meningitidis (COBB, et al.
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2004). Utilizando esta estratégia de producédo foram desenvolvidas vacinas
para os sorogrupos A, C, Y e W35 (GRIFFISS et al., 1991).

Com relacdo a capacidade imunogénica das vacinas polissacaridicas,
varios estudos foram desenvolvidos, no sentido de explicar a falta de
imunidade em criancas e a imunidade transiente apresentada por estas
vacinas. Concluiu-se entdo, que os polissacarideos sdo antigenos que atuam
de maneira independente das células T, o que faz com que criangas com idade
menor do que dezoito meses, que constituem o grupo de risco, nao
desenvolvam imunidade e explica a imunidade transiente apresentada em
adultos (BEJUNE et al., 1991; TAPPERO et al., 1999).

Para melhorar as propriedades imunolégicas das vacinas
polissacaridicas, estratégias de conjugacdo foram adotadas (ROBBINS &
SCHNEERSON, 1990). A conjugacéao tem por objetivo potencializar a resposta
imune, principalmente em criangcas de baixa idade. Por esta reacéo, 0s
polissacarideos sédo conjugados, isto é ligados covalentemente, a um antigeno
protéico, capaz de induzir imunidade em criancas com menos de 18 meses de
vida. Empregando esta estratégia a primeira vacina conjugada que foi
desenvolvida foi a vacina contra Haemophilus influenzae tipo b (ELLIS &
GRANOFF, 1994).

Atualmente, outras vacinas conjugadas ja se encontram disponiveis, € 0
caso da vacina heptavalente contra Streptococcus pneumoniae e Neisseria
meningitidis sorogrupo C. Além disso, encontra-se em etapa final de ensaio
clinico a vacina tetra-valente conjugada contra os sorogrupos A, C,Y, W135 de
Neisseria (RAMSAY et al., 2001).

Em oposicdo aos sorogrupos A, C, Y e W135, o polissacarideo do
sorogrupo B de Neisseria ndo é capaz de estimular a producdo de anticorpos
em humanos. O Polissacarideo B é formado por unidades repetidas de acido
sidlico, ligados entre si por ligagdes a (2-8) (Figura 6). A auséncia de resposta
imune a este polissacarideo se deve a similaridade estrutural existente entre
ele e os polissacarideos presentes na superficie dos neurdnios humanos
(SANBORN, 1987).
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Figura 6: Mondmero de acido sialico presente na estrutura do polissacarideo capsular de

Neisseria meningitidis sorogrupo B
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Fonte : O autor.

Com o objetivo de solucionar este problema, algumas estratégias de
producédo de vacina contra N. meningitidis sorogrupo B foram testadas. Tentou-
se inicialmente adsorver o polissacarideo B ao hidréxido de aluminio, adjuvante
utilizado em producao de vacinas (FRASCH et al., 1994), porém os resultados
nao foram satisfatorios.

Em seguida, tentou-se uma modificacdo quimica na estrutura do
polissacarideo, trocando o grupo N-acetil presente no carbono 5 do acido
sidlico pelo grupo N- propionil e posterior ligagdo do polissacarideo ao toxéide
tetanico (BRUGE et al., 2004), tal estratégia também n&o apresentou
resultados satisfatorios.

As alternativas para a imunizagdo contra a meningite B foram entédo
procuradas. Os estudos realizados com o soro de pacientes portadores de N.
meningitidis B demonstraram a presenca de anticorpos contra as proteinas da
membrana externa (OMP) da bactéria e contra, o LOS, que sdo componentes
da membrana externa de Gram-negativas (AABERG et al.,, 2005). Desta
maneira, surgiu uma nova estratégia de preparacdes vacinais, onde sao
utilizadas as proteinas de membrana externa como antigenos em associacao
ao LOS, formando vesiculas chamadas OMV (outer membrane vesicules)
(AABERG et al., 2005).

Com relacdo a composicdo protéica da vesicula, estudos de
caracterizacao foram realizados e tornou-se possivel classificar estas proteinas
em 5 classes, 1, 2, 3, 4 e 5. Esta classificacéo foi feita de acordo com o peso

molecular das proteinas, sendo que as proteinas de classe 1, apresentam
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menores pesos moleculares e as proteinas de classe 5, apresentam maiores
pesos moleculares (CULLEN et al., 2004).

Além disso, estudos da estrutura das proteinas da membrana externa,
utiizadas como antigenos alternativos para a producdo de vacinas
demonstraram que bactérias de diferentes regides sdo capazes de expressar
proteinas com o0 mesmo peso molecular, mas com estrutura primaria diferente
(URWIN et al., 2004). Desta maneira a grande variabilidade estrutural destas
proteinas representa mais um desafio para as estratégias de desenvolvimento
de vacinas contra N.meningitidis B.

Apesar destas dificuldades, algumas vacinas utilizando as OMPs foram
desenvolvidas, testadas e conduzidas a uso clinico.

As primeiras tentativas para a producdo de vacinas baseadas em
proteinas de membrana externa datam da década de 70 do século passado.
Estas vacinas foram baseadas na retirada do LPS da proteina de membrana
externa através do tratamento com um tipo de detergente. A partir deste
procedimento, as OMPs foram precipitadas para produzir agregados. Estas
preparacdes apresentaram resultados satisfatorios em animais, mas falharam
na inducdo de anticorpos em humanos (FRASCH, 1995; CLAASEN et al.,
1996). Acredita-se que o resultado ndo satisfatorio se deva a desnaturacéo
protéica ocasionada pela formacéo de agregados de OMP.

Para solucionar este problema, foram desenvolvidas vacinas com
proteinas dispostas na sua forma nativa e na forma de vesiculas de membrana
externa (OMV) (ZOOLLINGER et al, 1979). Estas vesiculas, entdo,
apresentaram imunogenicidade mais significativa do que os agregados de
OMP.

A partir desta tecnologia, duas principais vacinas foram desenvolvidas
na década de 80. Uma destas vacinas foi desenvolvida em resposta ao surto
da doenca meningocdcica, ocorrido em Cuba (SIERRA, et al., 1991) e a outra
na Noruega (BJUNE et al., 1991). A vacina cubana foi produzida pelo Instituto
Finlay a partir da cepa B:4:P1.19,15. Esta vacina € combinada, denominada
VA-MENGOC-BC®, capaz de imunizar contra os sorogrupos B e C e é
constituida pelo sorogrupo C e por uma preparagdo de OMP de alto peso
molecular, adsorvida ao hidroxido de aluminio (SIERRA et al., 1991). A

administracdo em Cuba se deu em duas doses utilizadas em um programa de
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vacinacdo para individuos na faixa de trés meses a dezenove anos de idade,
no ano de 1988, apresentando eficacia de 95%, contribuindo assim para o
rapido declinio da epidemia meningic6cica cubana (RODRIGUEZ ET AL.,
1999).

No Brasil, na década de 90 do século passado foi utilizada a mesma
vacina produzida por Cuba, baseada no sorotipo B:4:P1.19,15, prevalente em
Cuba (SIERRA et al., 1991). Embora este sorotipo também seja prevalente no
Brasil, aqui em nosso pais existe uma variedade maior de outros sorotipos
(JESSOURON et al.,, 2004). Desta maneira os resultados obtidos com a
vacinagao conseguiram imunidade de apenas 74% da populagao vacinada (DE
MORAES et al., 1992; MILAGRES et al., 1994; NORONHA et al., 1995).

J& na vacina produzida na Noruega, pelo Norwegian National Institute for
Public Healph (NIPH) foi utilizado um clone ET-5 (B: 15P.1.7,16). Esta vacina &
monovalente, produzida por vesiculas de membrana externa adsorvidas ao
hidréxido de aluminio (BEJUNE et al., 1991). Esta vacina foi administrada em
duas doses, no periodo de 1988 a 1991 em criancas de vinte e nove meses,
apresentando eficacia de apenas 57%, além de apresentar efeito de curta
duracéo (BJUNE et al., 1991; SIERRA et al., 1991).

Com relacdo a capacidade imunolégica destas vacinas, sabe-se que a
imunogenicidade produzida a partir da OMV esta diretamente relacionada com
a proteina de membrana externa PorA, proteina classe 1. Estas proteinas
apresentam alta variabilidade em sua estrutura primaria e, em decorréncia disto
as vacinas produzidas por esta tecnologia apresentaram uma baixa capacidade
de controle endémico contra a doenca meningococica causada pelo sorogrupo
B (PIZZA et al., 2000).

No Brasil, algumas Instituicbes de pesquisa, como o Instituto Bio-
Manguinhos-Fiocruz e o Instituto Butantan tém trabalhado no desenvolvimento
de vacinas com a mesma tecnologia da vacina cubana e norueguesa,
utilizando cepas prevalentes no Brasil.

Outra linha de investigacdo se destina a buscar um antigeno universal
para todas as cepas de meningococos. Com o avango da tecnologia genética e
com a era pés gendmica, algumas tentativas tém sido desenvolvidas no sentido

de produzir uma preparacdo candidata a vacina que seja capaz de conferir
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protecdo contra a diversidade de cepas de N. meningitidis B (CAPECCHI et al.,
2004).

O sequencimento do genoma de Neisseria possibilitou a predicdo de
seiscentos antigenos potenciais, dos quais, trezentos e cinquenta ja foram
expressos em E. coli, purificados e utilizados na imunizacdo de ratos. Destes
vinte e nove foram capazes de induzir a producéo de anticorpos. Esta nova
tecnologia associada aos avangos no entendimento da base molecular da
resposta imune promete novas preparacdes candidatas a vacinas capazes de
produzir protecdo para a diversidade de cepas existentes (CAPECCHI et al.,
2004).

Desta forma, o sequenciamento do genoma da cepa virulenta MC58 de
N. meningitidis sorogrupo B, deu origem ao que se chama de vacinologia
reversa. Este termo indica que a partir da identificacdo de segmentos de DNA
de Neisseria é possivel prever quais sdo 0s que apresentam a capacidade de
gerar anticorpos bactericidas (RAPPUOLI et al., 2002).

O desenvolvimento de vacinas utilizando a abordagem da vacinologia
reversa sO é possivel caso o genoma do patdégeno ja esteja sequenciado. O
sequenciamento do genoma fornece uma espécie de catalogo de praticamente
todos os antigenos protéicos que o patdégeno pode expressar (RAPPUOLLI,
2000).

1.6 O CONTROLE DE QUALIDADE DE VACINAS E A VIGILANCIA
SANITARIA

A gravidade das doencas meningocécicas, a ocorréncia de epidemias, a
possibilidade da disseminacdo de cepas muito virulentas ou resistentes aos
antibioticos, fazem com que a prevencéo através de vacinas efetivas e de baixo
custo seja considerada uma das prioridades em saude publica (GRECO, 2002).
Desta maneira, o controle de qualidade de vacinas constitui um instrumento de
saude publica da maior importancia (DA PONTE, 2003).

Com a reforma sanitaria brasileira e o surgimento do Sistema Unico de

Saude (SUS), a questdo de insumos (medicamentos, imunobioldgicos,
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hemoderivados e equipamentos médico-hospitalares), adquire uma importancia
crescente. A garantia do direito a saude nao pode prescindir da garantia do
acesso aos insumos necessarios para viabiliza-lo. E responsabilidade das
autoridades sanitarias nacionais assegurarem que 0sS imunobiologicos
disponiveis no Brasil, de origem nacional ou ndo, sejam seguros, de qualidade
e eficdcia comprovadas (BRASIL, 1977).

A preocupacdo com a qualidade dos imunobiologicos se deve, dentre
outros motivos, ao fato de que tais produtos sdo aplicados em grupos de
pessoas sadias e as campanhas expdem toda uma faixa etaria da populacdo
ao insumo. Diante deste contexto, a vigilancia sanitaria de vacinas apresenta
uma grande importancia no cenario nacional e internacional. No Brasil, todas
as vacinas utilizadas pelo Programa Nacional de Imunizacdes (PNI), séo
analisadas pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS). Um dos objetivos principais do PNI é oferecer todas as vacinas,
definidas como prioridade do SUS, com qualidade a todas as criangas que
nascem anualmente em nosso pais, tentando alcancar coberturas vacinais de
100% de forma homogénea.

Sendo assim, o controle de qualidade lote a lote destes produtos faz
parte das atividades do INCQS, onde séo realizados os ensaios preconizados
por normas nacionais e internacionais (BRASIL, 1993). Além do controle de
qualidade lote a lote, deve-se destacar também a importancia do INCQS no
processo de concessdo do registro sanitario de imunobiolégicos, que constitui
uma das ferramentas que a vigilancia sanitaria dispde para controlar a entrada
desses produtos e formar a base das informacdes sobre eles para o Sistema
de Vigilancia Sanitéaria.

Dentro deste cenario, no sentido de atender as prioridades do SUS, é
possivel perceber um grande investimento em pesquisa e desenvolvimento (P
& D) para novas vacinas. O instrumento legal que garante o interesse das
empresas nessa area sao as patentes, que permitem um monopolio de 20 anos
da vacina desenvolvida. Os pré-requisitos para a concessao de uma patente
sdo novidade, atividade inventiva e aplicacdo industrial, conceitos presentes
em todas as legislacdes de propriedade industrial. Estas questdes regulatérias,

que envolvem registros e patentes para vacinas contra meningite B foram
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investigadas e deram origem a um trabalho, submetido para publicacdo na
Revista do Instituto Adolfo Lutz.

Com relagdo aos ensaios preconizados, nas normas nacionais e
internacionais, disponiveis para as vacinas antimeningocoécicas pode-se
verificar que para as vacinas produzidas a partir de polissacarideos purificados
contra aos sorogrupos A, C Y e W135, existe consenso internacional com
relacdo aos ensaios a serem realizados, a fim de garantir a qualidade final do
produto. Mesmo havendo um consenso apenas a Farmacopéia Européia
apresenta monografia para estes produtos. A Farmacopéia Americana
apresenta recomendacgfes gerais para vacinas bacterianas e a Farmacopéia
Brasileira ndo contempla monografias especificas para vacinas contra
meningites bacterianas.

Diante dos avancos tecnoldgicos e da demanda por respostas que
sejam capazes de assegurar a qualidade dos produtos analisados, a questao
do controle das vacinas contra a meningite, torna-se uma preocupacao cada
vez maior.

Na Tabela 2, é apresentado o resumo das recomendac¢des encontradas
na Farmacopéia Européia para estes produtos (FARMACOPEIA EUROPEIA,
2011).
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Tabela 2: Resumo de ensaios recomendados pela Farmacopéia Européia 7° edicdo, 2011 para

vacinas contra meningites bacterianas.

PRODUTO ENSAIO

Distribuicdo de peso molecular
Teor de polissacarideo

_ ) . ) ) . Teor de umidade residual
Vacinas polissacaridicas Antimeningocécicas _ )
Teste de identidade
Teste de esterilidade

Endotoxina — Método biolégico

Distribuicdo de peso molecular
Teor de polissacarideo

Teor de polissacarideo livre
Vacina contra Haemophilus tipo b - conjugada Teor de umidade residual
Teste de identidade

Teste de esterilidade

Endotoxina — Método bioldgico

Distribuicdo de peso molecular
Teor de polissacarideo

Teor de polissacarideo livre

. . ] o ] Teor de umidade residual
Vacina antimeningocdcica C - conjugada N
Teor de aluminio
Teste de identidade
Teste de esterilidade

Endotoxina — Método bioldgico

Vacina antimeningococica A — conjugada N&o apresenta monografia

Vacina antimeningocdcica tetravalente A, C, Y, N&o apresenta monografia

W135 - conjugada

Vacina antimeningocdcica B N&o apresenta monografia

Como pode ser observado na tabela 2, ainda falta consenso
internacional com relacdo aos ensaios empregados no controle de qualidade
de vacinas antimeningocaocicas conjugadas, assim como no controle de vacinas
antimeningocdcicas B, produzidas a partir de OMVs.

Embora ainda ndo exista monografia oficial para as vacinas conjugadas
A e tetravalente, o sucesso da vacina antimeningocécica C conjugada,
impulsionou a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a promover uma

discussédo a respeito das normas de producdo e controle de qualidade de
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vacinas antimeningocécicas conjugadas, que se encontram em
desenvolvimento (WHO, 2006). Nas recomendagfes propostas pela OMS,
estdo contempladas a vacina antimeningocécica tetravalente A, C, Y, Wiss
conjugada, recentemente licenciada em alguns paises, e a vacina
antimeningocdcica A conjugada, que se encontra em etapa final de ensaios
clinicos.

Embora nenhuma conclusdo sobre novos parametros tenha sido
proposta e apesar da vacina antimeningocécica B ndo ter sido mencionada
nestas recomendacdes, esta discussdo aponta a necessidade da atualizacao
dos ensaios a serem empregados no controle de qualidade de vacinas
antimeningocécicas produzidas por novas tecnologias.

Com relacéo a vacina contra meningite B, a preocupac¢ao com risco para
a saude publica aumenta em funcdo da elevada toxicidade apresentada por
estas preparacoes vacinais (ANDERSEN et al., 1997).

A endotoxina € a principal responséavel pela toxicidade de bactérias
Gram-negativas, dai a grande importancia da sua quantificacdo em
preparacdes vacinais.

Diante das novas tecnologias de producdo de vacinas, em busca de
antigenos com mais atividade e com menos reacdes adversas, é papel do
Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria de Imunobioldgicos, representado
pelo INCQS, estar pronto para dar respostas tecnicamente satisfatorias as
demandas geradas por estes novos produtos.

Desta forma, em funcdo da auséncia de referéncias para vacinas
antimeningocdcicas conjugadas, tetra-valente e contra o sorogrupo B, e
mediante a sua importancia para a saude publica, percebe-se a necessidade
do desenvolvimento de metodologias aplicadas ao controle de qualidade
desses produtos.

Os ensaios empregados no controle de qualidade de vacinas contra
meningite B ainda representam um desafio, por isso, necessita-se desenvolver
e implementar ensaios fisico-quimicos que sejam capazes de demonstrar a
consisténcia de producgéo e assim avaliar a qualidade das vacinas utilizadas em

rotinas de imunizacéo.
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O desenvolvimento de ensaios empregados no controle de qualidade de
vacinas contra meningite B é um processo que em alguns casos envolve uma
etapa de validagdo da metodologia, para que a mesma seja utilizada nas

rotinas de analise do Programa Nacional de Imunizacgdes.

1.7 VALIDACAO

A validacéo neste trabalho tem por objetivo demonstrar a qualidade das
medi¢cbes quimicas, atraves da comparabilidade, rastreabilidade e
confiabilidade dos resultados. Quando os dados analiticos ndo sao confiaveis,
eles podem conduzir a decisbes desastrosas e graves prejuizos financeiros.
Sendo assim, o desenvolvimento de um método analitico, a adaptacdo ou
implementacdo de método conhecido, envolve processo de avaliacdo que
estime sua eficiéncia na rotina do laboratério. Esse processo costuma ser
denominado de validacdo. A validacdo de um método € um processo que
envolve vérias etapas, que comec¢a com o planejamento da estratégia analitica
e continua ao longo do desenvolvimento da metodologia.

Sob o ponto de vista regulatério, todos os 6rgaos reguladores do Brasil e
de outros paises exigem a validacdo da metodologia analitica, quando esta for
desenvolvida e, para isso, a maioria deles tem estabelecido documentos
oficiais que nao diretrizes a serem adotadas no processo de validacao.

Além disso, existem razdes legais, técnicas e comerciais que justificam a
implementacdo de meétodos analiticos validados. Atualmente, para mostrar
competéncia técnica, os laboratérios que executam as andlises devem
submeter-se a um credenciamento de um érgao vigente de ambito nacional ou
internacional.

No Brasil, existem duas agéncias credenciadas para verificar a
competéncia de laboratorios de ensaios, uma € a ANVISA (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria) e a outra é o INMETRO (Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial). Estas agéncias
disponibilizam guias para o procedimento de validacdo de métodos analiticos,
que sdo a resolucdo da ANVISA RE n° 899, de 29/05/2003 e o documento
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INMETRO DOQ-CGCRE-008 de fevereiro de 2010. Suas similaridades e

diferencas podem ser visualizadas na tabela 3.

Tabela 3: Resumo de similaridades e diferencas entre as recomendacdes do INMETRO e

ANVISA para a validacdo de metodologias analiticas

INMETRO ANVISA
Especificidade/Seletividade Especificidade/Seletividade
Faixa de trabalho e faixa linear de trabalho Intervalos da curva de calibracao
Linearidade Linearidade

................. Curva de calibragao

Limite de Deteccao (LD) Limite de Deteccéio (LD)

Limite de Quantificacdo (LQ) Limite de Quantificacdo (LQ)

Sensibilidade (inclinacéo da curva)

Exatidao e tendéncia

Exatidédo
Preciséo _

Preciséo
Repetitividade o

Repetitividade

Precis@o Intermediéria L L
Precisao Intermediaria

Reprodutibilidade o
Reprodutibilidade

Robustez
Robustez

Incerteza de medicdo | meemeemeeeeeeees

Vale ressaltar que estes documentos sugerem uma linha a ser seguida e
que, portanto estdo abertos para a interpretacdo, deixando aos analistas

adapta-los de acordo com o método a ser utilizado.
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Diante do fato que em algumas situacdes as definicbes dos parametros
a serem empregados nas validacbes sdo diferentes e muitas vezes geram
controvérsias, as industrias farmacéuticas internacionais, com o0 objetivo de
harmonizar as exigéncias feitas pelas agéncias reguladoras de varios paises
criam a International Conference on Harmonization (ICH), na qual
representantes de industria, agéncias reguladoras dos Estados Unidos, Europa
e Japao definiram parametros, requerimentos e em alguns casos, metodologias
para a validacdo de métodos analiticos.

Assim como a ICH, algumas outras organiza¢cées também publicaram
documentos harmonizando os parametros de validacdo e as suas defini¢des,
sdo eles a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) e
International Standartization Organization (1ISO).

Assim, orgaos como a ICH, IUPAC, ISO, ANVISA, INMETRO e outros
exigem o item validagdo de métodos analiticos como um requisito fundamental
para assegurar a qualidade de medidas de um determinado laborat6rio, assim

como a sua competéncia técnica.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver metodologias para o controle de qualidade de componentes

vacinais contra a meningite meningocadcica sorogrupo B.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver metodologia para a avaliagcdo da consisténcia de producéo
de antigenos vacinais a partir das seguintes técnicas:
» Eletroforese bidimensional,
» Espectrometria de massas;

¢ Imunoblot.

Avaliar o contetdo de LOS em preparacdes vacinais por metodologias

fisico-quimicas de dosagem de KDO.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 DESENVOLVIMENTO DOS EXPERIMENTOS

A realizacéo da parte experimental se deu nos seguintes laboratorios:
| — Laboratério de Produtos Biol6gicos — Departamento de Quimica — Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS-Fiocruz).

I — Laboratério de Microorganismos de Referéncia — Departamento de

Microbiologia — Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS-

Fiocruz).

[l — Laboratério de Toxicologia do Instituto Oswaldo Cruz (I0C)

3.2 MATERIAL
3.2.1 Cepa de trabalho

Neisseria meningitidis sorogrupo B 4,7:P1 15,19 (44/89) — Laboratorio de

microrganismos de referéncia — INCQS-Fiocruz

3.2.2 Animais

Foram utilizados 12 camundongos SwissWebster, fémeas, de 18 a 21 g,
mantidos no Bioterio do INCQS.
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3.2.3 Materiais de Referéncia

Albumina de soro bovino (BSA) - Sigma

Mistura de proteinas padrdo de pesos moleculares conhecidos pré-corado

broad range - Bio-Rad

LOS 96,5% padronizado pelo Instituto de Tecnologia em Imunobiologicos —
BioManguinhos - Fiocruz

KDO - Sigma

3.2.4 Reagentes

Acetato de sodio (Merck), acetato de sodio (Merck), acetonitrila (Merck),
acido acetico P.A. (Merck), éacido cloridrico concentrado (Merck), acido
trifluoracético (Merck), acrilamida(Bio-Rad), azida de sodio (Merck), azul de
bromofenol (Merck), bicarbonato de aménio (Merck), bis acrilamida (Sigma),
butanol P.A. (Merck), carbonato de sédio (Merck), dodecil sulfato de sodio
(SDS) (Merck), EDTA (Sigma), ferricianeto de potassio (Sigma), formaldeido
(Merck), glicerol (Merck), glicina (Bio-Rad), glutaraldeido 25% (Merck),
hidroxido de sodio (Merck), Meio de cultura Agar-chocolate (Merck), Meio de
cultura Muller-Hilton (Merck), metanol P.A. (Merck), nitrato de prata (Merck),
persulfato de amoénio (Merck), Temed (Merck), tiossulfato de sodio (Merck),
tripsina grau sequenciamento (Merck), tris hidroximetil amino metano (tris-base)
(Merck), B-mercaptoetanol (Merck).



3.2.5 Kits comerciais e tira de gel para eletroforese bidimensional

DC Protein Assay Bio-Rad;

ReadyPrep 2-D Cleanup Kit Bio-Rad;

ReadyPrep 2-D Starter Kit Bio-Rad:;

Tira de gel na faixa de pH 3 -10;

3.2.6 Equipamentos e acessorios

Speed-vac;

Bloco de digestdo — Eppendorf;

Cuba eletroforérica — Bio-Rad;

Cuba de eletrotransferéncia — Bio-Rad;

Protean IEF cell — Bio-Rad;

Fonte eletroforética de corrente continua — Bio-Rad;
Centrifuga — Eppendorf;

Ultracentrifuga;

GS-800 calibrated Densitometer — Bio-Rad
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Cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC) Dionex, modelo LC — 20, com

auto-injetor AS-40, bomba GP-50, detector eletroquimico pulsado ED-40 e

sistema de analise de dados PeakNet Cromilium;

Espectrofotdmetro UV 1601 — Shimadzu;

Espectrometro de massa AB SCIEX TOF/TOFTM 5800 (Applied Biosystems)

com fonte de ionizacao foi do tipo MALDI,

Coluna analitica Carbo-Pac PA10 4 x 250 mm - Dionex;
Pré-coluna analitica Carbo-Pac PA10 4 x 50 mm PA10 — Dionex;
Pré-coluna Amino-Pac PA10 2 x 50 mm - Dionex;

Pré-coluna borato trap - Dionex;
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Tubos de polipropileno com capacidade de 500 pL; 1000 pL e 100 pL;
Micropipetas de volume variado;
Tubos de ultracentrifuga

3.3 METODOS

Para o desenvolvimento desse trabalho foram utilizados métodos que
representam o estado da arte na analise de biomoléculas e que constam de
recomendacdes gerais de compéndios oficiais, como a Farmacopéia
Americana. Nesta referéncia a eletroforese bidimensional e a espectrometria de
massas sdo recomendadas para a analise de produtos que contém proteinas
para fins terapéuticos e a cromatografia de troca idnica de alta resolucdo
acoplada a deteccdo amperométrica pulsada é recomendada para a analise de

produtos que contém carboidratos.

3.3.1 Producéao de OMV

A cepa de N.meningitidis B utilizada foi a 4,7:P1.15,19 (N44/89),
gentilmente cedida pelo Dr. Ivano de Filippis do Laboratério de Microrganismos
de referéncia do INCQS/Fiocruz. Esta cepa foi escolhida, por ser prevalente em
Nnosso pais e ser a cepa utilizada nas preparacbes candidatas a vacina
nacional.

Uma ampola contendo a cepa N44/89, numero de catdlogo INCQS
P2365, foi ressuspendida em caldo Mueller- Hinton (oxoid) e o crescimento se
deu a partir da semeadura em agar chocolate, confeccionado com base agar
Mueller- Hinton (oxoid) aquecido a 70°C, 10% de sangue desfibrinado e estéril,
de cavalo. A incubacdo da placa de &gar chocolate foi feita a 37°C por um
periodo de 12 horas, em jarra com atmosfera de 5% de CO,(GOTSCHLICH et
al., 1969).

ApOs o crescimento, as células foram removidas das placas de Agar
chocolate com auxilio de alca de semeadura e ressuspendida em tubo de
microcentrifuga contendo 500 pL de solugdo salina estéril. Estes tubos foram
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aquecidos a 56°C em bloco de aquecimento por 30-40 minutos, para promover
a inativagcdo do metabolismo celular.

Apés a inativacdo, as células foram rompidas por choque mecéanico
através da passagem sequencial da suspenséo por agulhas com calibre de 19
e 27 mm.

Apbs a ruptura das células, os tubos foram centrifugados a 10.000 rpms
por 3 minutos e 0 sobrenadante foi removido para um novo tubo de
microcentrifuga e centrifugado novamente a 11.000 RPMs por 5 minutos.

ApOos a segunda centrifugacdo, 0 sobrenadante, provavelmente
contendo a OMV, foi transferido para um tubo de ultracentrifuga e
ultracentrifugado a 150.000 x g por 30 minutos. Descartou-se o sobrenadante,
lavou-se o precipitado com 900 pL de agua milli-Q e submeteu-se a
ultracentrifugacdo novamente, a 150.000 x g por 30 minutos. Descartou-se o
sobrenadante. O precipitado contendo a OMV foi ressuspendido em solucéo de
azida de sodio 0,2 %. O esquema de producdo de OMV esta apresentado na

figura 7.
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Figura 7 : Esquema de producdo de OMV a partir de fermentagao desenvolvida no Laboratério

de Microrganismos de Referéncia — INCQS — Fiocruz.
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Apos a producdo da OMV, as proteinas extraidas foram quantificadas

pelo método DC Protein Assay Bio-Rad® e analisadas por eletroforese

desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

3.3.2 Determinacao do teor de proteinas totais — DC Protein Assay Bio-Rad®

Este método foi escolhido para a quantificacdo das proteinas, por se
aplicar a quantificacdo de proteinas na presenca de detergentes. Como na
solubilizagédo de proteinas de membrana sao utilizados detergentes, para evitar
que estes interferissem na quantificacdo este método foi utilizado. O principio
de método é similar ao descrito por Lowry (LOWRY et.al., 1951; PETERSON,
1979).

Para esta quantificagéao foi realizada uma curva de calibragéo, utilizando
a albumina bovina como proteina padrdo. Foi preparada uma solucdo de
albumina bovina na concentracdo de 1000 pg/mL e a partir desta solucéo
preparou-se 6 pontos da curva de calibragdo, pontos estes preparados em
triplicata, nas seguinte concentra¢des: 10, 50, 100, 200, 400, 800 pg/mL e
tomou-se uma aliquota de 100 pL para a reacao colorimétrica.

As amostras foram preparadas ao final das etapas descritas na
producdo de OMV, onde o precipitado de OMV obtido foi ressuspendido com
100 pL de agua Milli-Q e esta aliquota foi utiliada na reacdo colorimétrica de
quantificacéo protéica.

Esta quantificacdo foi realizada durante todo o desenvolvimento do

trabalho, a fim de acompanhar e controlar a producédo de OMV.
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3.3.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12%)

Os antigenos de N.meningitidis utilizados em neste estudo foram
analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% na presenca de
dodecil sulfato de sédio (SDS), sob condi¢des redutoras e nao redutoras, em
sistema descontinuo (LEAMMLLI, et al., 1970).

ApoOs a producdo de OMV, a amostra foi ressuspendida com 100 pL de
agua milli-Q.

Para a andlise protéica sob condi¢cdes redutoras, as amostras foram
preparadas adicionando-se uma aliquota de 10 pL da preparacdo a 10 pL de
solucéo tampé&o de amostra com o0 agente redutor beta mercaptoetanol. Apos a
adicéo da solucdo tampé&o a preparacéo foi aquecida a 100 °C por 5 minutos

Para a andlise protéica sob condi¢cdes ndo redutoras, as amostras foram
preparadas adicionando-se uma aliquota de 10 pL da preparacdo a 10 pL de
solucdo tampdo de amostra sem agente redutor. Apés a adicdo da solucéo
tampao a preparacao foi aquecida a 100 °C por 5 minutos.

Para avaliar as preparagdes de OMV obtidas, foi feita a comparacao do
perfil protéico destas preparagbes com um lote piloto de vacina em
desenvolvimento no Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos -

BioManguinhos — Fiocruz.

Juntamente com as amostras foi aplicado um padrdo de proteinas de
massas moleculares conhecidas (BioRad, pré-corado, broad range). Este
padrdo apresenta a seguinte composicdo protéica: miosina (200 kDa), B-
galactosidase (115 kDa), albumina bovina (96 kDa), anidrase carbénica (37
kDa), Inibidor triptico de soja (29 kDa), lisosima ( 20 kDa) e aprotinina ( 7kDa).

Apos a corrida eletroforérica, o gel foi corado pelo método da prata
(BLUM et al., 1987).

O gel obtido foi entdo analisado utilizando um densitbmetro, GS-800

calibrated Densitometer — Bio-Rad, e os pesos moleculares das bandas foram

determinados a partir da regresséo linear entre o logaritimo do peso molecular
e a migracao relativa das proteinas padréo. Estes dados foram obtidos com o
auxilio do software guantity one Bio-Rad.
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3.3.4 Eletroforese Bidimensional

3.3.4.1 Otimizacao das condic¢des eletroforéticas

Para a otimizacao das condi¢cfes a serem utilizadas no mapa protedmico
das preparacées de OMV, foi realizado um planejamento fatorial completo 32,
onde duas variaveis foram avaliadas em 3 niveis e foi avaliada a superficie de
resposta gerada a partir dos dados do planejamento. Neste planejamento foi
utiizado o Statistical Software 6.0. O resumo dos fatores e 0s niveis

empregados no planejamento estdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4: Resumo de fatores e niveis empregados no planejamento

Fatores Nivel -1 Nivel O Nivel 1
Tempo de
) 10.000 Vh 15.000 Vh 20.000 Vh
focalizacéo
Tampao de Solugédo tampado | Solucdo Tampédo | Solucédo tampao
solubilizacdo 1 2 3

A composicao das solucdes tampéao foi: (HENNINGSEN, et al., 2002).
Solucdo tampéao 1: 8M de uréia, 2% CHAPS, 50 mM de DTT, 0,2 % de mistura
de anfolitos 3-10;

Solucéo tampéo 2: 7M de uréia, 2 M de tiouréia, 2% de triton X, 1,8 nM de DTT,
0,5% de mistura de anfdlitos 3-10;

Solucdo tampao 3: 7M de uréia, 2 M de tiouréia, 2% de ABS-14, 65 mM de
DTT, 1% de mistura de anfélitos 3-10.

Desta forma, as variaveis investigadas neste planejamento foram o
tempo de focalizacdo isoelétrica e a composicdo da solucdo tampao de
solubilizagdo da amostra. Estas varidveis foram selecionadas por serem
criticas na obtencédo de mapas protedmicos.

Como variavel de resposta foi analisado o numero de bandas (spots),

juntamente com a resolugéo.
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3.3.4.2 Preparo das amostras

A composicao das amostras influencia muito a resolucéao da focalizacao
isoelétrica (IEF). Os sais interferem no processo de focalizacdo, assim como a
presenca de bases e acidos de massa molecular pequena. Para eliminar esses
efeitos as amostras foram submetidas a uma etapa prévia de purificacao,
utiizando o conjunto de reagentes para a preparacdo de amostras para
eletroforese da Bio-rad, seguindo as instru¢des do fabricante no seu uso. Antes
da purificacdo as amostras foram diluidas para que a massa total de proteinas
presentes fosse de 100 pg. No final do tratamento o precipitado formado foi

dissolvido em 125 L de tamp&o de amostra.

3.3.4.3 Condic0es eletroforéticas

Aplicou-se 125 pL das amostras na cuba do sistema Protean IEF Cell.
Colocou-se em seguida sobre cada linha do sistema tiras de 7 cm de
comprimento, faixa de pH de 3,0 a 10,0. A focalizac&o isoelétrica ocorreu nas
seguintes condicdes: 1* Parte: 250V por 20 min, com subida linear. 2% Parte:
4000V por 2h, com subida linear. 3% Parte 4000V até atingir um total de
20000V/hora, com subida rapida. Terminada a primeira dimensao, as tiras
foram preparados para a segunda dimensdo com o conjunto de reagentes
starter, Bio-Rad, utilizados na eletroforese bi dimensional. A segunda dimenséao
foi feita com o gel a concentracdo de 12%. Apés a corrida eletroforérica, o gel

foi corado pelo método da prata (BLUM et al., 1987).

O gel obtido foi entdo analisado utilizando um densitbmetro, GS-800
calibrated Densitometer — Bio-Rad, e os dados foram obtidos com o auxilio do
software PD-Quest Bio-Rad.

Os valores de massa molecular e o ponto isoelétrico de cada banda

eletroforética foram determinados utilizando funcdes especificas do programa.



56

Os géis foram conservados em acido acético 10%, temperatura de 2-8°C, para

posterior excisdo das bandas eletroforéticas e tratamento com tripsina.

3.3.4.4 Selecéo e descoloracdo das bandas (spots) para a hidrélise triptica

As bandas eletroforéticas de interesse foram cortadas do gel e
adicionadas em tubos de polipropileno de 0,5 mL desprezando-se qualquer

excesso de acrilamida.

Em seguida foi realizada a descoloracédo, adicinando-se ao tubo de
polipropileno um volume suficiente para cobrir o gel de uma solucdo 1:1v/v de
ferricianeto de potassio 30 mM e tiossulfato de sédio 100 mM. O gel foi
incubado nesta solucdo por 15 minutos. Apds este tempo esta solugcdo foi
removida e o gel foi lavado com agua por 3 vezes, por 5 minutos. Apés a
remocao da agua, adicionou-se ao tubo de polipropileno um volume suficiente
para cobrir o gel de uma solucéo de bicarbonato de aménio 100 mM. O gel foi
incubado nesta solucdo por 10 minutos. Apds este tempo esta solucdo foi
removida e o gel foi lavado com acetonitrila 100% por 10 minutos. Apds este
tempo, a acetonitrila foi removida e o gel foi seco em concentrador do tipo

speed-vac por 15 minutos (GHARAHDAHGI, et al., 1999).

3.3.4.5 Hidrdlise triptica das bandas (spots)

Apbs o descoramento das bandas eletroforéticas selecionadas no gel,
estas foram submetidos a hidrdlise utilizando tripsina grau de pureza adequado
ao sequenciamento (SHEVCHENKO et al., 1996).

A tripsina foi preparada de acordo com as recomendacdes do
fornecedor. A um frasco contendo 100 pug de enzima foi adicionado 100 pL de
solucdo de &cido acético 50 mM, para que a concentracao final de tripsina seja

1 pg/uL. A partir desta solucdo de tripsina foi feita uma diluicdo para que a
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concentracéao final de tripsina fosse 0,02 pug/pL. Todas as solucdes de tripsina,
assim como as diluigdes foram realizadas em banho de gelo.

Para a hidrolise triptica, foi adicionado ao gel previamente descorado 10
puL de solucédo de tripsina 0,02 pg/pL. Este sistema foi mantido em banho de
gelo por 10 minutos (para que a tripsina penetre no gel, sem que inicie a
digestdo). Findos os 10 minutos, o excesso de tripsina foi removido e
adicionou-se 20 pL se solugcéo tampao bicarbonato de amonio 50 mM. O gel foi
mantido nesta solu¢do por um periodo de 12 horas em bloco de digestéo a
37 °C.

Apés o periodo de incubacdo, a solugdo tampao de bicarbonato de
amonio 50 mM foi removida e transferida para outro tubo de polipropileno. Para
a extracao dos peptideos do gel adicionou-se 60 pL de solucédo de TFA 5% em
acetronitrila 50% e manteve-se 0 sistema sob agitacdo constante por 30
minutos. Apés este tempo, removeu-se esta solucdo e adicionou-se ao tubo de
polipropileno anterior. Esta extragao foi repetida mais uma vez e juntaram-se
todos os extratos no mesmo tubo.

Os extratos foram concentrados em concentrador de amostras do tipo
speed-vac por aproximadamente 30 minutos. As amostras foram guardadas em
freezer a — 20°C para a posterior analise por espectrometria de massas.

Um pedaco de acrilamida de cada gel foi usado como controle negativo

do experimento.

3.3.4.6 Espectrometria de massas

Para a identificacdo das bandas eletroforéticas, foi utilizada a técnica do

Peptide Mass Fingerprint (PMF) e a espectrometria de massas sequencial.

Os peptideos foram analisados por espectrometria de massa, usando
espectrometro de massa AB SCIEX TOF/TOF TM 5800 (Applied Biosystems).
A fonte de ionizacao foi do tipo MALDI.

As amostras de peptideos foram ressuspendidas em 1,5 pL de solucéo

de acetonitrila 50% e TFA 0,1% e em seguida centrifugadas. Na placa modelo
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28571, foram aplicados 0,3 pL de amostra e 0,3 pL da matriz 4cido a-ciano-p-
hidroxicinamico (ACHC).

Para a aquisicdo dos espectros o espectrometro foi operado no modo
refletido, com deteccdo para ions positivos. A calibracdo do equipamento foi
feita com uma mistura de peptideos padrbes fornecido pelo fabricante do

equipamento.

3.3.4.7 - Identificacdo das bandas eletroforéticas

Para a identificacdo da proteina, os valores dos picos, referentes as
diferentes massas moleculares, formados no espectro de massas Ss&o
comparados de peptideos teoricamente resultantes da hidrolise por tripsina das
sequéncias disponiveis em bancos de dados. Essa comparacdo é feita em
paginas da internet que disponibilizam gratuitamente os programas de busca.

O resultado da comparagdo é expresso em uma probabilidade de
identificacdo da proteina. Os fatores que podem ajudar na identificacdo sao o
ponto isoelétrico (pl), o peso molecular (PM) e a resolucdo dos espectros
obtidos. Fatores que dificultam a identificacdo sdo modificacdes na proteinas
apos a etapa de traducdo do mRNA, tais como a glicosilagédo, fosforilacdo e
acetilacdo. Alguns artefatos formados durante a eletroforese, como a metilacéo
dos residuos de aspartato e glutamato, carbamilacdo dos residuos de lisina,
oxidacdo dos residuos de triptofano e hidrélise por proteases presentes na
amostram também dificultam a identificacdo da proteina (JUNGBHLUT, 2005).

Desta forma, fez-se a pesquisa de identificacdo das proteinas por intermédio

do programa Mascot (http://www.matrixscience.com/search _form_select.html).

Nas buscas foram consideradas as massas monoisotopicas de
fragmentos obtidos dos peptideos mais abundantes. Considerou-se também a
massa proveniente de modificagcbes em funcdo da adicdo de iodoacetamida as

cisteinas.
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3.3.5 Imunizagcdo dos camundongos com a OMV produzida no laboratoério para

a producéao de anticorpo policlonal

Para a preparacdo do anti-soro, foram utilizados 2 grupos de 6
camundongos SwissWebster, fémeas, de 18 a 21 g, mantidos no Biotério do
INCQS.

O esquema de imunizacdo dos animais € mostrado na tabela 5. A
preparacdo de OMV foi solubilizada em PBS, pH 6,0 e emulsionado em seringa
com os adjuvantes imediatamente antes da aplicag&o. Foi utilizado o adjuvante
completo de Freund para a primeira imunizacdo e o adjuvante incompleto de
Freund para as demais imunizacdes, para evitar o estresse do animal.

O imundgeno foi preparado com partes iguais (1:1) de OMV e adjuvante.
A concentracdo de proteinas totais, determinada por Lowry et al., 1951, na
preparacao de OMV foi 340 pg/mL. A via de inoculacgéo foi intramuscular e foi
injetado 100 pL de imundgeno.

O sangue dos animais foi coletado pelo plexo orbital. Foi coletado o soro
pré-imune, para ser utilizado como branco no ensaio de soro conversdo e 0s
demais soros de acordo com o esquema apresentado na tabela 5. Apés a
preparacao do anticorpo e sangria total, o plasma foi separado por coagulacao

e guardado a -20°C antes do uso.

Tabela 5: Esquema de imuniza¢gdo dos camundongos com OMV

Dia Numero de Concentracdo Volume Adjuvante
camundongos de Imunégeno | De Imunégeno
zero 12 170ug/mL 100 pL Freund completo
21 12 170ug/mL 100 pL Freund
incompleto
42 12 170ug/mL 100 pL Freund
incompleto
63 zero Zero Zero - Sangria
pelo plexo orbital
e eutanéasia dos
animais
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3.3.6 Determinacado da soro conversao em camundongos

Para a avaliagao da soro conversao dos anticorpos policlonais anti-OMV,
as amostras de OMV foram submetidas a eletroforese do tipo SDS-PAGE em
condi¢cbes redutoras. Terminada a corrida eletroforética, as proteinas foram
transferidas do gel para uma membrana de PVDF, no sistema de transferéncia
submersa Mini Trans-Blot® Cell, durante 60 minutos com corrente constante de
150 mA. O esquema de diluicbes empregado na determinacdo da soro
conversdo esta apresentado na tabela 6. Apos a eletrotransferéncia, a
membrana foi tratada com solucdo tampéao de bloqueio (1 % de BSA em PBS)
por 1h, lavada duas vezes, por 5 minutos com solugéo tampao tris salino (TBS)
e uma vez, por 5 minutos com solugdo tampao tris salino contendo tween 20
(TTBS). Apos as lavagens, a membrana foi incubada por uma hora com o
anticorpo anti-OMV de camundongo, preparado em tampao de anticorpos. Na
proxima etapa a membrana foi lavada trés vezes, por 10 minutos com TTBS e
foi adicionado o anticorpo anti-camundongo conjugado a fosfatase alcalina e
incubado por 1 hora. ApoOs esta incubacdo, adicionou-se o0 substrato da
fosfatase alcalina BCIP/NBT. O desenvolvimento de cor foi acompanhado
visualmente e a reacdo foi interrompida pela lavagem com agua. As
membranas foram entao secas a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Apos
a secagem as membranas obtidas foram digitalizadas no densitdmetro GS 800

com o auxilio do programa Quantity One.

Tabela 6: Esquema de diluicdo do soro para revelacdo da membrana

Soro Diluicao viv
A 1:50

B 1:100

C 1:200

D 1:400
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3.3.7 Imunoblot

As amostras foram submetidas a eletroforese bidimensional, de acordo
com as condi¢des apresentadas no item 3.3.4.3.

Terminada a corrida eletroforética, as proteinas foram transferidas do gel
para uma membrana de PVDF, no sistema de transferéncia submersa Mini
Trans-Blot® Cell, durante 60 minutos com corrente constante de 150 mA. Apoés
a eletrotransferéncia, a membrana foi tratada com solucdo tampao de bloqueio
(1 % de BSA em PBS) por 1h, lavada duas vezes, por 5 minutos com TBS e
uma vez, por 5 minutos com TTBS. ApGs as lavagens, a membrana foi
incubada por uma hora com o anticorpo anti-OMV de camundongo, preparado
em solucédo tampéao de anticorpos, na diluicdo de 1:200 v/v. Na proxima etapa a
membrana foi lavada trés vezes, por 10 minutos com TTBS e foi adicionado o
anticorpo anti-camundongo conjugado a fosfatase alcalina e incubado por 1
hora. ApOs esta incubacdo, adicionou-se o0 substrato da fosfatase alcalina
BCIP/NBT. O desenvolvimento de cor foi acompanhado visualmente e a reacao
foi interrompida pela lavagem com agua. As membranas foram entdo secas a
temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Apés a secagem as membranas

obtidas foram digitalizadas no densitobmetro GS 800 com o auxilio do programa

Quantity One.
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3.3.8 Determinacao do teor de LOS

A determinacao do teor de LOS foi feita a partir da quantificacdo de KDO
por cromatografia liquida de troca ani6nica com deteccdo amperométrica

pulsada. As etapas da determinagao foram:

3.3.8.1 Preparo da amostra

As amostras foram submetidas & hidrolise acida com TFA 0,5N 100 °C
por 3 horas. Apdés a hidrélise, a amostra foi seca em speed-vac e
ressuspendida em 500 puL com &gua Milli-Q

3.3.8.2 Condicbes cromatograficas

Os ensaios de cromatografia de troca anibnica foram realizados de
acordo com CHALABAEV et al., 2010.

Foram utilizadas as colunas analiticas Carbo-Pac PA10 4 x 250 mm,
pré-coluna analitica Carbo-Pac PA10 4 x 50 mm PA10, pré-coluna Amino-Pac
PA10 2 x 50 mm e pré-coluna borato trap. Foi empregado o sistema de eluicdo
isocratico com a mistura dos eluentes NaOH 100 mM e Acetato de sodio 100

mM realizada na bomba do equipamento.
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A deteccdo foi amperométrica pulsada, utilizado um detector

eletroquimico, aplicando-se os potenciais apresentados abaixo:

Tempo (segundos) Potential (V) Integracao
0.00 +0.05

0.20 +0.05 Inicio
0.40 + 0.05 Fim
0.41 +0.75

0.60 +0.75

0.61 -0.15

1.00 -0.15

O fluxo de trabalho foi 1 mL /minuto, o volume de injecdo foi 25 pL e o

tempo de analise foi de 20 minutos.

3.3.9 - Validacado da metodologia de quantificagdo de KDO por cromatografia

liquida de troca aniénica com deteccdo amperométrica pulsada.

A validacéo da metodologia de quantificacdo de KDO foi feita de acordo
com as recomendacdes do INMETRO DOQ-CGCRE-008, de mar¢o/2003, onde
foram avaliados 0s seguintes parametros: Linearidade,
seletividade/especificidade, limite de detecgcdo, limite de quantificagéo,
precisao, avaliada a partir da repetitividade e precisao intermediaria e exatidao.
Além destes parametros, em todas as medidas foi realizado o célculo para a

investigacao da presenca de valores aberrantes.



64

3.3.9.1 Linearidade
3.3.9.1.1 Preparo da curva de calibragcdo para avaliagdo da Linearidade do
método

Para a avaliacéo de linearidade, trabalhou-se com LOS padrdo, com pureza de
96,5%e purificado pelo Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos -
BioManguinhos - Fiocruz. Este tipo de substancia de referéncia se enquadra
como matriz de referéncia, que deve ser usada quando nao é possivel fazer a
utilizacdo de um padrdo comercial rastredvel ou um padrdo internacional
(EURACHEM 2000).

A Linearidade do método foi avaliada através da analise em triplicata de
5 (cinco) concentracbes diferentes do padrdo de LOS. Para esta avaliacéo
foram feitas 3 (trés) curvas de calibracdo em 3(trés) dias diferentes, com o
objetivo de verificar possiveis diferencas de comportamento do modelo linear,

quando se varia o dia da analise.

3.3.9.1.2 Preparo do padréo de LOS

O preparo geral da solucdo padrdo de LOS utilizada na avaliacdo de
linearidade do método, que foi feita em 3 dias diferentes, se deu a partir da
pesagem de cerca de 10 mg de padréao e adicao de 2500uL de TFA 0,5N. Esta
preparacdo foi submetida & hidrélise por 3 horas em banho-maria a 100 °C.
ApoOs a hidrolise, a preparacao foi seca em concentrador de amostra do tipo
speed-vac e ressuspendida volumetricamente em volume final de 10,00 mL
com &gua Milli-Q. Esta solucdo padrdo foi mantida congelada até o uso e foi
utilizada como solucdo estoque para o preparo das curvas de calibracdo. As

solucdes utilizadas a cada dia de verificacdo estdo descritas nos itens a seguir.
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Pesou-se 10,5 mg de LOS e a solugéo padréo apresentou concentragao

de 1050 pg/mL. Desta solucédo padrao foram feitas as diluicGes para o preparo

da curva de calibracéo apresentada na tabela 7:

Tabela 7: Resumo do procedimento de preparo da curva de calibracao

Volume ( pL) da solugéo

Volume final com

Concentragédo LOS

padréo de LOS 1050 ug/mL agua milli-Q ( pL) (ng/mL)
10 2000 5,25
20 2000 10,50
100 2000 52,50
200 2000 105,00
300 2000 157,50

3.3.9.1.4 Avaliacéo da linearidade Dia 2 e 3

Pesou-se 7,9 mg de LOS e a solugao padrao apresentou concentracao

de 790 pg/mL. Desta solucdo padréo foram feitas as diluicbes para o preparo

da curva de calibracdo apresentada na tabela 8. Nos dias 2 e 3 foram utilizadas

a mesma solucédo mée, para o preparo da curva de calibracao.
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Tabela 8: Resumo do procedimento de preparo da curva de calibracdo

Volume (pL) da solugéo Volume final com Concentracdo LOS
padrdo de LOS 790 ug/mL agua milli-Q ( uL) (ng/mL)
13 2000 5,14
25 2000 9,88
126 2000 49,77
253 2000 99,94
405 2000 159,98

3.3.9.1.5 Seletividade

Para o estudo de seletividade, foi preparada uma curva de calibracéo
com o LOS padréo 96,5% e foram feitas adicdes padrédo com padrao de KDO
fornecido pela Sigma, com o objetivo de verificar o aumento do pico
correspondente ao KDO nos padrées de LOS. Dessa maneira, foi possivel
avaliar o efeito de matriz. A observacdo do aumento do pico indica que o
método é seletivo para a determinacdo de KDO na matriz de trabalho.

Neste experimento preparou-se uma solucédo de KDO Sigma, contendo
10,8 pg/mL e nesta solucédo foram feitas as adi¢cdes de padrdes de LOS em
diferentes concentracoes.

Para o preparo da curva de calibracao utilizada neste teste, preparou —
se uma solucdo méae da seguinte forma: Pesou—se 6,2 mg do padrédo de LOS
96,5%, adicionou-se 2500uL de TFA 0,5N, e colocou-se em banho-maria por 3
horas a 100C. A solucéo obtida foi seca em concent rador de amostra do tipo
speed—vac e apos a secagem foi adicionado 10mL de agua Milli-Q, de modo
que a concentracgao final foi de 620ug/mL.

A partir desta solucdo méae foi retirada uma aliquota de 13pL e
avolumou-se para 2000 pL com &agua Milli-Q, obtendo-se assim uma
concentracdo de 4,03 pg/mL, correspondente ao ponto 1 da curva de
calibracdo. Da mesma forma, foi retirada uma aliquota de 126uL da solucao

mae e avolumou-se para 2000uL com agua Milli-Q, obtendo uma solu¢cdo com
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concentracdo de 39,06pg/mL correspondente ao ponto 3 da curva de
calibragéo. E para o ponto 4 da curva de calibracdo foi retirada uma 405uL da
solucdo mé&e e avolumou-se para 2000uL com agua Milli-Q obtendo uma
concentracdo de 125,55ug/mL.

O procedimento de preparo para as injecdes esta apresentado na tabela 9.

Tabela 9: Resumo do procedimento de preparo das amostras destinadas a avaliacdo de

seletividade

Preparacéo 1 Preparacéo 2 Preparacéo 3

200 pL do padrao Sigma | 200 uL do padréo Sigma | 200 pL do padrao Sigma

+ + +

200 pL do p1 200 pL do p3 200 pL do p4

3.3.9.1.6 Precisao

Neste trabalho, foram avaliados 2 niveis de precisdo a saber: Repetitividade e

Preciséo intermediaria

3.3.9.1.7 Repetitividade

O estudo de repetitividade foi realizado preparando-se 1 hidrdlise da
amostra, analisada em quintuplicata. A repetitividade foi expressa pela
dispersdo dos resultados entre todas as replicatas (desvio padrao relativo).

Estas determinacgOes foram realizadas no mesmo dia e pelo mesmo analista.
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3.3.9.1.8 Precisao intermediaria

Para os estudos de preciséo intermediaria foi preparada uma amostra e
esta foi analisada em triplicata, em dias diferentes. Foram utilizados dias

aleatérios para a medida de erro aleatério.

3.3.9.1.9 Exatidao

Para a avaliacdo da exatiddo foi feita adicdo padrdo na matriz e
verificou-se a recuperacdo. O resumo do procedimento de preparo das

amostras para a avaliacdo da exatidao esta apresentado na tabela 10.

Tabela 10: Resumo do procedimento de preparo das amostras para a avaliagdo da exatidéo

Preparacéo 1 Preparacéo 2
200 pL da amostra 200 pL da amostra
(157,059 pg/mL) (157,059 pg/mL)
+ +
200 pL do p2 200 pL do p4
(7,75 pg/mL) (79,43 pg/mL)

A exatiddo foi calculada a partir dos resultados obtidos, como o

percentual de resposta dado através do ensaio.
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3.3.9.1.10 Limite de deteccéao e limite de quantificacao

Para o estudo do limite de deteccdo do método foram utilizadas duas
abordagens, a saber:
1) Dilui¢cdes do padrao de KDO com concentragdes conhecidas.

Utilizando os padrbes de KDO, foram realizadas 7 diluicbes a partir do
primeiro ponto da curva, que apresentava concentracao de 5,135 pg/mL , de
cada concentracao foi feita 1 injecdo e as concentracdes de trabalho foram:
2,99 pg/mL, 1,99ug/mL, 1,00pg/mL, 0,50pg/mL, 0,25pg/mL, 0,10pg/mL e
0,06pg/mL.

2) Analise dos valores de coeficiente angular da reta obtida para a curva de
calibracdo e do desvio padrdo do intercepto em Y das linhas de

regressao obtidas no estudo de linearidade.

3.3.10 Calculos estatisticos empregados na validagéo
3.3.10.1 Estudos de linearidade

Em cada conjunto de resultados obtidos para cada ponto da curva
(areas) foi aplicado o teste de Grubbs, para verificar a presenca ou nao de
valores aberrantes.

Para a determinagdo de valores aberrantes foi realizado o teste de

Grubbs com nivel de significancia (p) de 0,05.

G = (yij _"yi)

Sij
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Onde:

y;j = valor suspeito de ser aberrante

yi = média dos valores obtidos para uma determinada concentragao i
Sj; = Desvio padréo dos valores obtidos
O valor de G deve ser inferior ao valor de G tabelado em funcdo do
numero de replicatas (n) considerar y; aberrante caso isto seja verificado.
Para n=3, o valor de G é 1,155.

3.3.10.2 Avaliacdo da homocedasticidade do método

Antes de avaliar a linearidade do método em questdo foi necessario
verificar se o modelo linear se aplicava as caracteristicas do método. Para isto,
os resultados obtidos para as triplicatas dos pontos da curva de calibracédo

foram submetidos ao teste estatistico, chamado de teste de Cochran.

O teste de Cochran avalia o critério de homocedasticidade, que é
observancia de que os dados regredidos encontram-se mais homogeneamente
e menos dispersos (mais concentrados) em torno da reta de regressao do

modelo.

Caso o critério de homocedasticidade seja cumprido, a curva de
calibracdo sera calculada pelo método dos minimos quadrados. Caso contrario,
a curva sera calculada pelo método dos minimos quadrados ponderados pelo
intervalo da concentracao(1/x)

A homocedasticidade do método foi verificada através do teste de
Cochram.

Ceal = maior S? /¥ S?

Ccal > Ctab Método heterocedastico

Ccal < Ctab Método homocedastico
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O valor de C é calculado para um numero certo de comparacdes (K) e um
namero certo de replicatas (n). No caso dos experimentos em questdo, n=3 e

K=5. Um resumo de valores tedricos de Cochran ¢é apresentado na tabela 11.

Tabela 11: Tabela de valores de Cochran .

K n=2 n=3 n=4 n=>5 n==6
0,967 0,871 0,798 0,746 0,707

4 0,906 0,768 0,684 0,629 0,590
0,841 0,684 0,598 0,544 0,506

Onde: maior S? = variancia maxima
Y S? = somatdrio das variancias

k = namero de variancias a serem comparadas, k =5
n = nuimero de replicatas em cada variancia, n = 3
C cal = Valor calculado para o C de Cochram

C tab = Valor tabelado parao C de Cochram

3.3.10.3 Precisao

Neste trabalho, foram avaliados 2 niveis de precisédo a saber:

Repetitividade

Precisdo intermediaria

A repetitividade foi expressa pela dispersdo dos resultados entre todas
as replicatas (desvio padrao relativo). Estas determina¢des foram realizadas no
mesmo dia e pelo mesmo analista.

O desvio padrao relativo foi entdo determinado da seguinte maneira:
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SRY% = Sx100

Onde:
SR% - Desvio padrao relativo
S = Desvio padréao

X — Média dos resultados

A determinacdo da preciséo intermediaria serve como uma medida do
erro aleatorio e é expressa através da dispersdo obtida em uma série de
medidas repetidas, realizadas variando-se ou o dia da medida, ou o analista ou
0 equipamento.

Para a avaliagdo dos resultados obtidos, primeiramente aplicou-se o
teste de Cochran, para verificar se os resultados sdo homo ou heterocedastico.
Esta verificacdo se faz necessaria, pois ira orientar o calculo do desvio padrao.
Se os resultados forem homocedasticos, sera calculado o desvio padréo

agrupado. Caso contrario, o desvio padrao calculado sera o simples.

3.3.10.4 Teste de Cochran para a avaliacdo da preciséo intermediaria

O teste de Cochran foi realizado da seguinte maneira:
Cca = maior S? /Y, S?

Ccal > Ctab Método heterocedastico

Ccal < Ctab Método homocedastico

O valor de C é calculado para um numero certo de comparacgdes (K) e
um numero certo de replicatas (n). Nos experimentos executados, n=3 e K=3,
C=0,871.
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Onde:
maior S2 = variancia maxima

> S? = somatoério das variancias

k = namero de variancias a serem comparadas
n = numero de replicatas em cada variancia
Ccal = Valor calculado para o C de Cochran

C tab = Valor tabelado para o C de Cochran
Desvio padrao agrupado:

S%ag = (n1-1) S1% = (Nx-1) S2% = (n3-1)Ss? / (N1 +n2 +n3)-3
Onde:
N1, N2, N3 = nimero de determinacgdes para cada concentracao.

S:1%, S,%, S3° = Variancia para cada concentracao.

Para a avaliagdo final dos resultados foi utilizado o desvio padréo
relativo, que também pode ser chamado de coeficiente de variacdo ou
amplitude. Quanto menor for a amplitude, melhores estdo os resultados obtidos
para precisdo intermediaria. E considerado satisfatorio, valores de amplitude de
até 5%.

A amplitude ou desvio padrao relativo foi determinada da seguinte

maneira:

Sx100

SR% =

x|

Onde:
SR% = desvio padrao relativo
S = desvio padrao

x = média das leituras
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3.3.10.5 Limite de deteccéao e limite de quantificacao

O limite de deteccao e quantificacdo do método foi determinado através

da seguinte férmula matematica:

p. B9

Onde:

LD = Limite de deteccéo

S = Desvio padrdo médio obtido para as 3 curvas de calibracdo do estudo de
linearidade

a = coeficiente angular médio obtido para as 3 curvas de calibragdo do estudo

de linearidade.

Onde LQ = limite de quantificacéao

S = Desvio padrdo médio obtido para as 3 curvas de calibracdo do estudo de
linearidade

a = coeficiente angular médio obtido para as 3 curvas de calibragdo do estudo

de linearidade
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 PRODUCAO DE OMV

Apbs o crescimento da Neisseria meningitidis sorogrupo B e a obtencéo
da massa de microrganismos, a preparacdo foi submetida a marcha de
extragdo para a obtencdo de proteinas da membrana externa, na forma de
OMV. Para o acompanhamento da producdo de OMV, foi realizada a
quantificacdo do teor de proteinas totais nas preparacfes. A quantificacdo do
teor de proteinas pode ser utilizada como parametro de acompanhamento do
desenvolvimento e das condi¢cGes de cultivo empregadas, pois uma vez que
estas condigbes estejam controladas adequadamente, espera-se encontrar
variacfes pequenas nas quantidades de proteinas obtidas (TSOLAKOS et al.,
2010).

Para esta quantificacéo foi utilizado o DC Protein Assay Bio-Rad®. Este

método de quantificacdo apresenta fundamento similar ao fundamento de
quantificacdo empregado no método de Lowry, com a vantagem de favorecer a
quantificacdo de proteinas hidrofébicas (LOWRY et.al., 1951; PETERSON,
1979). A utilizacdo do DC Protein Assay Bio-Rad® na quantificacdo de

proteinas, se deu devido ao fato de as proteinas de membrana serem o0s
maiores constituintes protéicos da nossa amostra e estas proteinas
apresentam elevado carater hidrofobico.

Os resultados obtidos na quantificacdo proteica sdo apresentados na
tabela 12 onde é possivel observar que os teores encontrados foram na faixa
de 150 a 210 pg/mL. As variagcdes encontradas nos teores de proteinas podem

se dever ao fato de que este teor esta associado ao crescimento bacteriano.

Tabela 12: Resumo do teor de proteina encontrado para as fermentac6es desenvolvidas.

Fermentagdo | Teor de proteinas (ug/mL)
1 170 pg/mL
2 150 pg/mL
3 210 pg/mL
4 180 pug/mL
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Como é sabido a otimizacdo das condicbes de cultivo em processos
fermentativos esta diretamente relacionada com as quantidades de antigenos
obtidas e com o perfil destes antigenos (TSOLAKOS et al., 2010). Desta forma,
para avaliar as condicdes empregadas em nosso trabalho, a cada producéo de
OMV desenvolvida, procedemos além da quantificacdo do teor de proteinas
totais, a avaliacdo do perfil protéico por SDS-PAGE.

Apés a producdo da OMV, as proteinas foram extraidas da membrana
externa e analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE),

sendo os resultados obtidos mostrados na Figura 8.

Figura 8: Eletroforese desnaturante descontinua em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE).
Foram aplicados 1pL de mistura de proteinas padrdo e 10uL de amostra. A coloragéo foi feita
pelo método da prata. (1) — Padrdo, (2) — Preparacdo vacinal em condig6es nativas (3)
Preparacéo vacinal em condi¢cdes desnaturantes, (4) OMV em condi¢des nativas, (5) — OMV

em condi¢des desnaturantes.

(1) (2)  (3) (4) (5)

200 kDa

115 kDa

96 kDa

51 kDa

37 kDa

29 kDa

20 kDa
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Neste experimento foram utilizados dois tipos diferentes de solucéo
tampao para a solubilizacdo de amostra: uma delas contendo SDS e -
mercaptoetanol e outra somente com SDS. A utilizacdo destas duas solugcdes
tampdao teve como objetivo obter informacdes a respeito de uma particularidade
estrutural dos antigenos protéicos encontrados na preparacao, investigando
assim a possivel presenca de subunidades proteicas mantidas por pontes
dissulfeto. Esse experimento serviu como meio de acompanhamento da
producdo de antigenos proteicos durante o processo fermentativo, onde foi
feita a comparacao entre os perfis proteicos eletroforéticos de uma preparacao
vacinal contra Neisseria meningitidis sorogrupo B e a preparacao recentemente

obtida a partir da fermentacao descrita nesta dissertagao.

Tabela 13: Comparacdo das massas moleculares das bandas obtidas a partir do SDS-PAGE
da preparacao vacinal piloto em condi¢ces nativas (VN) e desnaturantes (VD) e da OMV obtida
no INCQS em condi¢des nativas (OMP N) e desnaturantes (OMP D).

VN (kDa) VD (kDa) OMP N (kDa) OMP D (kDa)

123,4 * * *
106,1 106,5 105,2 104,7
101,0 101,5 100,8 101,3
99,2 98,5 97,5 96
80,9 81,6 83,9 83,6
76,8 77,1 76,5 *
66,9 67,2 67,4 67,1
62,2 59,9 * 62,4
59,5 57,6 * *
56,9 * 55,3 *
53,5 53,3 49,0 54,8
48,2 48,2 47,2 46,8
46,2 45,7 46,1 *
42,5 * 42,7 43,7
40,9 41,3 41,1 42,6
* * 39,9 39,3
21,0 21,3 21,2 21,0

* — Proteina ndo identificada
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Com os resultados obtidos, foi possivel concluir que com relacédo ao
perfil protéico, a preparacdo obtida a partir da fermentacdo, apresentou por
SDS-PAGE resultado muito similar com o encontrado para a preparagao
vacinal que serviu de referéncia, produzida pelo Instituto de Imunobiolégicos,
BioManguinhos.

Com relagdo aos antigenos encontrados neste experimento, algumas
inferéncias podem ser feitas. Na tabela 13, é apresentado o resumo dos
resultados relativos as massas moleculares das bandas obtidas no gel
apresentado na figura 8.

Os dados relativos a massa molecular das proteinas apresentados na
tabela 13 quando comparados com os dados encontrados na literatura, é
possivel verificar que a acdo do agente redutor [-mercaptoetanol nédo
promoveu modificacdes significativas no perfil protéico das preparacdes
analisadas. Tal observacdo sugere que os antigenos protéicos encontrados
nao se associam através de pontes dissulfeto.

Comparando os resultados obtidos para a OMV proveniente da
fermentacdo com os resultados originarios da preparacao vacinal destacam-se
as bandas com massa molecular de 100 — 110 kDa. Estas bandas estao
presentes nas duas preparacdes e acredita-se que se devam a associacdes
diméricas das PorA e/ou PorB (VERMONT et al., 2004).

As bandas com massa molecular na faixa de 80 — 99 kDa, de acordo
com dados da literatura pode se dever ao antigeno protéico omp85 (MCNEIL et
al., 2009). As bandas com peso molecular na faixa de 40 — 48 kDa podem se
dever aos antigenos PorA, PorB e NadA (VERMONT et al., 2004;
JACOBSSON et al., 2009).

A banda intensa, com peso molecular na faixa de 21 kDa, pode
corresponder aos seguintes antigenos RmpM, NspA e fHBP (VIPOND et
al.,2006).

Alguns dos antigenos citados anteriormente ja fazem parte dos estudos
de desenvolvimento de uma vacina universal e a constatacdo da sua presenca
nas preparagfes convencionais aponta pontos importantes nas estratégias de
producéo de vacinas (SERRUTO et al., 2004).

Dentre os antigenos citados anteriormente pode-se destacar o fHBP,

gue € um antigeno expresso em quantidades pequenas em condi¢cdes naturais.
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Essa proteina € um antigeno muito conservado, 0 que o torna um importante
candidato a producao de uma vacina universal, utilizando a tecnologia de DNA
recombinante (OLIVER et al., 2007; SCARSELLI et al., 2009).

Para confirmar essas inferéncias sobre o0s antigenos presentes nas
preparacdes foi necessaria a identificacdo das proteinas, pelo uso da

eletroforese bidimensional e espectrometria de massas.

4.2 ELETROFORESE BIDIMENSIONAL

A eletroforese bidimensional é uma ferramenta fundamental na area da
protedbmica, pois pode ser usada para visualizar um grande numero de
proteinas e/ou polipeptideos simultaneamente e suas diferentes isoformas
(HAYNES et al., 2000; LOW et al., 2002).

No entanto, a eletroforese bidimensional apresenta ainda algumas
limitacbes como reprodutibilidade e boa resolucdo de proteinas pouco
abundantes, hidrofébicas e de alto peso molecular (SANTONI et al., 1999;
RABILLOUD et al., 1997; SCHUCK, et al., 2003; HEBERT, 1999). Dessa forma,
0 processo de solubilizacdo de proteinas € um passo muito importante na
eletroforese bidimensional.

Além disso, o tempo de focalizagdo também constitui uma variavel a ser
considerada na otimizacdo das condicbes experimentais para o0
desenvolvimento da eletroforese bidimensional, ja que esta diretamente
relacionado com a resolucdo das bandas obtidas. Sendo assim, para encontrar
a melhor condicdo experimental para a avaliacdo do mapa prote6mico das
preparacdes de OMV foi realizado um planejamento fatorial.

O planejamento fatorial € uma técnica bastante utilizada tanto em
pesquisa de base, quanto em desenvolvimento tecnologico. Esse planejamento
é classificado como um método simultaneo, onde as variaveis de interesse, que
realmente apresentam influéncias significativas na resposta sdo avaliadas ao
mesmo tempo. Neste caso, as varidveis estudadas foram a solucao tampao de
solubilizacdo das amostras e o tempo de focalizacdo (CALADO &
MONTGOMERY, 2003).
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Os planejamentos fatoriais apresentam grande utilidade na avaliacdo da
influéncia de uma ou mais variaveis de resposta presentes no desenvolvimento
ou avaliagdo de um processo (CALADO & MONTGOMERY, 2003). Neste caso,
a variavel de resposta empregada foi o nimero de bandas eletroforéticas
obtidas com resolucao satisfatoria, a partir da eletroforese bidimensional.

De acordo com a literatura, observam-se duas abordagens relacionadas
ao planejamento de experimentos. A primeira envolve uma avaliacao inicial,
geralmente feita a partir de um planejamento fatorial completo ou fracionario,
visando estabelecer os fatores principais na analise para o direcionamento de
um estudo mais aprofundado e a segunda abordagem é a apresentacdo de um
segundo planejamento que acrescente informacbes ao primeiro, a partir de
informacdes mais especificas, como a construcdo de superficies de resposta
(CALADO & MONTGOMERY, 2003). Neste caso como as variaveis
importantes no processo ja haviam sido determinadas, que sdo a constituicdo
da solugédo tampdo e o tempo de focalizacdo, partiu-se para a segunda
abordagem, onde foram construidas as superficies de resposta que nos
levaram a melhor condicéo experimental.

Desta forma, foram delineados experimentos através de planejamento
fatorial completo 3%, o que resultou em 9 experimentos. Neste planejamento
foram analisadas 2 variaveis em 3 niveis e posteriormente foi feita a analise da
superficie de resposta.

Com esta estratégia multivariada, foi determinado quais os niveis dos
fatores avaliados levariam a um 6timo do experimento, quais as possiveis
interacOes entre esses fatores e este modelo também foi utilizado para detectar
a curvatura da funcao resposta, para saber se ela passa por um maximo, que
corresponde ao valor 6timo das condi¢Bes avaliadas.

A partir da combinacao dos fatores e niveis de investigacao, foi possivel
chegar até o diagrama de Pareto apresentado na Figura 9 (CALADO &
MONTGOMERY, 2003).
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Figura 9: Diagrama de Pareto relacionando o numero de bandas eletroforéticas e as condi¢des

experimentais para eletroforese bidimensional

Diagrama de Pareto

tempo de focalizagao(Q) 2521186
1Lby2L - 746266

(1 tampaoiL) 541621

tampa&o(Q] 2345289

(2tempo de focalizacéo(l) 01554

Estimativa de Efeito

O diagrama de Pareto apresenta de forma clara e dindmica os efeitos
que sao estatisticamente importantes dentro do planejamento. A avaliacdo do
Pareto deve ser feita levando em conta a linha diviséria de p = 0,05. Os efeitos
cujos retangulos estiverem a direita da linha divis6ria sdo considerados
estatisticamente significativos e devem ser considerados no modelo
matematico.

Desta maneira, analisando o diagrama apresentado na figura 9 pode-se
verificar que o efeito mais importante foi o tempo de focalizacdo. Embora este
fator ndo tenha se apresentado a direita da linha divisoria de Pareto, a sua
proximidade com a mesma o torna marginalmente significativo, o que indica

que € uma variavel importante dentro do planejamento, como ja se esperava.
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Ja a composicdo da solucdo tampédo encontra-se distante da linha
diviséria, 0 que nos levaria a crer, que esta variavel ndo exerce influéncia na
otimizacdo deste experimento. Este resultado vai de encontro com as
observacdes realizadas na pratica e leva a crer que possivelmente haveria
alguma falha no modelo empregado, ja que observou-se que a composi¢cao da
solugdo tampao estava diretamente relacionada com a qualidade do mapa
protedmico obtido.

O resultado apresentado no diagrama de Pareto, também pode ser
melhor visualizado a partir da analise da superficie de resposta apresentada na

figura 10.

Figura 10: Superficie de resposta

Superficie de Resposta

-0
B =70
B =G0
B =50
[ 1=40
B =20
B <20
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Na figura 10, observa-se que a regido vermelha aponta para a melhor
condigcédo experimental, ou seja, neste caso a condi¢cdo onde sado encontrados o
maior numero de spots. A analise desta superficie mostra que a composi¢cao do
tampéao nao exerce influéncia na otimizacao do experimento.

Investigando as razdes para tal comportamento, concluiu-se que a
variavel de resposta adotada, nimero de spots, talvez ndo fosse suficiente para
representar adequadamente o comportamento apresentado, ja que além do
namero de spots, a resolucdo obtida entre eles também €& um componente
importante. Como o programa de tratamento de imagens empregado na analise
dos géis obtidos a partir da eletroforese bidimensional ndo possui ferramenta
capaz de fornecer a resolugcdo entre os spots, os dados foram tratados
novamente, excluindo outliers, utilizando o critério do bom senso analitico
(MILLER & MILLER, 1984).

Desta forma, foi gerada uma nova superficie de resposta, apresentada

na figura 11.
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Figura 11: Superficie de resposta.

Superficie de Resposta

M =G0
=60
M =55
B = 50
[ =45
[ ]=40
B <35
B < 30

Analisando a superficie de resposta apresentada na figura 11, foi
possivel verificar que tanto o tempo de focalizagdo quanto a composi¢cdo do
tampao foram variaveis importantes na obtencdo de um numero de spots
elevados com resolucéo satisfatoria.

Desta forma, estes dados apontam como sendo a melhor condi¢éo para
0 mapa protedmico das proteinas presentes nas preparacdes de OMV, a
utilizacao da solucdo tampé&o 1 com o tempo de focalizacdo de 20.000 Vh, tira
de pH variando de 3-10 e concentracéo de PAGE 12%.

A partir desta otimizagcdo deu-se continuidade aos estudos de
caracterizagdo protéica que se seguem. Na figura 12 é mostrado um tipico

mapa protedmico obtido com essas preparacoes.



85

Figura 12: Eletroforese bidimensional de preparac6es de OMV. Foi aplicado 125 pL de
amostra, foi utilizado uma tira de 7 cm com variacdo de pH 3 — 10, na primeira dimenséo foi
utilizado o Mini-Protean Il Cell e na segunda dimenséo foi utilizado o Mini-Protean Il com gel
de SDS-PAGE a 12%.

pl
3 —> 10

O gel obtido foi divido em 3 regides distintas. Na regido 1 ha um grande
namero de bandas eletroforéticas com peso molecular semelhante e diferentes
pontos isoelétricos. Essa distribuicAo de bandas eletroforéticas pode ser
relacionados com os mon6émeros de PorA e/ou PorB. Com essa faixa de peso
molecular também é descrita a Neisserial adhesin A (NadA) (Vipond et al,
2006).

Na regido 2, foram observados bandas eletroforéticas de menor peso
molecular, que focalizaram em pH acido. Foi observada também uma variacao
maior de pl e PM do que a observada nas regides anteriores, o que sugere que

h& uma maior variabilidade de proteinas. Trabalhos anteriores sugerem que
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esses bandas eletroforéticas estejam relacionadas com os antigenos factor H
biding protein (fHBP), NspA, RmPM.

Na regido 3 as bandas eletroforéticas apresentam peso molecular
superior a regido 1, também com uma grande distribuicdo de isoformas e uma
intensidade menor dos spots. Essa regido foi associada a associagdes de PorA
e PorB que apresentam massa molecular na faixa de 100-110 kDa e pl
variando de 6,0 a 7,0 (Vipond et al, 2006). Outra proteina que pode estar
presente nesse quadro € o antigeno Omp85.

Além da avaliacdo quantitativa e imunogénica das preparacdes de OMV,
a eletroforese bidimensional possibilita a avaliacdo da consisténcia de
producédo de vacinas produzidas por esta tecnologia, 0 que no caso de vacinas
de OMV acaba sendo uma preocupacao, devido a natureza complexa deste
tipo de preparacéao.

Por outro lado, embora a eletroforese bidimensional seja uma ferramenta
poderosa na separacdo de proteinas, ela também apresenta alguns
inconvenientes. Proteinas que apresentam alto peso molecular, proteinas muito
hidrofoébicas e proteinas muito basicas ndo apresentam uma boa separagao na
eletroforese bidimensional. Neste caso, se encontram a Fet A e a NspA, ambos
antigenos com pl basico.

Uma alternativa para a analise prote6mica total das OMVs, ja que na
eletroforese bidimensional foram detectadas perdas e falhas na identificacédo de

antigenos importantes, foi a utilizacdo da espectrometria de massas.
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4.3 HIDROLISE TRIPTICA, ESPECTROMETRIA DE MASSAS E
IDENTIFICACAO DAS BANDAS ELETROFORETICAS

Para uma visualizacdo das bandas eletroforéticas, as regides 1,2, e 3
da figura 12 foram ampliadas e apresentadas nas figuras 13, 15 e 16. Em cada
regido as bandas presentes em maior quantidade e melhor resolucédo foram
selecionadas do gel obtido pela eletroforese bidimensional e submetidos a
hidrolise triptica.

A primeira tentativa de identificacdo das proteinas presentes nas bandas
foi 0 uso da técnica de PMF. Algumas proteinas ndo foram identificadas por
esse meétodo, sendo utilizada a espectrometria de massas sequencial (EM

sequencial) para a identificacdo dessas bandas.

Figura 13: Bandas eletroforéticas assinalados na regiao 1 (figura 12) identificados por EM.

Na regido 1, figura 13, foram identificadas as principais proteinas de
membrana externa, porinas do tipo A e B. As bandas 1, 2, 3 e 4 foram
identificadas como porinas B. Houve uma diferenca entre os pls observados e
0s descritos para essas proteinas, provavelmente devido a grande
variabilidade das algas externas dessas porinas.

A banda 5 foi identificada como a porina A, sendo observada a mesma
diferenca em relagdo ao pl. O score obtido para essa banda foi bastante
elevado (121). Por esse motivo avaliou-se esse espectro mais criteriosamente.
Dos 21 picos presentes no espectro de massas, um total de 10 peptideos
foram identificados pelo Mascot. Dos onze peptideos ndo identificados, um

peptideo (m/z 1009,58) provavelmente corresponde a regido N terminal da
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proteina, que provavelmente o Mascot ndo identificou, por ser a sequencia

proxima ao peptideo de sinalizacéo.

Figura 14: (A) - Sequencia da proteina identificada na banda 5 (cédigo de acesso
OVPB3_NEI MB). Os aminoacidos sublinhados correspondem ao peptideo de sinalizacdo. Em
vermelho sdo mostrados os peptideos identificados no PMF. Em fonte 12, italico e negrito as
algcas variaveis. Em preto os peptideos nao identificados O peptideo sombreado corresponde a

identificacdo que néo foi feita pelo Mascot.( B ) — Estrutura tridimensional da OMPB3 MEIMB.

(A)

1 MKKSLI ALTL AALPVAANMAD VTLYGTI KAG VETSRSVEHN GGOQVVSVETG
51 TG VDLGSKI GFKGQEDLGN GLKAI WQVEQ KASI AGTDSG WGENRQSFI GL
101 KGGFGKLRVG RLNSVLKDTG DI NPWDSKSD YLGVNKI AEP EARLI SVRYD
151 SPEFAGLSGS VQYALNDNAG KYNSESYHAG FNYKNGG-FV QYGGAYKRHV
201 RVDENVNI EK YQ HRLVSGY DNDALHASVA VQQODAKLVE DNYSHNSQTE
251 VAATLAYRFG NVTPRVSYAH GFKGSFDDAD LSNDYDQUWV GAEYDFSKRT

301 SALVSAGW.Q EGKGENKFVS TAGGVGLRHK F

(B)

Os peptideos nao identificados provavelmente estdo relacionados as
regides variaveis da porina A. Essas porinas apresentam oito loops expostos
na superficie da membrana externa, com trés regifes variaveis (DE FILIPPIS,

2007), o que possibilita a existéncia de varias isoformas com pls diferentes,
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devido a variac6es da sequéncia. Dos 11 peptideos identificados, 5 estao
associados as regides variaveis, 3 constantes, conforme a figura 14.

Com o mesmo peso molecular foram observados as bandas 6, 7 e 8. As
duas primeiras foram identificadas como uma proteina de membrana externa,
cuja funcdo biolégica ainda ndo esta elucidada, porém presente em
formulacgdes vacinais (VIPOND et al, 2005).

J& a banda 8 foi identificada como uma proteina de membrana externa
gue liga-se LOS. Essa proteina ja foi detectada anteriormente em formulacées
vacinais, embora a sua importancia para a imunizacdo nao seja conhecida.
(VIPOND et al, 2005).

Figura 15: Bandas eletroforéticas assinalados na regido 2 (figura 12) identificados por EM.

A regido 2, figura 15, foram identificadas as bandas 9, 10, 11, 12 e 13,
correspondente as proteinas de menor peso molecular. Essas proteinas séo
componentes minoritarios da preparacdo, tanto em variedade quanto em
concentracao, quando comparadas com a regiao 1.

A banda 9 foi identificado como bacterioferritina, proteina citoplasmatica
responsavel por ligar ions ferro. Embora essa proteina seja citoplasmatica,
consideramos a identificagdo porque em Neisseria hd a expressao de proteinas



90

de captacdo de ferro na membrana externa, especialmente em preparacdes
vacinais (VIPOND et al, 2005). Possivelmente essa banda é um fragmento de
proteina de captacao de ferro da membrana, ja que proteinas de membrana de
captacao de ferro apresentam PM mais elevado.

A banda 10 foi identificada como a Opacity-related protein 3 (OPR3),
proteina de membrana que ajuda na fixagdo da bactéria a superficie do epitélio
do hospedeiro. Proteinas dessa classe tém sido estudadas recentemente como
candidatas a antigeno vacinal, por sua elevada imunogenicidade (CALLAGHAN
et al., 2011).

A banda 11 foi identificada como uma enzima envolvida na biossintese
do LOS, através da ativacdo do KDO para sua incorporacdo a estrutura do
oligossacarideo (PENG et al., 2008).

A banda 12 foi identificada como uma proteina de membrana externa da
classe 4, conhecida como OmpA. Essa proteina é funcionalmente importante
para a membrana pela sua interacdo com as porinas e o peptidilglicano. Esse
tipo de proteina é importante para a imunizacdo em vacinas a base de
vesiculas. (GRIZOT & BUCHANAN, 2004).

A bandal3 foi identificada como a lipoproteina LolA. Essa lipoproteina
esta envolvida no transporte de componentes pelo espaco periplasmatico para
a membrana externa, ndo tendo sido reportada sua influéncia na resposta
imune (TETTELIN et al., 2000).

Figura 16: Bandas eletroforéticas assinalados na regido 3 (figura 12) identificados por EM.

- 167= T

Na regido trés, figuras 16, 3 bandas eletroforéticas, 14, 15 e 16 foram

identificadas e correspondem as proteinas de maior peso molecular. Duas
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bandas foram associadas a proteinas importantes para a captacao de ferro
pela bactéria. A primeira proteina corresponde a banda 14, que foi identificada
como uma proteina carreadora de ions ferro, fungdo semelhante a encontrada
para a proteina identificada na banda 9, figura 15. A banda 16 foi identificada
como uma proteina de membrana que esta presente em formulac¢des vacinais,
a TonB (VIPOND et al., 2005). Essa proteina € relevante para a captacdo de
ferro pela bactéria, via interagdo com proteinas transportadoras de ferro do
hospedeiro (VIPOND et al., 2005).

Finalmente, a banda 15 foi identificada como a Omp85, proteina de
membrana externa que é considerada um antigeno chave na producdo de
anticorpos importantes para a imunizacéo (VIPOND et al. 2006).

A identificacdo dessas 16 proteinas € importante, porém outros
antigenos importantes ndo foram identificados. Embora os mecanismos de
resposta oferecidos pelas OMVs sejam entendidos apenas parcialmente,
existem evidéncias de que um numero de antigenos chave sdo fundamentais
na producao de anticorpos, alguns desses antigenos nao foram identificados e

sao apresentados na tabela 14.

Tabela 14: Antigenos chave na producao de anticorpos anti-OMV, néo identificados

Antigeno PM
FetA 79000
fHBP 29000

Possivelmente a ndo deteccdo desses antigenos deve-se a escala de
preparo do material, que foi pequena. Uma preparacdo em maior escala
poderia favorecer a identificacdo desses antigenos.

As demais bandas foram identificadas com baixos scores, sendo
relacionados a proteinas citoplasmaticas. Estas proteinas foram classificadas
como enzimas envolvidas em varias vias metabdlicas, proteinas ribossomais,
proteinas associadas ao metabolismo do DNA e algumas proteinas hipotéticas.
Essas identificagOes estao relacionadas na tabela 15.



Tabela 15: Resumo de proteinas identificadas por eletroforese bidimensional em preparacdes

de OMV.

PROTEINAS

FUNCAO

Proteina ribossomal

Sintese de proteinas

Fosfopantenoina adenil transferase

Sintese de CoA

Fosfometil pirimidina sintase

Sintese de bases nitrogenadas

Dihidroorato desidrogenase

Degradacéo de nucleosideos

Endodesoxiribonuclease

Intermediario de recombinacéo genética

UDP-N-ecetilenolpiruvoil glucosamina redutase

Biosintese de peptideoglicano

mutL — proteina de reparo de DNA

Reparo de DNA

Chaperona

Conformacéao de proteinas

Fosforibosil-AMP-ciclohidrolase

Sintese de aminoéacidos

Histidinol desidrogenase

Sintese de aminoéacidos

UDP-N-acetilglucosamina o-acetil transferase

Biosintese de lipideo A

Como é possivel observar na tabela anterior, algumas das proteinas
identificadas estdo envolvidas com sintese ou degradacdo de estruturas de
superficie do meningococo, biosintese e metabolismo, proteina ribossomal e
chaperonas. Embora estas proteinas ndo sejam classificadas como proteinas
de membrana, todas sdo compativeis com o microrganismo em questao e ja
foram identificadas anteriormente em preparacdes de OMV (VIPOND, et al.,

2006).
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4.4 DETERMINACAO DO SORO CONVERSAO EM CAMUNDONGOS

A auséncia de deteccdo de antigenos de baixo peso molecular
importantes nas preparacfes pode ser uma consequéncia da baixa
concentracdo que esse material geralmente € expresso, além das dificuldades
intrinsecas da eletroforese bidimensional, jA& mencionadas anteriormente. Por
esse motivo foi estudada a soro conversao das OMVs preparadas, para
averiguar se havia um método imunoquimico que fosse possivel para identificar
esses antigenos.

Sabe-se que muitos antigenos que estdo presentes em quantidades
elevadas nem sempre apresentam imunogenicidade compativel com a sua
quantidade.

Desta forma, com o objetivo de comparar e verificar a existéncia ou nao
de relacdo entre a quantidade de antigeno e o seu potencial imunogénico, foi
desenvolvida esta metodologia de imunoreacdo em membrana.

Para esse fim, foram produzidos anticorpos policlonais murinos anti-
OMV. Também foi necessario avaliar a soro conversado e assim verificar qual
era a diluicdo maxima, onde ainda seria possivel visualizar o reconhecimento
do antigeno (OMV) pelos anticorpos.

Para a avaliagdo da soro conversao, foi realizado um imunoblot. Neste
procedimento utilizou-se a preparacdo de OMV, e para a revelagao foi utilizado
0 pool de soros dos animais imunizados, contendo os anticorpos. Foi montado
um esquema de dilui¢des do soro de 1:50, 1:100, 1:200 e 1:400 v/v.

Analisando as membranas reveladas com as diferentes diluicdes do
soro, (figura 17) foi possivel verificar o aparecimento de bandas relativas aos

antigenos pesquisados, para todas as diluicbes empregadas.
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Figura 17: Imunoblot utilizado nos estudos de soro converséo.

1:50 v/v 1:100v/v 1:200v/v 1:400v/v

Como o objetivo da determinacdo da melhor diluicdo é aplicar estas
condicbes em métodos de imunoreagcdo em membrana para a deteccdo de
antigenos protéicos presentes em vacinas antimeningococicas sorogrupo B,
optou-se por trabalhar com o soro da diluicdo de 1:200 v/v, para garantir a
visualizacdo até mesmo dos antigenos presentes em quantidades pequenas
nas preparagoes.

A proxima etapa foi preparar o imunoblot a partr de um gel
bidimensional.
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4.5 REVELACAO DO GEL DE ELETROFORESE BIDIMENSIONAL POR
IMUNOBLOT

Com o objetivo de comparar e verificar a existéncia ou néo de relacao
entre a quantidade de antigeno e o seu potencial imunogénico, foi desenvolvida
esta metodologia de imunoreagcdo em membrana (SUNG, J. W., ET AL., 2010).

Para a analise da imunoreacdo em membrana, apresentado na figura
18, foi feita uma comparacédo da mesma, com o gel bidimensional revelado pelo
meétodo da prata apresentado na figura 12. Quando esta comparacao € feita,
pode-se perceber que o numero bandas eletroforéticas coradas no gel é
superior ao niumero de bandas detectadas pelo método imunoquimico.

Os resultados demonstraram que houve uma grande formacao de
anticorpos contra as porinas, monomeéricas em associacdes, e contra outras
proteinas de alto peso, como a Omp85.

Houve pouca soroconversao para as proteinas de baixo peso molecular,
nao sendo possivel identificar antigenos como a FHBp. Possivelmente, no soro
policlonal anti OMV anticorpos contra essa proteina podem estar presentes em
concentracbes muito pequenas.

Por outro lado, sabe-se que existem estudos de desenvolvimento de
vacinas baseadas em proteinas de baixo peso molecular, que apresentam
elevado potencial imunogénico, nestes trabalhos sdo utilizadas preparacdes

recombinantes, onde a quantidade destas proteinas é bem maior.



Figura 18 : Blot do gel de eletroforese bidimensional revelado com anticorpo anti-OMV
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4.6 DETERMINACAO DO TEOR DE LOS

Os antigenos mais importantes para a imunizagdo contra a meningite B
sdo as proteinas da vesicula da membrana externa. Apesar de sua
importancia, outros antigenos presentes na OMV s&o importantes. O mais
importante antigeno ndo proteico é o LOS, devido a seu efeito adjuvante. Essa
propriedade de aumentar a resposta imune deve-se a manutengdo da
conformacao nativa das proteinas, além de estimular a proliferacdo de células
de defesa. Na figura 19, é apresentada a estrutura Lipo oligo sacaridica do
LOS. Esse tipo de estrutura ajuda a estabilizar a OMV, assim como estimula a
producdo de anticorpos contra a vesicula (SANDERS, et al., 2011).

Figura 19: Estrutura do LPS — imunotipo IL3

N % &w \gyko j W
\O

A cadeia o-especifica do LOS é formada por um oligossacarideo
formado por unidades que se repetem de um glicideo de 8 carbonos
denominado KDO (&cido 2-ceto-3-deoxioctulosonico) e a parte hidrofobica do

LOS é constituida por acidos graxos, denominada lipideo A (PAVLIAK, 1993).
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Trabalhos de caracterizagdo de LOS demonstraram que o KDO e o acido graxo
hidoxilado, presente no lipideo A, podem funcionar como marcadores quimicos
da estrutura do LPS (CAROFF, 2003).

Os principais ensaios, atualmente empregados, para determinacdo do
contetdo de LPS ou LOS sdo o ensaio de pirogénio em coelho e ensaio de
lisado de amebdcito de limulus (LAL) (LIN et al., 2007). Apesar do grande uso
destes ensaios, eles apresentam limitagbes. No caso do Pirogénio,
determinadas substancias podem provocar 0 aumento da temperatura dos
coelhos, sem apresentar essa caracteristica em seres humanos (BRAUN &
KLEIN, 1960).

No caso do LAL, o método se fundamenta em uma série de reacgbes
enzimaticas que podem ser inibidas por varios agentes, como por exemplo,
outras biomoléculas que ndo sejam o LPS ou LOS, e isso se torna um
problema quando se trata de vacinas (MUNFORD et al., 1984).

Além disso, métodos fisico-quimicos para, a dosagem de LOS tém sido
desenvolvidos, como uma alternativa para os ensaios bioldgicos (SUNG, J. W.,
et al., 2010). Tais métodos sao a eletroforese em gel de poliacrilamida, a
cromatografia gasosa e liquida e a espectrofotometria (SONESSON, 1990). A
determinacdo espectrofotométrica apresenta baixa sensibilidade, tendo desta
forma, seu uso restrito a preparagbes onde a endotoxina se encontra em
elevada concentracdo. Os métodos eletroforéticos e cromatogréaficos sdo os
mais sensiveis, podendo ser aplicados a pequenas concentracdes de LOS.

Dentro das técnicas fisico-quimicas, destaca-se a cromatografia liquida
de troca ibnica com detector amperométrico pulsado, que é uma técnica de

analise de carboidratos desenvolvida pela empresa Dionex. Nesta técnica os
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carboidratos se ionizam em pH alcalino, sendo desta forma separados em uma
coluna de troca ibnica. A deteccdo é feita com auxilio de um detector
amperomeétrico, que apresenta elevada sensibilidade aos carboidratos, sendo
possivel detecta-los em quantidades muito pequenas sem que seja hecessario
derivatiz4-los (KIANG, et al., 1997).

A andlise do LOS, por essa metodologia € fundamentada em uma
hidrélise &cida do LOS, liberando os monémeros de KDO (KIANG, et al., 1997).
Esses monémeros sdo analisados no cromatégrafo, estabelecendo-se uma
correlacdo entre as areas dos picos e as concentracdes de KDO. Como padréao
de andlise foi utilizada uma preparacdo de LOS de referéncia. A partir do
conteudo de KDO, foi possivel quantificar o teor de LOS na vacina. O

esquema da analise esta apresentado na figura 20.
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Figura 20 :Esquema de andlise de KDO, por cromatografia de troca aniénica com deteccao

amperométrica pulsada.

:
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Neste trabalho foram desenvolvidas as condi¢cdes de hidrdlise acida,

assim como as condi¢cbes cromatograficas necessarias a quantificacdo de LOS

nas preparacdes vacinais. Apos o desenvolvimento destas condicfes seguiu-se

a validacao da metodologia.
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4.7 VALIDACAO DA METODOLOGIA DE QUANTIFICACAO DE KDO POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE TROCA ANIONICA COM DETECGAO
AMPEROMETRICA PULSADA.

De acordo com a NBR I1SO 9000, validacdo € o conjunto de operacdes
necessarias para comprovar que um determinado procedimento analitico €
adequado para finalidade pretendida(INMETRO, 2003). Para atender a esta
definicdo alguns parametros analiticos foram verificados apdés o
desenvolvimento da metodologia de dosagem de KDO por cromatografia

liguida de troca ibnica com detec¢cdo amperométrica pulsada.

4.7.1 Linearidade

4.7.1.1 Avaliacdo da homocedasticidade do método

Antes de verificar a linearidade do método em questdao é necessario
verificar se 0 modelo linear se aplica as caracteristicas do método. Para isto, 0s
resultados obtidos para as triplicatas dos pontos da curva de calibracdo foram

submetidos ao teste estatistico, chamado de teste de Cockran.

Caso o critério de homocedasticidade seja cumprido, a curva de
calibracéo sera calculada pelo método dos minimos quadrados. Caso contrario,
a curva sera calculada pelo método dos minimos quadrados ponderados pelo
intervalo da concentragao(1/x).

A linearidade de um procedimento analitico representa sua capacidade
de gerar resultados diretamente proporcionais a concentracado das substancias
a serem analisadas em um determinado intervalo de tempo e pode ser
determinada através da curva de calibracdo, que em nosso caso por se tratar
de um método cromatogréfico, se dard através da plotagem de concentracédo
versus area.

A linearidade de um método analitico deve ser interpretada com auxilio
de alguns parametros matematicos, como: Coeficiente de correlacdo,

intercepto e inclinacéo da reta.
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Nas curvas de calibracdo utilizadas para estudos de linearidade foram
analisados 5 pontos, em triplicata cada ponto (n=3). O coeficiente de
correlacdo, que nada mais é do que a relagdo entre x/y, deve possuir uma
variacdo de +/- 0,001 absoluto, ou seja, o r deve estar perto de 0,999. O valor
do coeficiente de correlacéo linear dever ser avaliado levando em consideracéo
a natureza do método analitico, assim como sua propria necessidade de
trabalho.

Outro parametro a ser levado em consideracdo quando estamos
avaliando linearidade de um método € o valor do intercepto. Quando
trabalhamos com métodos fisico-quimicos, teoricamente, para uma
concentracédo igual a zero espera-se encontrar uma resposta igual a zero,
porém na pratica isso ndo é verificado. Quando a curva de calibracdo €
calculada, por regressao linear, a melhor reta encontrada dificilmente passa
pelo ponto (0,0), ou seja, existe um ponto de intercepto. O método €
considerado linear quando o intercepto estiver dentro do intervalo de confianga.
Se isso acontecer, 0 método esta trabalhando apenas com erros aleatérios.

O calculo da curva de calibracdo é feito a partir da distribuicdo normal
dos pontos, e a reta encontrada fornecerd o erro padrdo. Este erro é
determinado a partir do desvio da distribuicdo normal tedrica e da experimental.
Sendo assim o programa estatistico utilizado ira executar um teste t que fara a
verificacdo deste desvio para o numero de niveis de concentracdo analisados
para n-2 graus de liberdade, no caso de curva de calibracdo claculadas por
regressao linear. Desta forma, o teste t avalia se 0os desvios entre os valores
tedricos e experimentais irdo comprometer a linearidade.

Se o valor de t encontrado for menor do que o valor de t tabelado, para
n-2 graus de liberdade, o método é linear e a inclinacdo da reta esta dentro do
intervalo de confianca.

Os resultados obtidos para as 3 curvas de calibracdo utilizadas nos

estudos de linearidade estédo apresentados nas tabelas 16,17 e 18.



Tabela 16: Resultados obtidos para a curva de calibracdo — dia 1
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Tempo de retencdo KDO (min)

Area do pico KDO

Concentracdo KDO ( pg/mL)

8,25 0,178 5,25
8,25 0,181 5,25
8,23 0,175 5,25
8,25 0,380 10,5
8,23 0,373 10,5
8,23 0,369 10,5
8,22 2,015 52,5
8,23 2,253 52,5
8,22 2,196 52,5
8,20 4,400 105,0
8,20 4,570 105,0
8,20 4,574 105,0
8,18 6,882 157,5
8,18 6,901 157,5
8,17 6,880 157,5

Tabela 17: Resultados obtidos para a curva de calibracdo — dia 2

Tempo de retencdo KDO (min)

Area do pico KDO

Concentragdo KDO pg/mL

8,15 0,143 5,135
8,12 0,175 5,135
8,10 0,143 5,135
8,12 0,301 9,875
8,12 0,293 9,875
8,12 0,293 9,875
8,10 1,480 49,77
8,10 1,487 49,77
8,08 1,488 49,77
8,08 3,006 99,94
8,08 3,033 99,94
8,07 3,024 99,94
8,05 4,860 159,98
8,07 4,856 159,98
8,05 4,843 159,98




Tabela 18: Resultados obtidos para a curva de calibracdo — dia 3
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Tempo de retencdo KDO(min)

Area do pico KDO

Concentragdo KDO pg/mL

8,38 0,151 5,135
8,35 0,150 5,135
8,30 0,151 5,135
8,28 0,286 9,875
8,33 0,287 9,875
8,43 0,287 9,875
8,43 1,432 49,77
8,42 1,1458 49,77
8,43 1,455 49,77
8,40 2,933 99,94
8,38 2,928 99,94
8,38 2,942 99,94
8,37 4,710 159,98
8,38 4,727 159,98
8,35 4,734 159,98

Para cada grupo de resultados apresentados nas curvas de calibracao

do dia 1, 2 e 3 foi avaliada a homocedasticidade, assim como foi feita a

pesquisa de valores aberrantes antes de avaliar os parametros envolvidos nos

estudos de linearidade. Os resultados da avaliagdo de homocedasticidade e a

pesquisa de valores aberrantes sdo apresentados nas tabelas 19, 20 e 21.
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Tabela 19: Pesquisa de valores aberrantes e avaliacdo da homocedasticidade — dia 1

Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 Ponto 5
Area 1 0,178 0,38 2,015 4,595 6,882
Area 2 0,181 0,373 2,253 4.4 6,901
Area 3 0,175 0,369 2,196 4,574 6,88
Média 0,1780 0,3740 2,1547 4,5230 6,8877
S 0,0030 0,0056 0,1243 0,1070 0,0116
s 9,00E-06 3,10E-05 1,54E-02 1,15E-02 1,34E-04
G(giggsl)l 0.0000 1,0776 -1,1239 0,6727 -0,4889
G(giggsz)z 1,0000 -0,1796 0,7913 -1,1491 1,1504
G(giggssf -1,0000 -0,8980 0,3326 0,4765 -0,6615
Ti{)“ekl’:jo 1,155 1,155 1,155 1,155 1,155
Soma S2 0,0271
S | o
Cochram 0.684

Tabelado
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Tabela 20: Pesquisa de valores aberrantes e avaliagdo da homocedasticidade — dia 2

Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 Ponto 5
Area 1 0,143 0,301 1,48 3,006 4,86
Area 2 0,175 0,293 1,487 3,033 4,856
Area 3 0,143 0,293 1,488 3,024 4,843
Média 0,1590 0.2957 1,4850 3,0195 4,8530
S 0,0226 0,0046 0,0044 0,0191 0,0089
S? 5,12E-04 2,13E-05 1,90E-05 3,64E-04 7,9E-05
C?giggslil -0,7071 1,1547 11,1471 -0,7071 0,7876
G(giggsz)z 0,7071 -0,5774 0,4588 0,7071 0,3375
igiggz? -0,7071 -0,5774 0,6882 0,2357 -1,1251
T(;[)‘éﬁ’:go 1,155 1,155 1,155 1,155 1,155
Soma S? 9,96E-04
Calolago | 05141
Cochram 0,684

Tabelado
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Tabela 21: Pesquisa de valores aberrantes e avaliagdo da homocedasticidade — dia 3

Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 Ponto 5
Area 1 0,151 0,286 1,432 2,933 4,71
Area 2 0,15 0,287 1,458 2,928 4,727
Area 3 0,151 0,287 1,455 2,942 4,734
Média 0,1507 0,2867 1,4483 2,9343 4,7237
S 0,0006 0,0006 0,0142 0,0071 1,52E-04
32 3,33E-07 3,33E-07 2,02E-04 5,03E-05 -1,1073
Grubbs 1 0,5774 -1,1547 -1,1483 -0,1879 0,2701
(area 1)
Grubbs 2 -1,1547 0,57735 0,6796 -0,8927 0,8372
(area 2)
Grubbs 3 0,5774 0,5774 0,4687 1,0806 1,155
(area 3)
Grubbs 1,155 1,155 1,155 1,155
Tabelado
Soma S? 4,06E-04
Cochram
Calculado 0,499
Cochram
Tabelado 0,684
Os resultados apresentados para a pesquisa de valores aberrantes e
avaliacdo de homocedasticidade do método nas 3 curvas de calibracéo

utilizadas nos estudos de linearidade demonstraram que neste grupo de

resultados ndo h& presenca de valores aberrantes e que o método €

homocedastico. Desta forma o modelo linear se aplica e a curva de calibracdo

pode ser calculada pelo método dos minimos quadrados.

Desta forma com as curvas de calibracdo obtidas pelo método dos

minimos quadrados, foram avaliados o coeficiente de correlacao, intercepto e o

coeficiente angular das 3 curvas de calibracdo e o0s resultados estédo

apresentados na tabela 22.
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Tabela 22: Resumo dos parametros avaliados no estudo de linearidade

Coeficiente de correlacdo Coeficiente angular Intercepto
Curval 0,9999 -0,0149 0,0296
Curva 2 0,9999 -0,0151 0,0303
Curva 3 0,9999 -0,0130 0,0444

Com relacdo ao coeficiente de correlacdo aos valores obtidos foram
considerados satisfatérios, pois quanto mais préximo da unidade melhor é a
correlacéo.

Na avaliacdo dos valores encontrados para o intercepto, para que o
método trabalhe na faixa da linearidade é necessario que o intercepto da curva
de calibragéo esteja localizado entre o intervalo de confianga de 95% da curva
tracada, este critério também foi considerado satisfatorio.

O coeficiente angular foi avaliado através do teste t. Comparou-se o t
obtido pelo programa estatistico (Excel), ou seja, o t experimental, com o t
tabelado para n-2 graus de liberdade, para que seja possivel considerar o eixo
X e o eixo Y. Como os resultados obtidos demonstraram que T tabelado > T
experimental, foi possivel concluir que o método esta trabalhando dentro da

faixa de linearidade.

4.7.2 Seletividade

A seletividade analitica representa a capacidade de avaliar de forma
inequivoca a presenca da substancia em estudo em misturas complexas, sem
a interferéncia de outros componentes da amostra.

Na auséncia de substancias interferentes nas amostras, estas devem
apresentar o pico correspondente ao KDO, em tempo de retencdo compativel
com aquele necessario para a observacao do pico do padrao.

Na figura 21 sdo apresentados os cromatogramas obtidos no estudo de

seletividade do método.
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Figura 21 : Cromatograma obtido no estudo de seletividade. Cromatograma ( A ), corresponde
a adicdo de 200 pL de padrdo sigma a 200 pL de solucdo padrdo correspondente a
concentracdo do menor ponto da curva de calibragdo (ponto 1). Cromatograma ( B )
Corresponde a adicdo de 200 uL de padrédo sigma a 200 L de solucdo padrdo correspondente
ao ponto 3 da curva de calibracdo. Cromatograma ( C ) Corresponde a adicdo de 200 pL de
padrdo sigma a 200 pL de solucéo padrédo correspondente ao ponto 4 da curva de calibracéo.
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Os resultados obtidos no estudo de seletividade demonstraram que o
método em questéo é seletivo para a dosagem de KDO na matriz empregada e
nas condicdes de analise desenvolvidas. Tal conclusdo se baseia no aumento
do pico correspondente ao KDO ap6s a adicdo padrdo realizada nos

experimentos anteriores e apresentadas na Figura 21.
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4.7.3 Precisao

Por definicdo, pode-se dizer que precisdo € o grau de variagdo de
resultados de uma medicdo. Os estudos de precisdo deste trabalho foram
realizados pela avaliacdo da precisdo intermediaria e da repetitividade. A
repetitividade € o grau de concordancia entre os resultados das analises
individuais quando o procedimento € aplicado repetidamente a multiplas
analises da mesma amostra em condi¢cdes idénticas e a precisao intermediaria
€ a medida do erro aleatério, expressa pela dispersao obtida em uma série de

medidas repetidas, realizadas por exemplo, em dias diferentes.

Os resultados obtidos nos estudos de repetitividade estdo apresentados

na tabela 23.

Tabela 23: Resumo dos resultados obtidos nos estudos de repetitividade

Area 1 1,479

Area 2 1,503

Area 3 1,471

Area 4 1,478

Area 5 1,458

Média das areas 1,478
Desvio padréo 0,016
Desvio padréo relativo 1,08 %

Para a avaliacdo final dos resultados foi utilizado o desvio padréao
relativo, que também pode ser chamado de coeficiente de variacdo ou
amplitude. Quanto menor for a amplitude, melhores estdo os resultados obtidos
para repetitividade. E considerado satisfatorio valor de amplitude de até 5%.

Desta forma, os resultados obtidos demonstram que o método apresenta
repetitividade satisfatéria para as condicdes e faixa de trabalho empregada,
com desvio padrao relativo de 1,08%.

Para a avaliacdo da precisédo intermediaria os resultados obtidos estao

apresentados na tabela 24. Neste estudo foi variado o dia da analise.
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Tabela 24: Resumo dos resultados obtidos nos estudos de preciséo intermediaria:

Dia 1 Dia 2 Dia 3
Area 1 1,233 0,910 0,929
Area 2 1,239 0,901 0,927
Area 3 1,237 0,910 0,929
Média das Areas 1,236 0,907 0,928
Desvio padrédo 0,0031 0,0052 0,0012
Variancia 9,33x10° 2,7x107° 1,33x10°

Média das respostas para os dias 1, 2 e 3 =1,0236

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de cochran e obteve-se
Ccalculado 0,7168 e Ctabelado 0,871, estes resultados demonstraram que 0s
resultados sdo homocedasticos e os célculos do desvio padrdao foram
realizados com a formula empregada para o desvio padrao agrupado. O desvio
padrdo agrupado foi de 1,26 x 10 ° e o desvio padrdo relativo foi de 0,001%.
Sabe-se que gquanto menor for a amplitude, melhores estdo os resultados
obtidos para preciséo intermediaria. S&o considerados satisfatorios, valores de
amplitude de até 5%.

Os resultados obtidos expressaram as variacbes dentro de um mesmo
laboratorio e demonstraram que o meétodo apresenta precisdo intermediaria
satisfatoria para as condicdes e faixa de trabalho empregada, com desvio

padréo relativo de 0,001%.
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Por definicdo exatiddo representa o grau de concordancia entre 0s

resultados individuais encontrados e um valor aceito como referéncia.

Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 25.

A exatidao foi

calculada a partir dos resultados obtidos como o percentual de resposta dado

através do ensaio.

Tabela 25: Resumo dos resultados obtidos nos estudos de exatidao

Padrdes Conc. Padrées (ug/mL) Area Padrbes
P1 4,03 0,097
P2 7,75 0,169
P3 39,06 0,819
P4 79,43 1,852
P5 125,55 2,886
Amostra Conc. Amostra (pg/mL) Areas Amostra
Al 157,059 3,603

P2 + Al (L:1)*

Conc. Final (ug/mL)

P2/2 Rea— (A1/2) (ng/mL)

(P2/2 Real/P2/2 Teérico) x 100

1
2
3

82,089
82,318
82,129

3,569
3,798
3,609

92,10%
98,01%
93,13%

P4 + Al (L:1)*

Conc. Final (ug/mL)

PA4/2 reai— (A1/2) (ug/mL)

(P4/2 Real/P4/2 Teérico) x 100

1
2
3

118,602
118,762
118,057

40,08
40,24
39,54

100,00%
100,40%
99,56%

*P2/2 = 3,875 pg/mL; P4/2 = 39,71 pg/mL; A1/2 =78 ,52 pg/mL

Como o percentual de resposta obtido a partir dos experimentos

programados foi maior do que 95%, j& que a média de recuperacdes foi de 97,2

%, o método em questéo pode ser considerado exato para o fim pretendido.
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4.7.5 Limite de deteccao e quantificacédo

O limite de deteccdo de uma medida é muitas vezes determinado pela
analise repetida de uma porcéo de ensaios de brancos e € a concentracao cuja
resposta é equivalente a resposta média obtida para os ensaios em branco
mais 3 desvios padrao.

O limite de deteccéo representa a mais baixa concentracdo do analito a
ser pesquisado, que pode ser detectado com certo limite de confiabilidade,
utilizando um determinado procedimento experimental.

Os resultados experimentais obtidos para o limite de detecgédo e

quantificacdo estdo apresentados na figura 22.
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Figura 22 : Cromatogramas limite de quantificacdo e limite de deteccdo. Cromatograma ( A )

corresponde a concentracdo de 0,25 pg/mL. Cromatograma ( B ) corresponde a concentragédo

de 0,1 pg/mL. Cromatograma ( C ) corresponde a concentracao de 0,06 pug/mL.
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Analisando os cromatogramas obtidos para estudos de limite de

deteccdo e limite de quantificacdo é possivel perceber que experimentalmente,

o KDO pode ser detectado a partir de 0,06pug/mL e que a sua quantificacéo se

torna confiavel a partir de 0,25 pg/mL.

Além disso, o limite de deteccdo e quantificacdo do método foi

determinado matematicamente e os valores obtidos foram LD = 1,27ug/mL e

LQ = 3,86ug/mL.
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Normalmente, sdo esperadas variacbes entre os valores encontrados
experimentalmente e os valores estimados a partir de célculos tedricos. Com o
objetivo de trabalhar com uma maior margem de seguranga, e com base nos
resultados obtidos, limite de deteccdo considerado para o método foi de

1,27pug/mL e o limite de quantificagéo 3,86ug/mL.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos na adequacéo de algumas metodologias usadas
nesta tese experimental visando o controle de qualidade de vacinas
antimenigocdécicas sorogrupo B possibilitaram um maior entendimento do
produto e a possivel implementacdo efetiva destas na rotina de andlises a
serem realizadas no INCQS.

Ficou constatado que a eletroforese bidimensional e a espectrometria de
massas, técnicas analiticas usadas em pesquisas semelhantes as
desenvolvidas neste trabalho, se mostraram apropriadas para 0 uso rotineiro
na analise de vacinas baseadas em OMVs.

Assim, 0s principais antigenos vacinais foram identificados,
demonstrando que os métodos empregados constituem uma forte ferramenta
para a avaliagdo da consisténcia do produto vacinal a base de OMV. Contudo,
vale a pena ressaltar que uma limitacdo do uso do método foi referente a
identificacdo de alguns antigenos de baixo peso molecular. Um aprimoramento
do método imunoquimico, com o0 uso de antissoros contra 0s antigenos
especificos, é uma perspectiva de aperfeicoamento desse trabalho.

Nesse estudo também foi implementado o método de analise do LOS, o
segundo tipo de antigeno relevante nas vacinas a base de OMV. Esse método
se mostrou valido para a determinacdo do LOS nas preparacdes vacinais,
atendendo aos requisitos metrolégicos estabelecidos. Além disso, tais métodos
poderiam ser usados futuramente na analise da nova geracdo de vacinas, com
algumas adaptacdes, vacinas estas, que utilizam um numero menor de
antigenos recombinantes.

Desta forma, é sugerido, apoiado em nossos resultados experimentais,
que os métodos desenvolvidos nesse trabalho poderdo servir de base para o
estabelecimento de uma monografia para vacinas contra a meningite B na
Farmacopéia Brasileira. A normatizacdo desses procedimentos sera a base
para a implementagcédo de uma rotina de controle de qualidade, na medida em
gue essas vacinas sejam incorporadas pelo PNI. O uso de métodos com essas
caracteristicas ajudardo a garantir o consumo seguro de produtos que né&o

oferecam nem danos nem riscos a saude dos usuarios.
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