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RESUMO

Pneumonia grave e meningite sdo doencas provocadas pela bactéria Haemophilus influenzae
tipo b (Hib) que podem ser previnidas por vacinas feitas a partir do polissacarideo capsular
de Hib (poliribosil ribitol fosfato; 5-D-ribitol-(1— 1)-B-D-ribose-3-fosfato; PRP). Na
purificacdo do PRP, os principais contaminantes (acidos nucleicos, proteinas e endotoxinas)
sdo removidos seletivamente obtendo-se um produto de alta imunogenicidade. O classico
método de Lowry tem sido utilizado para quantificacdo de proteinas no PRP, porém tem
demonstrado ser inadequado para o baixissimo nivel de impurezas encontrado. Este trabalho
buscou um método mais sensivel e foi aplicado a trés lotes experimentais de PRP de Bio-
Manguinhos/Fiocruz, comparando-se ao método de Lowry, os métodos espectrofotométricos
Peterson e Smith no intervalo de 2,5 a 15 pg mL™?. Os resultados obtidos indicaram a
superioridade do método de Peterson, com sensibilidade de 0,0096 pg.mL™, precisdo com
CV% de 5,0 a 6,9%, acuracia de 97%, limites de deteccdo de 0,1 pg.mL™ e limite de
quantificacio de 0,5 pg.mL™. Pelo método Lowry foi obtida sensibilidade de 0,0039 pg.mL™*
e 0 CV% na quantificacdo foi 3,8% enquanto com o método de Smith obteve-se CV% de 18
a 48% e sensibilidade de 0,0026 pug.mL™, ndo obstante, devido & necessidade de incubagio a
60°C, este ultimo demonstrou ser inadequado para quantificacdo das amostras de PRP que
ndo sdo estaveis a esta temperatura. Além das vantagens citadas, o método de Peterson

contribuiu na reducado de residuos quimicos e na reducdo do tempo de analise.

Palavras-chave: Polissacarideo de Haemophilus Influenzae tipo b. Vacina Hib. Quantificacdo
de proteinas. Método Espectrofotométrico. Método de Peterson. Método de Folin-Lowry.
Método de Smith.



ABSTRACT

Severe pneumonia and meningitis are diseases caused by the bacterium Haemophilus
influenzae type b (Hib) that can be prevented by vaccines made from the capsular
polysaccharide of Hib (polyribosyl ribitol phosphate; 5-D-ribitol-(1— 1)-B-D-ribose-3-
phosphate; PRP). In the purification of PRP, the major contaminants (nucleic acids, proteins
and endotoxins) are selectively removed obtaining a product of high immunogenicity. The
classic Lowry method has been used to quantify the protein in PRP, but has been shown to be
inadequate for the very low level of impurities found. This work sought a more sensitive
method and was applied to three experimental lots of PRP produced at Bio-
Manguinhos/Fiocruz. Comparing to the Lowry method, the spectrophotometric methods
Peterson and Smith in the range of 2.5 to 15 ug mL?, the results indicated the superiority of
the Peterson method, with sensitivity of 0.0096 pg.mL, precision with CV% of 5.0 to 6.9%,
accuracy of 97%, detection limits of 0.1 pg.mL™ and the quantification limit of 0.5 pg.mL™.
By the Lowry method, was obtained sensitivity of 0.0039 pug.mL™? and the CV% in the
quantification was of 22.5 to 33.8%, whereas by the Smith method was obtained CV% of 18
to 48% and sensitivity of 0.0026 pug.mL™?, nevertheless due to the need for incubation at 60
°C it was found to be inadequate for protein quantification of the PRP samples that are not
stable at this temperature. The Peterson method also provided underlying benefits in

increased solubility and reduced analysis time.

Keywords: Polysaccharide Haemophilus influenzae type b. Hib vaccine. Quantification of

protein. Spectrophotometric method. Peterson method. Folin-Lowry method. Smith method.
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1 INTRODUCAO

1.1 A VIGILANCIA SANITARIA

Os niveis de salde expressam a organizacdo social e econdmica do pais e a salde da
populacdo depende principalmente das condi¢des de moradia, saneamento basico,
alimentacdo, meio ambiente, trabalho, renda, educacdo, atividade fisica, transporte,
lazer e acesso aos bens e servicos essenciais (BRASIL, 2013a).

Pneumonia grave e meningite sdo doencas provocadas pela bactéria Haemophilus
influenzae tipo b (Hib) que podem ser previnidas por vacinas feitas a partir do polissacarideo
capsular de Hib (poliribosil ribitol fosfato; 5-D-ribitol-(1— 1)-pB-D-ribose-3-fosfato; PRP).
Apesar de doengas meningococicas ocorrerem no mundo inteiro, em paises com recursos
limitados, a vacinacdo é a principal estratégia de atuacdo do Estado, por ser a alternativa mais
eficaz e acessivel para prevencdo (WHO, 2014).

Visto que as politicas de acesso a bens e servigos essenciais, preconizadas pela lei
8.080 (1990), tais como educacdo, transportes, moradia e lazer tem sido precarios para a
maioria dos cidaddos brasileiros, pode-se inferir que ausentes estas condi¢cdes que expressam
0s niveis de satde, aumentam as probabilidades de adoecimento da populacdo e assim, o
atendimento adequado & todos torna-se mais dificil e oneroso para o Servico Unico de Satde
(SUS), neste sentido, o Estado enfatiza acdes de producdo e distribuicdo de vacinas a
populacéo (BRASIL, 2013a).

Neste contexto, compatibilizar pragmatismo com utopia, realismo pratico com
capacidade de sonhar, é tdo desafiador para os profissionais da salde publica no Brasil,
guanto atender ao principio da integralidade preconizado pelo SUS uma vez que a
comunidade cientifica, tecnolégica e politica, na abordagem dos processos de adoecimento e
de seu enfrentamento quase sempre se distanciam das necessidades e dos saberes praticos da
sociedade (AYRES, 2008).

Segundo Costa (2009), na area de Vigilancia Sanitaria, buscar fatores de risco de uma
doenca caracterizam agdes estratégicas de prevencdo em saude para reduzir ou eliminar novas
ocorréncias no coletivo. Com a globalizagéo os desafios sdo evidenciados (SANTQOS, 1998, p.
18), para contorna-los o Estado adota medidas de prevencdo e controle das doencas através
das acBes de vigilancia sanitaria e epidemioldgica relacionados a producdo, controle e
fiscalizacdo de servigos e produtos para a saude e no incremento do desenvolvimento
cientifico e tecnoldgico (BRASIL, 1999).
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Tratando-se especificamente de vacinas, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
recomenda a priorizacdo da garantia da qualidade na producéo e desenvolvimento de produtos
eficazes e seguros pois sdo medicamentos direcionados aos individuos saudaveis visando a
prevencdo de doencas (WHO, 2006). Segundo a WHO (2014), a vacinacdo é uma alternativa
eficaz e acessivel para prevencdo de doencas como a pneumonia grave e meningite
provocadas pela bactéria Haemophilus influenzae tipo b (Hib). De fato, ocorreu uma
diminuigdo dos casos de meningites bacterianas e de outras enfermidades como pneumonia,
otite e sinusite em diversos paises. No Brasil, registrou-se em 1999 uma reducdo superior a
90% no numero de casos, incidéncia e Obitos apds a primeira imunizacdo contra meningite
tipo b (BRASIL, 2012a).

A eficécia e seguranca das vacinas deve ser confirmada pelos fabricantes e pelos
Laboratorios que compde a Rede Nacional de Laboratérios de Vigilancia Sanitéaria antes do
fornecimento (BRASIL, 2004). A fiscalizacdo dos locais de fabricacdo e o controle de
produtos sdo realizadas por todos os laboratérios que compdem a Rede Oficial de
Laboratorios de Controle de Qualidade em Saide (BRASIL, 2009a).

No escopo de suas atribuicdes, a Anvisa (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria)
ressalta a importancia da qualidade analitica dos resultados como um dos instrumentos
fundamentais para a protecdo e promocdo da salde da populacdo e exige que 0s
medicamentos sejam produzidos conforme as Boas Praticas de Fabricacdo de medicamentos
para uso humano (BPF), segundo recomendacdes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS).
As inspecOes sanitarias, visam assegurar que os medicamentos fabricados sejam adequados
aos fins a que se destinam, cumpram com 0s requisitos estabelecidos em seu registro e nao
cologuem os pacientes em risco (BRASIL, 2013b).

O SUS disponibiliza a populacéo brasileira as vacinas (Figura 1), contra as meningites
por Neisseria meningitidis (meningococo), Streptococcus pneumoniae (pneumococo) e
Haemophilus influenzae tipo b (Hib).

Segundo Josefsberg e Buckland (2012), requisitos regulamentares rigorosos Sao
muitas vezes a base para estabelecer um paradigma de purificacdo, sendo assim, métodos
analiticos exequiveis e confiaveis sdo essenciais para validar cada etapa, ja que eventuais
mudangas no processo de producdo podem ter um impacto significativo na qualidade do
produto final. Para atingir o nivel de qualidade adequado, metodos analiticos mais sensiveis e
precisos sdo fundamentais para otimizar o rendimento dos produtos e a qualidade do produto
final (BRASIL, 2005).
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Figura 1 - Calendério nacional de vacinacao.

Fonte: (BRASIL

No sentido de melhorar a qualidade do método de quantificagdo de proteinas do PRP,

a selecdo do método foi iniciada com uma avaliacdo teodrica preliminar dos métodos
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espectrofotométricos elegiveis (UV, biureto, Peterson, Smith e Bradford) e a partir dai foram
identificados os mais adequados a fase experimental de comparagdo com o método cléssico de
Lowry. Na fase tedrica os cinco métodos citados foram avaliados quanto a especificidade,
variabilidade entre proteinas diferentes, a sensibilidade relativa a albumina de soro bovino, o
tempo de andlise e o custo. Também foi avaliada a quantidade de amostra requerida e dos
residuos quimicos gerados pela analise, a fim de contribuir com a reducdo de residuos em

Bio-Manguinhos proposta por Pereira (2016).

1.2 O DESENVOLVIMENTO E A PRODUCAO DE VACINAS NO BRASIL

Em 2004 completou um século a primeira campanha de vacinagdo em massa feita no
Brasil. A campanha foi idealizada por Oswaldo Cruz, ao retornar ao pais, em 1899 apds
realizar especializacdo em bacteriologia no Instituto Pasteur de Paris. A campanha tinha por
objetivo controlar a variola, uma doenca que dizimava boa parte da populacdo do Rio de
Janeiro. Atualmente, poderia se pensar que a introducdo da vacina teria sido um objetivo
facilmente exequivel, mas pelo contrario, devido a oposicdo popular resultou na chamada
Revolta da Vacina (BRASIL, 2003b).

Segundo Loéwy (2006), a campanha sanitaria entre 1903 e 1907, conduzida por
Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro pertence a categoria de simbolo. Esta campanha concentrou-
se em trés doencas, a peste, a febre amarela e a variola. Seu sucesso deve-se em grande parte
ao presidente Rodrigues Alves, eleito em 1902 que tinha o objetivo de livrar a capital das
doengas epidémicas. Seu éxito, foi descrito como “a vitdria das forgas das luzes, da ciéncia e
da razao”.

Para eliminar a variola, Cruz tentou fazer uma campanha intensiva de vacinacdo e a
erradicacdo das duas outras infeccGes, passou pelo controle de seus vetores e isolamento dos
doentes. As campanhas de destruicdo dos ratos e de limpeza das ruas foram em geral, bem
aceitas pelos habitantes do Rio de Janeiro, mas a vacinacdo obrigatoria encontrou forte
resisténcia dos meios populares, dos intelectuais, da igreja e da imprensa, por considerarem a
restricdo das liberdades individuais algo inaceitvel. Além do mais, achavam que os poderes
publicos, sob pretexto de proteger toda a populacdo, na realidade protegiam apenas o0s
interesses das camadas privilegiadas, pois as medidas sanitarias, apresentavam contraste
(pouco visivel nos documentos de época), entre as atividades de combate ao mosquito nos

bairros modestos e as de alto custo, conduzidas nos bairros nobres. Apesar da oposicao
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popular, seu trabalho de saneamento no Rio de Janeiro obteve o sucesso inquestionavel e foi
reconhecido internacionalmente (LOWY, 2006).

Passaram-se décadas, até a criagdo do Programa Nacional de Imunizag¢bes (PNI),
implantado 1975 com a realizacdo da campanha nacional de vacinagdo contra meningite
meningococica. Em 1981, decorrente do aumento consideravel no consumo de vacinas e da
sua falta no mercado externo foi criado o Programa de Auto-Suficiéncia Nacional em
Imunobiolégicos, porém no inicio dos anos 1980 algumas vacinas brasileiras ndo estavam
sendo produzidas dentro dos padrfes de qualidade adequados até que se investiu na
modernizacdo de instalacfes e equipamentos e na construcdo de novas unidades produtoras
entre as quais Bio-Manguinhos, que iniciou com sucesso a producdo e o fornecimento da
vacina monovalente contra Haemophilus influenzae tipo b, em 1999 e da vacina conjugada
tetravalente (DTP + Hib), em 2002 (BRASIL, 2003b).

1.3 HAEMOPHILUS INFLUENZAE TIPO b E A PRODUCAO DE VACINAS

Haemophilus influenzae tipo b (Hib) é uma bacteria que ocorre no mundo inteiro,
responsavel por doencgas graves como pneumonia, meningite e infeccdes inflamatdrias graves.
Estima-se que tenha provocado dois a trés milhdes de casos e 386.000 6bitos no ano 2000. A
introducdo de vacinas conjugadas contra Hib resultou em uma significativa reducdo na
infeccdo por Haemophilus influenzae tipo b em criancas de até cinco anos no mundo inteiro.
Em vista da sua seguranca e eficacia, a OMS recomenda que estas vacinas sejam incluidas em
todos os programas de imunizacdo infantis de rotina. Dados recentes indicam que 95% dos
Estados Membros da OMS ja incluiram estas vacinas em seus programas de imunizacdo e
outros planejam inclui-la (WHO, 2014).

As vacinas conjugadas—contra Hib sdo produzidas a partir de uma cepa de
polissacarideo capsular de Hib do tipo b, um polimero linear composto de unidades de
(poliribosil  ribitol  fosfato;  5-D-ribitol-(1— 1)-B-D-ribose-3-fosfato; PRP)  ligado
covalentemente a uma proteina transportadora néo toxica (WHO, 2000).

A estrutura do polissacarideo de Haemophilus Influenzae tipo b, o PRP (figura 2), foi
inicialmente descrita por Zamenhof et al (1953 apud CRISEL et al, 1975) e outros autores
como um polimero constituido apenas de ribose e fosfato, mas ndo explicavam sua massa
total. A partir dos estudos de Schneerson et al e Argaman et al (1972 apud CRISEL et al,

1975) que descreveram o0s polimeros contendo ribose e ribitol, Crisel et al (1975),
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conseguiram elucidar a estrutura do PRP, determinar as proporc¢des de ribose, ribitol e fosfato

e explicar o carater ndo redutor do PRP, apesar da presenca de ribose.

Figura 2 - Férmula estrutural do PRP

Fonte: (MARTINEAU et al, 2015).

O processo produtivo de vacinas contra Hib é complexo e envolve varias etapas,
iniciando-se com a producdo do PRP, e conforme descrito nas patentes industriais de
Smithkline Beecham Biologicals S. A. (1999), American Cyanamid Company (1980), Uclaf e
Brossard et al (1980) ou de outras semelhantes.

Na preparacdo do PRP, cujo principal objetivo é a remocdo das proteinas, a
cromatografia liquida € uma das estratégias analiticas para eliminar estas e outras impurezas
dos polissacarideos de Hib. A filtracdo em gel ou cromatografia por exclusdo de tamanho
(SEC) permite controlar automaticamente o fluxo e monitorar 0 progresso da purificacéo
através dos detectores (absorvancia UV/Vis, condutividade, pH) no processo de separacao e
coletar automaticamente as fragdes (UCLAF; BROSSARD et al, 1980).

A cromatografia por filtracdo em gel, separa moléculas que diferem quanto ao
tamanho e forma, como é o caso das proteinas, cujo peso molecular pode variar de alguns
milhares a milhdes. A fase movel, via de regra, é aquosa e a matriz € um gel constituido de
esferas com poros de tamanhos definidos. As moléculas menores que o diametro dos poros
podem penetrar nas esferas, enquanto as maiores sdo excluidas; assim, as moléculas menores
percorrem ao longo de uma coluna um trajeto muito maior do que as moléculas maiores, que

sairdo em primeiro lugar. A amostra é introduzida em uma coluna, preenchida com um gel ou
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um material particulado poroso, sendo eluida pela fase mdvel através da coluna, e a
separacdo é feita por diversas trocas entre o soluto e o solvente da fase mével com os poros do
material de empacotamento cujo tamanho determina a faixa de peso molecular da separacao
(SILVA JUNIOR, 2001).

A figura 3, mostra esquematicamente a técnica de cromatografia de exclusédo por
tamanho (SEC) ou filtragdo em gel.

Figura 3 - Processo de cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC).
(A) Desenho esquematico de uma particula aumentada (microscopia
Eletronica); (B) Desenho esquematico da amostra eluindo dentro dos
poros; (C) Descricdo grafica da separacéo; (D) Cromatograma..

Al Bl Cl ) 0

|

—f i > »>

Equilibration 1cv Column volumes

Fonte: (AKTA Purifier GE, 2014).

Nas etapas seguintes da producdo das vacinas conjugadas de Hib, o polissacarideo
purificado, derivado de uma cepa de Haemophilus influenzae tipo b, é ligado covalentemente
a uma proteina transportadora, como por exemplo toxdide tetanico. A proteina transportadora,
guando conjugada ao PRP, € capaz de induzir uma resposta imune ao polissacarideo. As
vacinas contra Hib estdo disponiveis na apresentacdo monovalente, tetravalente e pentavalente

(combinada com as vacinas contra difteria, tétano e pertussis (DTP), com ou sem a
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poliomielite injetavel (IPV) e hepatite B), podendo também ser combinada com a vacina
conjugada meningocécica C (FARMACOPEIA Européia, 2011).

1.4 CONTROLE DE QUALIDADE DAS VACINAS CONJUGADAS CONTRA Hib

O fornecimento de vacinas depende da confirmacdo da eficicia e segurancga por meio
de testes de controle de qualidade pelos fabricantes e pelos Laboratorios de Controle que
compde a Rede Nacional de Laboratorios de Vigilancia Sanitaria. As acdes para garantir a
qualidade dos produtos de interesse para a saude englobam a fiscalizacdo dos locais de
fabricacdo, o controle de produtos relativos a salde e a coordenacdo das acdes de vigilancia
sanitaria realizadas por todos os laboratorios que compdem a rede oficial de Laboratérios de
Controle de Qualidade em Saude (BRASIL, 2004).

O controle de qualidade das vacinas conjugadas Hib atualmente depende quase
inteiramente dos métodos fisico-quimicos para monitorar a qualidade durante a produgdo dos
lotes ao longo do tempo. Cada lote de polissacarideo deve ser testado para assegurar sua
pureza e os limites devem ser expressos em relacdo a massa de polissacarideo corrigida pelo
teor de umidade. Cada produtor deve definir os limites de impurezas para 0s seus produtos
conforme as normas vigentes pelas autoridades nacionais (WHO, 2000).

Segundo a WHO (2014), a maioria dos ensaios para liberacdo dos lotes das vacinas
conjugadas de H. Influenzae tipo b enfatizam a pureza e a caracterizacdo molecular para
garantir a consisténcia da composicdo dos lotes com a especificagcdo das vacinas usadas em
testes clinicos. Os testes de rotina do controle de qualidade sdo baseados em critérios fisico-
qguimicos para monitoramento da consisténcia e qualidade dos polissacarideos, da proteina
carreadora e dos bulks conjugados. Um dos parametros determinantes da qualidade do PRP é
0 teor de proteinas residuais, outros parametros avaliados sdo o contetdo de ribose, fdsforo,
acido nucleico, a quantificacdo de endotoxinas bacterianas e a distribuicdo de peso molecular.

O contetdo de proteina nos polissacarideos purificados de Hib deve ser menor que
1%, calculado em relacdo a massa seca da substancia, utilizando-se albumina de soro bovino
como referéncia (FARMACOPEIA Europeia, 2011),

1.5 DESVANTAGENS DO METODO UTILIZADO PARA A QUANTIFICACAO DE
PROTEINAS EM PRP
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O método Lowry et al (1951) é sem divida o mais popular para a determinacdo de
proteinas totais. Citado em inumeros trabalhos publicados em diversas areas de conhecimento,
tais como biotecnologia, biologia, bioguimica e biomédica, mas a despeito de sua
popularidade e simplicidade, encontrou-se inimeras propostas de alteracfes e alternativas a
fim de melhorar a qualidade dos ensaios de quantificagdo de proteinas na rotina dos
laboratérios de controle de qualidade destacando-se o método de Peterson (método Lowry
modificado), o método Smith, (acido bicinconinico ou BCA) e o método Bradford (corante
azul de Comassie ou CBBG), (PETERSON, 1983; SMITH et al, 1985; BRADFORD, 1976).

O Controle de Qualidade de Bio-Manguinhos, obedecendo as recomendacfes
internacionais (FARMACOPEIA Europeia, 2011; WHO, 2000), utiliza para rotina de
quantificacéo de proteinas das amostras de PRP, o método de Lowry et al (1951).

No entanto, observou-se a necessidade da analise critica da revisdo da metodologia de
guantificacdo proteica, estudo do processo produtivo para identificacdo de possiveis
interferentes, uso de estratégias analiticas ou emprego de outro método quantitativo que possa
oferecer melhores resultados que o método cléssico de Lowry.

A temperatura de solubilidade das amostras, o intervalo de quantificacdo e a presenca
de interferentes ao método, foram considerados os fatores mais importantes para este estudo
da quantificacdo de proteinas residuais nos polissacarideos do Haemophilus influenzae tipo b.

Segundo Zaia (1998), algumas das principais substancias interferentes e problemas
associadas ao ensaio de Lowry sdo lipidios (turbidez das amostras); detergentes (formacao de
precipitado); glicidios (falso positivo); compostos fendlicos (falso positivo); sulfato de
amonio (diminuicdo da absortividade); acidos nucleicos (aumento da absor¢do das amostras).

A quantidade de residuos quimicos de analise também foi avaliada como uma
desvantagem. Segundo Pereira (2016), ha alguns anos Bio-Manguinhos promove acdes de
conscientizacdo dos trabalhadores a fim de produzir o menor impacto possivel de suas
atividades ao meio ambiente tais como o gerenciamento de residuos e manutencdo da area

verde no campus.

1.6 METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS PARA A DETERMINACAO DE
PROTEINAS TOTAIS

Segundo Peterson (1977), os métodos espectrofotométricos sdo os mais adequados a

rotina de andlises devido a simplicidade, rapidez, custos e intervalos de quantificacao.



34

Os métodos para a quantificacdo de proteinas sdo muito variados, no entanto os mais
utilizados s@o os espectrofotométricos biureto, Lowry, Bradford, Smith e absorcdo no
ultravioleta. Com excecdo do método de absorcdo no ultravioleta, que se baseia na absor¢éo
da luz das ligaces peptidicas dos aminoacidos que constituem as proteinas, os demais se
baseiam nos cromoforos resultantes de reagbes com as proteinas. Como ndo hd uma
metodologia de uso universal, novos métodos tém sido propostos e outros aperfeicoados ao
longo dos anos (ZAIA, 1998).

Segundo Peterson (1983), as estimativas confiaveis da quantidade absoluta de
proteinas totais deveriam ser feitas com quantidades conhecidas da mesma proteina ou pela
calibragdo do método usado com um procedimento confidvel tal como anélise de aminoacidos
totais, pois 0s métodos espectrofotométricos, que sao relativamente simples, ndo ddo a mesma
resposta com proteinas diferentes. Como tais procedimentos sdo em geral impraticaveis para a
rotina dos laboratorios, sdo utilizadas estimativas relativas da quantificacdo de proteinas e nao
a quantificacdo absoluta.

Os métodos espectrofotométricos considerados mais sensiveis, segundo Wilson e
Walker (2010), sdo Lowry, Bradford e Smith. O autor afirma que seus limites de deteccdo sdo

respectivamente 10, 20 e 0,5 pg.mL™* porém, nada relata quanto ao método de Peterson.

1.6.1 Selecdo dos métodos analiticos

A primeira etapa essencial de uma analise quantitativa € a selecdo do método e uma
das primeiras questdes a ser considerada no processo de selecdo é o nivel de exatiddo
requerido. A complexidade e o nimero de componentes presentes da amostra também podem
influenciar a escolha do método (SKOOG, 2008).

Segundo Olson e Markwell (2007), a compatibilidade da amostra com o0 método é um
dos aspectos mais dificeis na determinacdo de proteinas, portanto € importante conhecer a
composicao da amostra e dos reagentes envolvidos no método.

A decisdo de escolha entre os diversos métodos que podem ser utilizados depende de
varios fatores, entre os quais a disponibilidade de equipamentos, a precisdo, o limite de
deteccdo e acurdcia, a presenca de interferentes e o custo (WILSON; WALKER, 2010).

Apols uma avaliacdo tedrica preliminar dos métodos espectrofotométricos elegiveis
(UV, biureto, Peterson, Smith e Bradford) foram identificados os mais adequados a fase
experimental de comparagdo com o método de Lowry. A figura 4 esquematiza os parametros

avaliados neste estudo.
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Os cinco métodos citados foram avaliados teoricamente quanto a especificidade,
variabilidade entre proteinas diferentes, a sensibilidade relativa & albumina soro bovino, o
tempo de analise e o custo. Também foi avaliada a quantidade de amostra requerida para
analise e a quantidade de residuos quimicos produzida.

Figura 4 - Parametros avaliados para substituicdo do método de quantificacdo de proteina residual do PRP.

Compatibilidade

Avaliacdo dos
com amostra

paréametros

Volume da

Escolha do ensaio amostra

mais adequado

TEMPO, CUSTO E
Intervalo de RESULTADOS Equipamentos

quantificacéo disponiveis

Fonte: (llustragdo do autor).

A quantidade de amostra requerida para analise é importante pois a cada processo de
purificacdo sdo produzidos apenas aproximadamente 50 g de PRP e a avaliacdo da quantidade
de residuos quimicos produzidos pelos métodos em estudo, foi no sentido de contribuir nas
acbes de minimizacdo de impactos ambientais nas atividades de Bio-Manguinhos. As
caracteristicas dos métodos citados sdo descritas a seguir.

1.6.1.1 O método Lowry

Devido & sua simplicidade, precisdo e sensibilidade e principalmente pela
popularidade, o método classico de Lowry, é largamente utilizado para determinacdo de
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proteinas totais, e em consequéncia tem sido alvo de extensivas avaliacbes durante muitos
anos (PETERSON, 1979).

No método Lowry, a amostra é tratada com uma solucdo alcalina de cobre seguida por
um reagente fenolico. A cor é desenvolvida em decorréncia da reducdo dos acidos
fosfotungstico e fosfomolibdico para um heteropoliacido azul (SKOOG, 2008).

Segundo Lowry et al (1951), as duas etapas que levam a coloracdo final com as
proteinas sdo a reagdo com cobre em meio alcalino e a reducdo do reagente fosfomolibiditico-
fosfotungistico pela reacéo da proteina com o cobre (figura 5).

O cromogeno misto (3 H20 . P20Os . 13 WO3. 5 M0oO3. 10 H20 e 3 H2O . P.Os . 14
WO. 4 MoOs. 10 H20) é reduzido por uma reacdo rapida com os residuos de aminoacidos
aromaticos tirosina e triptofano e uma reacdo lenta do quelato de cobre com a cadeia

peptidica, A forma reduzida do reagente de Folin Ciocalteau tem absorcdo maxima a 750nm
(PETERSON, 1979).

Figura 5 - llustracdo esquematica da reducdo do fon Cu ?* pela proteina
em meio alcalino (Reacéo do biureto).

NHa N,
|
O=( s==0)
\'\ //
NH HN
7N ;N\
O~ L| C|;=-0
RHy o N
NHa r|<o o N 'I\'.-{;
[y l ~ [
HHg 0—0C o= ..:‘ . G=Q
| 100°C \ 2 \ ; \ /S
< ?=0 R4 + Ny — /NH HEN
HHg o —(l: O=¢ o
NHa KH; N

Fonte: (THERMO SCIENTIFIC, 2010).

Na segunda etapa da reacdo o reagente de Folin-Ciocalteau é adicionado e a coloragédo
méaxima resulta da reducdo do reagente que ocorre em pH 10. A figura 6 ilustra 0 mecanismo
da reacéo.
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Figura 6 - Mecanismo da reacdo do método Lowry.

Etapa 1) ) Etapa 2)

OH OH-

Proteinas 3 Complexo o
(Ligagdes peptidicas) | + Cu* proteina-Cut+ | + Folin-Ciocalteu

Fonte: (THERMO SCIENTIFIC, 2010).

Segundo Wilson e Walker (2010), este método apresenta baixa variabilidade com

diferentes proteinas e é relativamente sensivel, com limite de detec¢io abaixo de 10 pg mL™.

1.6.1.2 O método Peterson (método Lowry modificado)

A principal vantagem do metodo de Peterson, € promover melhor solubilidade das
amostras (PETERSON, 1983). Este método também prevé a precipitacdo quantitativa
aplicada a amostras em concentra¢fes muito baixas, como no caso de proteinas residuais.

Segundo Peterson (1979), este método foi desenvolvido para solucionar os problemas
relacionados a substancias interferentes, tempo do ensaio, estabilidade dos reagentes e
intervalo de linearidade da curva de calibracdo apresentados pelo método de Lowry et al

(1951). A principal modificacdo ao método original de Lowry foi a adi¢do de SDS (figura 7).

Figura 7: Férmula estrutural do dodecil sulfato de s6dio (SDS)

o
/\/\/W\/\O/ \O— Na+

Fonte: (Adaptado de MARZZOCO; TORRES, 1999).

A acdo surfactante do SDS, promove condigdes brandas para a rapida desnaturacéo
das proteinas em geral, pois associa-se aos radicais apolares no interior da molécula proteica,
rompendo as interacdes hidrofobicas que mantem sua estrutura nativa. Isto ocorre porque 0S

grupos alquil apolares das moleculas de SDS permanecem em contato com as superficies
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hidrofobicas enquanto os grupos sulfato (idnicos), interagem com a fase aquosa
(MARZZOCO; TORRES, 1999).

Outras melhorias propostas por Peterson (1979) foram o aumento das concentracfes
dos reagentes e 0 uso de desoxicolato de sodio (DOC) e TCA para a recuperacdo de proteinas,
em solu¢des muito diluidas contendo substancias interferentes.

O mecanismo do método de Peterson é semelhante ao de Lowry: a producdo de cor
ocorre em duas etapas (figura 8). A primeira etapa da reacdo ocorre com o sulfato de cobre
alcalino na presenca de tartarato a temperatura ambiente, o complexo de cobre tetradentado
forma quatro ligacBes peptidicas e na segunda etapa a producdo de cor ocorre pela
transferéncia de elétrons do complexo de cobre tetradentado para o reagente fosfomolibidico-
fosfotungistico (PETERSON, 1983).

Outra caracteristica semelhante ao método classico de Lowry é a baixa variabilidade
entre proteinas diferentes (PETERSON, 1979; MIWA, 2003).

Figura 8 - Mecanismo da reacdo do método Peterson (1983).

R
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—_— | Cu” Reagente
-
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R 0 R
J\ N A AN A7500m

[ N

Fonte: (Adaptado de THERMO SCIENTIFIC, 2010).

No método Peterson, a linearidade é prevista para uma pequena por¢do da curva,
aproximadamente na regido de concentracdes de proteinas, inferiores a 500 pg.mL™?, como

pode ser observado na figura 9.
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Figura 9 - Conc. de proteinas (ug.mL™) x Absorvancia (750nm).
Curvas obtidas com 0 método de Peterson (1983) usando albumina
de soro bovino (BSA) e gama globulina bovina (BGG).
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Fonte: (THERMO SCIENTIFIC, 2010)

As pequenas alteracGes aqui propostas ao método de Peterson para determinacdo de
proteinas residuais totais do PRP foram a utiliza¢do de volumes de aliquotas de 200 e 400 pL
para os padrdes e amostras e 0 ajuste da curva de calibracdo padrdo para o intervalo de

medicdo entre 2,5 a 15 pug.mL™.

1.6.1.3 O método Smith

Segundo Zaia (1998), as vantagens do uso do método de Smith et al (1985) em relagdo
ao método de Lowry et al (1951) sdo a compatibilidade com detergentes, ser um pouco mais
rapido e a quantidade de amostra requerida (aliquotas de 100uL. Porém as desvantagens sdo a
incompatibilidade com agentes redutores e a coloracdo continuar a se desenvolver apds o
periodo de incubacdo a temperatura ambiente, para superar este problema, utiliza-se
temperaturas de incubag@o mais elevadas, de 37 e 60°C.

Segundo Smith et al (1985), a coloracdo da reagcdo produzida por este ensaio é
formada pela quelagdo de duas moléculas do &cido bicinconinico (BCA) com um ion cobre, A
deteccdo colorimétrica e quantificacdo de proteinas totais pelo método BCA e dada pela
reducio do ion Cu?* para Cu* pelas proteinas em meio alcalino (reacéo do biureto) e o cation

cobre (Cu*), é detectado colorimétricamente, cujo mecanismo é esquematizado na figura 10.
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Figura 10 - Mecanismo da reacdo do método Smith et al (1985).

+
Proteina +Cu? Cu |
(residuos de cisteina, cistina, —_— — Complexo
triptofano e tirosina) OH 2 BCA BCA-Cu*
(Reag&o dependente da temperatura) Assanm

Fonte: (Adaptado de THERMO SCIENTIFIC, 2010)

O produto da reacao, um complexo sollvel em agua, exibe forte absorvancia a 562 nm
com o incremento da concentragdo de proteinas no intervalo de 20 a 2000 pg.mL™, conforme

a figura 11.

Figura 11 — Reag#o esquematica do &cido bicinconinico com fon Cu*

cuh

Fonte: (JOHNSON, 2012).

A estrutura macromolecular da proteina, o nimero de ligacOes peptidicas e a presenca
de quatro aminoacidos em particular (cisteina, cistina, triptofano e tirosina) sdo relatados
como responsaveis pela formacdo da coloracdo na reacdo com o BCA. A concentracdo de
proteinas é geralmente determinada e relatada em relacdo a padrdes de uma proteina comum
tal como albumina de soro bovino (BSA) e a concentragdo de cada amostra desconhecida €
determinada com base em uma curva de calibragdo (SMITH et al, 1985).

A figura 12 esquematiza a relagdo concentracdo X resposta para 0 método de Smith et
al (1985).



41

Figura 12 - Concentragao de proteinas (ug.mL™) x Absorvancia (562nm).
Curvas obtidas com o método de Smith et al. (1987) usando albumina
de soro bovino (BSA) e gama globulina bovina (BGG).

“
v 1

Fonte: (THERMO SCIENTIFIC, 2010).

Segundo Zaia (1998), as principais substancias interferentes para o0 método de Smith et
al (1985), devido aos efeitos na reducdo do Cu?*, sdo glicideos, lipidios, peréxido de
hidrogénio (falso positivo); EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) que complexa os ions
Cu?" e o sulfato de amonio (falso negativo).

A sensibilidade do método Smith, segundo Zaia (1998) é semelhante ao de Lowry;
Wilson e Walker (2010), cita 0 método de Smith como sendo muito mais sensivel, mas nao
descreve as condicdes utilizadas e para um terceiro autor, Johnson (2012), o método do acido
bicinconinico é capaz de detectar concentracdes de 5 pug.mL™.

1.6.1.4 Método Bradford

Segundo Olson e Markwell (2007), o método de Bradford, tem como vantagens a
rapidez, o custo do reagente, a estabilidade e a compatibilidade com agentes redutores. As
maiores desvantagens é a grande variabilidade entre proteinas diferentes e apresentar resposta
anormal em relacdo a albumina de soro bovino. A figura 13 representa a estrutura do corante
azul de Comassie brilhante C-250. A figura 14 representa esquematicamente a reacdo do
método Bradford (1976).
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Figura 13 - Estrutura do corante azul de Comassie
brilhante G-250. Formula molecular C47H4sN3sNaO7S;

L
NH
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Fonte: (THERMO SCIENTIFIC, 2010).

Este método é baseado na ligagdo do corante azul de Coomassie brilhante G-250
(CBBG) as proteinas. A reagdo ocorre em dois minutos e permanece estavel por
aproximadamente uma hora. O CBBG na forma livre tem absorcdo méxima a 470 e 650nm.
Na forma marrom, apresenta absorvancia maxima em 470 nm e na forma azul a absorbancia
maxima em 610 nm, sendo preferivel realizar as determinacBes quantitativas de proteinas a
595 nm, pois é neste comprimento de onda que se encontra a maior diferenca entre as duas
formas (THERMO SCIENTIFIC, 2010).

Figura 14 - Representacdo esquematica do método Bradford

Complexo

Corante azul de N y
proteina-corante

Proteina + Comassie
brilhante G-250

Asgs nm

Fonte: (Adaptado de THERMO SCIENTIFIC, 2010).

Este método é capaz de detectar concentracGes de 1 ug mL, mas seu aspecto crucial é

a determinacdo do nivel zero (branco de reagentes), pois 0 ensaio apresenta resposta nao
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linear a concentracdo de proteinas, sendo muito importante certificar-se da determinacéo do
nivel zero para a construcdo da curva de calibracdo para evitar erros de quantificacdo, além
disto, recomenda-se ndo utilizar BSA como padréo de calibracdo deste método, pois produz
respostas andmalas (absorvancias mais altas) em comparacdo aos outros métodos
espectrofotométricos. (OLSON; MARKWELL, 2007).

O método de Bradford é indicado principalmente para determinacdo quantitativa de
proteinas contendo residuos de arginina, lisina e histidina, pois o CBBG ndo se liga a

peptideos de baixa massa molecular (ZAIA, 1998).

1.6.1.5 Método absorc¢ao no ultravioleta (UV)

Segundo Wilson e Walker (2010), a absor¢do no UV tem como vantagens a rapidez e ser um
método ndo destrutivo. A baixa especificidade € a principal desvantagem pois diversas outras
substancias absorvem no UV.

As proteinas absorvem na regido de 280 nm devido principalmente aos aminoacidos
tirosina e triptofano e abaixo de 220 nm devido as ligagdes peptidicas (ZAIA, 1998).

Segundo Olson e Markwell (2007), a detec¢do no UV é muito menos sensivel que 0s

métodos de Lowry, Smith e Bradford.

1.6.1.6 Método biureto

O método do biureto € um dos mais empregados na determinacao de proteinas totais,
segundo Skoog et al (2008).

A vantagem deste método € a rapidez, simplicidade e a exatiddo. O reagente contendo
fons cupricos é utilizado para promover a formacdo de um complexo de cor violeta com as
ligagbes peptidicas das proteinas. E um método linear e sua absorvancia méaxima é a 540nm.
(GORNALL; BARDAWILL; DAVID, 1949).

Segundo Lowry et al (1951), a maior vantagem do metodo biureto é a baixissima
variabilidade entre proteinas diferentes, no entanto ¢ 100 vezes menos sensivel que a sua
proposta para a quantificagdo de proteinas totais.

O método ¢é utilizado desde 1915, ¢ répido, apresenta baixa variacdo de absortividade
especifica para diversas proteinas e utiliza reagentes de baixo custo. Porém, a sua maior
desvantagem ¢é ser pouco sensivel. O produto da reacdo absorve em duas regides, uma a 270

nm e outra a 540 nm, sendo esta Ultima, a mais utilizada para fins analiticos (ZAIA, 1998).
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1.7 FUNDAMENTOS BASICOS DA ESPECTROFOTOMETRIA

Medidas com grande exatiddo para a determinagdo quantitativa de proteinas podem ser
realizadas em pouco tempo com o uso da espectrofotometria (OLSON; MARKWELL, 2007).

Os métodos espectrofotométricos baseiam-se na medida da interacdo entre a radiacdo
eletromagnética e os 4&tomos ou as moléculas do analito ou ainda na producdo de radiacéo
pelo analito (SKOOG, 2008).

Segundo Harris (2010), a espectrofotometria pode ser definida como toda técnica
analitica que usa a luz para medir as concentracdes das solucdes, atraves da interacdo da luz
com a matéria. Nas interacfes entre radiacdo e matéria para fins analiticos, é conveniente
considerar a luz constituida por fotons. Os tipos especificos de interacbes observadas
dependem da energia da radiacdo empregada e do modo de deteccdo. A luz descrita em
termos de particulas e ondas consiste de campos elétricos e magnéticos oscilantes

perpendiculares, como representada na figura 15.

Figura 15 - Onda plano polarizada. O comprimento de onda de radiacéo
Eletromagnética se propaga em uma Unica direcdo, na velocidade c,
perpendicular ao campo elétrico da luz também confinado a um Gnico plano.

Onda Eletromagnética

“*— Canpo -
Elétrico (E)

Canpo -
Hagnético(B)

Conp, de (A) : .

onda o . —

Fonte: (adaptado de HARRIS, 2010)

Ainda segundo Harris (2010), o ndmero de onda e a frequéncia séo diretamente

proporcionais a energia do foton e o comprimento de onda é inversamente proporcional a


http://www.infoescola.com/quimica/solucoes/
http://www.infoescola.com/fisica/campo-eletrico/
http://www.infoescola.com/fisica/campo-magnetico/
http://www.infoescola.com/wp-content/uploads/2011/06/onda-eletromagnetica.jpg
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energia. Pode-se relacionar a energia de um foton com seu comprimento de onda (A) e a

freqiiéncia (v), conforme a equagéo 1.

E=hv=hc/A=hc¥
(Equacéo 1)

Onde,

h é a constante de Planck (6,626 x 1034 J s);

A a distancia em metros, de um pico ao outro da onda;

v, 0 grau de oscilacdo das ondas, em funcdo da velocidade da luz no vécuo;
¢ a velocidade da luz (c=2, 998 x 108 m s);

¥ =(1/ L), nimero de onda, em cm™.

No caso de quantificacdo de proteinas, as regibes de interesse sdo aquelas
compreendidas no comprimento de onda do visivel, onde absorvem substancias coloridas e no
ultravioleta (UV), onde as proteinas absorvem fortemente em 280 nm devido as ligacGes
peptidicas. Através de um espectrofotdmetro, pode-se medir a concentracdo dos cromaforos e
a absorcéo seletiva da radiacdo transmitida por uma amostra em solu¢do (NELSON; COX,
2002).

Segundo Skoog et al (2008), um espectrofotdmetro é um instrumento espectroscépico
que utiliza um monocromador juntamente com um transdutor para converter as intensidades
radiantes em sinais elétricos. No comprimento de onda selecionado é possivel registrar-se um
espectro de absorcdo e obter um nimero (absorbancia), que é diretamente proporcional a
concentracdo da espécie, através da medida da razdo entre as poténcias de dois feixes. Para
usar a absorbancia com finalidade analitica, uma curva de calibracdo deve ser gerada pela
medida da absorbancia de varias solugdes contendo concentragdes conhecidas do analito.

Na figura 16, o espectro eletromagnético, representa 0s comprimentos de
onda correspondente a cada radiacdo. A luz visivel é uma radiacdo eletromagnética de
comprimentos de onda de aproximadamente 400 a 700 nm, correspondente a uma pequena

parte do espectro eletromagnético que vai do violeta até o vermelho.


http://www.infoescola.com/fisica/velocidade-da-luz/
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Figura 16 - O espectro da radiacdo eletromagnética e a energia dos fétons no intervalo visivel do espectro.
(‘l:npli-hih Ondla (m)

10 io* 10° 10"’ 10° 10"

" Ulra-Yiolers Raso-X

Espectro Visfvel

Adaptado de: (NELSON; COX, 2002).

Comprimentos de onda menores (e frequéncias elevadas) correspondem a energias
maiores. Quando um féton é absorvido, um elétron da molécula que o absorveu (croméforo) é
deslocado para um nivel superior de energia. Para ser absorvido, um féton deve conter uma
guantidade de energia (um quantum) que iguale exatamente a energia da transicdo eletronica.
Uma molécula que recebeu um féton esta em estado excitado e o elétron deslocado para um
orbital superior de energia, geralmente retorna rapidamente ao seu orbital de menor energia e
a molécula excitada decai para o estado fundamental de menor energia fornecendo o quantum
absorvido, como luz, calor ou ainda para realizar um trabalho quimico. A emissao da luz que
acompanha o decaimento das moléculas excitadas ¢ sempre de um comprimento de onda
maior (energia menor) que o da luz absorvida (NELSON; COX, 2002).

Figura 17 - Diagrama esquematico de um experimento espectrofotométrico de feixe simples. P € a irradiacdo do
feixe de luz entrando na amostra; P, irradiagdo do feixe de luz saindo da amostra; b, caminho 6tico através da
amostra.

Seletor do - -
Fonte de comprimento de Po Amostra P Detector
luz onda da luz
| b |

FONTE: (Adaptado de HARRIS, 2010).


http://www.infoescola.com/wp-content/uploads/2011/06/espectro.jpg
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Segundo Harris (2010), quando a luz é absorvida por uma amostra, a irradiacdo do
feixe de luz é diminuida. Quando a luz passa através de um monocromador (prisma ou filtro)
para selecionar um comprimento de onda, a luz monocromatica, com irradiagcdo Po, passa por
uma amostra de comprimento b e a irradiacdo do feixe que emerge para o outro lado da
amostra é P. Alguma luz pode ser absorvida pela amostra, entdo P < Po. Um experimento

espectrofotométrico pode ser representado pela figura 17.

A transmitancia T, é definida como a fracdo da luz original que passa atraves da amostra:

T=P/Po
Equacédo 2

Quando nenhuma luz é absorvida P = Po, A=0. Se 90% da luz é absorvida, 10% é
transmitida e P = Po /10, entdo A = 1; se 1% da luz é transmitida, A= 2. Entdo, a absorvancia
(A) pode ser definida como

A=loga(Po/P)=-logT
Equacéo 3

A Lei de Lambert-Beer, aplicada a quimica analitica é o nucleo da espectrofotometria

e pode ser definida como:

A=¢bc
Equacdo 4

A concentracdo da amostra é dada em moles por litro (M) e o caminho 6tico (b) em
centimetros e a absortividade molar (), em M cm™. Portanto, absorvancia (A), é
adimensional e diretamente proporcional a concentragéo (c) das especies que absorvem a luz
na amostra. Absortividade molar € uma constante determinada experimentalmente,
caracteristica de uma determinada substancia e demonstra quanto de luz é absorvido a um
dado comprimento de onda (HARRIS, 2010).

A figura 18, representa a absorvancia da luz pelas proteinas no comprimento de onda
de 280 nm.
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Figura 18 - Absortividade molar. Absorcéo de luz em virtude da estrutura
quimica das proteinas e das ligac6es peptidicas.
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FONTE: (Adaptado de NELSON; COX, 2002)

1.8 PREPARO DAS AMOSTRAS

Segundo Skoog et al (2010), poucas propriedades quimicas e fisicas de importancia na
guimica analitica sdo especificas, portanto antes que a medida final seja feita deve ser tracado
um plano a fim de isolar o analito de substancias interferentes, pois este pode ser o aspecto
mais critico de uma analise. Por isto, foi estudado o processo produtivo de purificacdo do
produto vacinal PRP (poliribosil ribitol fosfato) e do preparo das vacinas de H. Influenzae tipo
b Hib.

A molécula integra do PRP ndo caracteriza o efeito redutor da ribose, pois para ocorrer
a reacdo para acucar redutor com o polimero é necessario realizar uma reacdo de hidrolise,
sem isto os carbonos anoméricos permanecem ligados entre as unidades monoméricas do PRP
(CRISEL et al, 1975).

De fato, em geral é necessario promover uma hidrélise para que sejam rompidas as
ligacOes covalentes dos polissacarideos para que a ribose apresente poder redutor. Porém,
tratando-se de biomoléculas, condi¢bes brandas (como a temperatura de 60°C utilizada para
secagem das amostras de PRP), também podem desencadear reacfes quimicas nos
biopolimeros (NELSON; COX, 2002).


http://www.infoescola.com/fisica/absorcao-de-luz/
http://www.infoescola.com/bioquimica/ligacao-peptidica/
http://www.infoescola.com/wp-content/uploads/2011/06/espectrofotometria.jpg
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Figura 19 - Gréafico: Temperatura (°C) x Eluicdo Kp 0,45. Estabilidade do PRP ap6s 6 meses de incubacdo em
diferentes temperaturas. Dados das amostras 12/218 (e) ¢ 12/306 (A), comparados com dados de 5 meses
(degradacdo acelerada) e 6 meses (tempo real) do 1° padrdo PRP 02/2008 (#).
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Fonte: (WHO, 2014).

Figura 20 - Gréfico: Temperatura (°C) x Contelido de PRP (%). Conteldo de PRP apds 12 m. de incubagdo em
diferentes temperaturas. Tempo real (simb. abertos) e degradacdo acelerada (simb.fechados). Candidato 1,
12/218 (o,e ) e candidato 2, 12/306 ( A, A), relativos a linha de base do controle. O conteido de PRP foi
determinado pelo ensaio de ribose.
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Fonte: (WHO, 2014)

Um estudo recente da WHO (2014) avaliou o efeito da temperatura sobre o contetido

de PRP demonstrando que submeter o PRP a temperaturas acima de 37°C interfere no
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conteddo de PRP (Figura 19), mas ndo interfere na concentracdo de ribose e de fosforo das
amostras (figura 20).

Apesar de ndo fornecerem dados relativos ao impacto da temperatura na quantificacdo
de proteinas residuais do PRP, pode-se inferir que submeter a amostra a temperaturas acima
de 56°C favorece a formacéo de produtos de degradacao, possiveis interferentes para dosagem
das proteinas (figura 19). Portanto, a secagem prévia a 60°C por 90 minutos, foi considerada
inadequada para o preparo das amostras, visto o acentuado decréscimo do contetdo de PRP
nestas condicGes, além disto, segundo as recomendacdes da American Cyanamid Company
(1980), Smithkline Beecham Biologicals S. A. (1999) e Uclaf e Brossard et al (1980) entre
outras, deve-se manter as amostras de PRP a temperaturas proximas de 0°C.

Nas condi¢Bes recomendadas, os métodos utilizados neste estudo ndo favorecem as
reacOes de degradacdo dos polissacarideos, exceto o de Smith, que prevé a possibilidade do
uso de temperaturas de incubacdo a 37 ou 60° portanto este fator serd avaliado

experimentalmente.

1.9 AVALIACAO DA ADEQUABILIDADE DE METODOS ANALITICOS PARA
CONTROLE DE VACINAS, BIOFARMACOS E REATIVOS PRODUZIDOS EM BIO-
MANGUINHOS/FIOCRUZ

Para garantir que determinado método é apropriado para a finalidade pretendida, deve-
se garantir, por meio de estudos experimentais que atenda as exigéncias das aplicacdes
analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar
especificidade, linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade, limite de quantificacdo e
exatidao adequados a analise (BRASIL, 2003a).

Os parametros de desempenho recomendados para processos de validacdo de métodos
para determinagdo de impurezas estdo descritos em publicacdes oficiais especificas como a
RDC n° 27, de 17/05/2012, que dispde sobre os requisitos minimos para a validagdo de
métodos bioanaliticos empregados em estudos para fins de registro e pos-registro de
medicamentos (BRASIL, 2012a); Resolugdo n°® 899, de 29 de maio de 2003, que determina a
publicacdo do "Guia para validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos" (BRASIL, 2003a);
Resolucdo n° 17 da Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria de
19/04/2010, que determina o cumprimento das diretrizes estabelecidas no Regulamento

Técnico das Boas Praticas para a Fabricacdo de Medicamentos (BRASIL, 2010).
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Segundo a Anvisa, a determinacdo qualitativa, semi-quantitativa e/ou quantitativa de
farmacos e outras substancias em produtos farmacéuticos, se aplicam a técnicas analiticas que
facam uso de métodos de cromatografia gasosa (CG) ou cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE); ou ainda a métodos ndo-cromatograficos, desde que estes oferecam uma
seletividade aceitavel tais como a titulometria e a espectrofotometria UV-Vis (BRASIL,
2003a).

Além das legislagbes mencionadas, outros documentos relatam critérios e
procedimentos de validagbes genéricos ou ndo, especificos a area, mas que podem ser
aplicados tais como os descritos pelo Inmetro (2011). Serdo descritos a seguir somente 0s

parametros avaliados nesta dissertagéo:

Seletividade e efeito matriz;

intervalo de medicao e intervalo linear;

linearidade (intervalo linear do método) e sensibilidade;
limite de detecgéo (LD);

limite de quantificacdo (LQ);

exatidao (expressa como recuperacgao);

SR N N N N SR

precisdo (repetibilidade).

1.9.1 Seletividade e efeito matriz

Seletividade € a capacidade do método de diferenciar e quantificar o analito e o padréo
interno (P1) na presenca de outros componentes da amostra (BRASIL, 2003a).

Segundo o Inmetro (2011), a matriz da amostra pode reduzir ou aumentar o sinal, e a
magnitude do efeito também pode depender da concentracdo. Portanto, o efeito matriz é o
efeito na resposta do analito ou padréo interno (PI) causado por componentes da matriz. Se a
seletividade ndo for assegurada, a linearidade, a tendéncia e a precisdo estardo seriamente

comprometidas.
1.9.2 Intervalo de medicdo e intervalo linear
E o intervalo especificado entre os limites de quantificagio superior e inferior de um

método analitico. Normalmente é derivado do estudo de linearidade e depende da aplicacéo

pretendida do método. E estabelecido pela confirmacio de que o método apresenta os
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parametros de exatiddo, precisdo e linearidade adequados quando aplicados as amostras

contendo quantidades de substéancias dentro do intervalo especificado (BRASIL, 2003a).
Segundo o Inmetro (2011), o intervalo de trabalho deve cobrir o intervalo de aplicagéo

para a qual o ensaio vai ser usado e a concentracdo mais esperada da amostra deve, sempre

que possivel, se situar no centro da faixa de trabalho.

1.9.3 Linearidade (intervalo linear do método) e sensibilidade

E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os resultados obtidos
sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo
especificado (BRASIL, 2003a).

Segundo o Inmetro (2011), a quantificacdo requer que se conheca a dependéncia entre
a resposta medida e a concentracdo do analito. A linearidade € obtida por padronizacao
interna ou externa e formulada como expressdo matematica usada para o calculo da
concentracdo do analito a ser determinado na amostra real.

Uma curva de calibracdo linear € preferivel devido a sua simplicidade matematica e
por tornar mais facil a deteccdo de uma resposta andmala.e assim pode-se empregar um

namero menor de padrdes e um procedimento de regressdo linear (SKOOG, 2008).

1.9.4 Limite de deteccdo (LD)

E a menor quantidade de analito presente em uma amostra que possa ser detectado,
porém ndo necessariamente quantificado, sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas, por
meio da analise de solucBGes de concentracdes conhecidas e decrescentes do analito até o
minimo valor detectavel (BRASIL, 2003a).

1.9.5 Limite de quantificacdo (LQ)

E a menor quantidade de analito em uma amostra que pode ser determinado com
precisdo e exatiddo aceitaveis sob condicBes experimentais estabelecidas. E um parametro
determinado, principalmente, para ensaios quantitativos de impurezas, produtos de
degradacdo em farmacos e produtos de degradacdo em formas farmacéuticas e € expresso

como concentragdo do analito na amostra. E estabelecido por meio de anélise de solucdes
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contendo concentracGes decrescentes do farmaco até o menor nivel determinavel com

precisdo e exatidao aceitaveis (BRASIL, 2003a).

1.9.6 Exatidao (recuperacao)

E definido como a proximidade do resultado obtidos pelo método em estudo em
relacdo ao valor verdadeiro. Vérias metodologias para determinacdo da exatiddo estdo
disponiveis. Uma delas é utilizando um padréo de referéncia com valor conhecido. Nos casos
em que amostras de todos os componentes estdo indisponiveis, aceita-se a andlise pelo
método de adicdo do padrdo. Para a impureza, pode-se adicionar quantidades conhecidas da
mesma substancia. A exatiddo é calculada como porcentagem da recuperacdo da quantidade
conhecida do analito adicionado a amostra ou como a diferenca entre as médias e o valor
verdadeiro aceito, acrescida dos intervalos de confianca (BRASIL, 2003a).

Segundo o VIM (2012), a exatiddo de medicdo ou acurécia é “o grau de concordancia
entre um valor medido e um valor verdadeiro de um mensurando” uma medi¢do é dita mais
exata quando fornece um erro de medicdo menor (diferenca entre o valor medido de uma
grandeza e um valor de referéncia). Um valor de referéncia com a sua incerteza de medicéo

associada € geralmente relacionado a um material de referéncia certificado.

1.9.7 Precisao (repetibilidade)

E a proximidade dos resultados obtidos por repetidas afericdes de multiplas aliquotas
de uma Unica fonte de matriz. Esta é considerada em trés niveis: repetibilidade, precisao
intermediaria e reprodutibilidade. A repetibilidade expressa a concordancia entre os resultados
dentro de um curto periodo de tempo com o mesmo analista e mesma instrumentacdo. A
precisdo de um método analitico pode ser expressa como o0 desvio padrdo ou o desvio padrao
relativo ou coeficiente de varia¢do (CV) de uma série de medidas.

O valor maximo aceitavel deve ser de acordo com a metodologia aplicada, a
concentracdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do método, admitindo-se
para 0s ensaios bioanaliticos < 15% (BRASIL, 2012a).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

v Avaliar e comparar os diferentes métodos espectrofotométricos para a quantificacao

de proteinas residuais presentes em produtos vacinais;

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Estudar a solubilizacdo das amostras de PRP considerando a natureza dos solventes,

temperatura experimental e tempo;

v" Verificar as vantagens e desvantagens dos métodos mais usados para determinacéo de
proteina residual relacionadas ao metodo atualmente utilizado no controle de

qualidade de proteina residual no produto vacinal PRP;

v Propor um método para substituir o método de Folin-Lowry, utilizado no controle de

qualidade de proteina residual do produto vacinal PRP;

v Comparar os resultados obtidos entre 0 método proposto e o método atualmente usado

para comprovar que é adequado ao que se deseja.
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3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Padroes

O padréo utilizado foi Albumina de Soro Bovino (BSA), na concentragéo de 2,0
mg/mL em NaCl 0,9% e conservante azida de sodio (n° catalogo 23209, lote n® ML165950,
Thermo Fisher Scientific, EUA) em ampolas de vidro seladas, cada uma contendo 1,0 mL de
solucéo.

Trata-se do mesmo lote do padrdo certificado, rastredvel ao padrdo NIST 927d, na
concentracdo de 2,03 + 0,03 mg/mL (n° catdlogo 23209, lote n® ML165950, Thermo Fisher
Scientific, EUA) em ampolas de vidro seladas contendo 2 mL.

Os padrdes foram estocados em camara fria na temperatura de 2-8 °C durante o
periodo de desenvolvimento do trabalho.

3.1.2 Reagentes e solventes

a) Reagente de fenol Folin-Ciocalteau 2 N (Merck, Alemanha);

b) hidroxido de sddio 1 mol.L (Merck, Alemanha);

¢) hidroxido de sodio 0,1 mol.L? (Merck, Alemanha);

d) sulfato de cobre (I1) penta hidratado P.A. (Merck, Alemanha);

e) tartarato de sodio e potéssio P.A. (Merck, Alemanha);

f) carbonato de sodio P.A. (Merck, Alemanha);

g) dodecil sulfato de sodio (SDS) P.A. (Merck, Japao);

h) desoxicolato de sédio (Sigma-Aldrich, Alemanha);

i) kit bicinchoninic acid protein assay (n° catalogo BCA-1, Sigma-Aldrich, Alemanha). Cada
kit € composto de 1 frasco de 1000 mL contendo solugéo de acido bicinconinico, carbonato de
sddio, tartarato de sodio e bicarbonato de sodio em hidroxido de sédio 0,1 mol.L* (pH 11,25),
1 frasco de 25 mL de solucdo de sulfato de cobre (I1) penta hidratado a 4% (p/v) e 5 ampolas
de 1 mL de solucéo de albumina de soro bovino (BSA) a 1,0 mg.mL™* em NaCl 0,15 mol.L*
com azida sddica a 0,05% como preservante;

j) agua ultrapura tipo 1, obtida diariamente do sistema Milli-Q, modelo Direct, (Millipore,

EUA) instalado no laboratorio de controle microbiolégico (LACOM), de Bio-Manguinhos.
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3.1.3 Equipamentos e acessorios

a)

f)

9)
h)
i)
)
K)
1)

Espectrofotdmetro de absor¢do molecular UV-Visivel controlado por computador, com
interface USB e software com métodos para analises quantitativas, modelo Cary 60.
Utilizado na versdo do método 5.0.0.999 e modo de leitura simples (Agilent, EUA);
cubetas de quartzo, com duas faces laterais polidas escuras de 10 mm de caminho 6tico e
volume 1,4 mL e 0,5 mL (Thomas Scientific, EUA);

analisador de umidade resolucdo 0,001 g, modelo MA100 (Sartorius, Alemanha);

balanga analitica com resolucdo de 0,1 mg, modelo CP225D, com registrador grafico
(Sartorius, Alemanha);

pipetas automaticas de volume varidvel entre 10-100 pL, 100-1000 pL e 500-5000 pL
(Eppendorf, EUA);

ponteiras originais descartaveis de 100-5000 pL, 50-1000 pL e 2-200 pL (Eppendorf,
EUA);

sistema de obtencdo de agua ultrapura tipo I, Milli-Q Direct (Millipore, EUA);

balGes volumétricos calibrados, volumes de 10 mL e 20 mL;

agitador magnético, modelo M-41 (Yamata,Japao);

agitador de tubos digital IKA tipo vortex, modelo MS3 (Sigma, Alemanha);

banho ultratermostatizado, modelo NTT-211 (EYELA, Japéo);

tubos de ensaio de vidro com tampa 10 x 100 mm;

m) tubos de ensaio de vidro 5 x 70 mm;

n)
0)
p)
a)

tubos descartaveis de polipropileno com tampa (Eppendorf, EUA);

capela de exaustdo;

camara fria com temperatura no intervalo entre 2-8 °C;

termémetro de 10-110 °C;

tubos de centrifuga de polipropileno com capacidade para 15 mL;

vials descartaveis de vidro e de polipropileno com capacidade para 1,5 mL (Waters,
EUA);

vials de polipropileno com capacidade para 5,0 mL (ThermoFisher Scientific, EUA);
parafilme;

estantes para tubos;

w) frascos de vidro e de polipropileno com tampa;

X)

y)

lencos de papel;

lencos de tecido sintético.
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3.1.4 Amostras

As amostras de poliribosil-ribitol fosfato (PRP) foram fornecidas pelo Departamento
de Vacinas Bacterianas de Bio-Manguinhos (Divisdo de Purificacdo de Polissacarideos). 1,5 ¢

de trés lotes experimentais de PRP foram disponibilizados para o estudo.

3.2 PROCEDIMENTOS

3.2.1 Preparo de solugdes padrao

3.2.1.1 Solucdo padrao estoque

A solucdo padrdo estoque utilizada para a avaliagdo de todos os métodos foi a mesma
Albumina de Soro Bovino (BSA) descrita na secdo 3.1.1.

A cada batelada de amostras analisadas as ampolas foram abertas somente apds
atingirem a temperatura ambiente, no momento da utilizacdo e ndo foram reutilizadas apds

abertas.

3.2.1.2 Soluc&o padrao de trabalho a 50 pg.mL™* em solvente ou matriz

Um volume de 500 pL da solugdo padrdo estoque foi diluido em solvente (agua
ultrapura tipo 1 ou hidroxido de sodio 0,1 mol/L ou solucdo de hidréxido de sédio 0,1 mol/L
contendo 2% de SDS) ou em matriz PRP para um volume final de 20 mL em baldo calibrado.

A solucdo foi preparada no momento do uso.
3.2.1.3 Soluc&o padréo de trabalho a 10 pg.mL* em solvente ou matriz

Um volume de 100 pL da solugdo padrdo estoque foi diluida em solvente (agua
ultrapura tipo 1 ou hidroxido de sodio 0,1 mol/L ou solucéo de hidroxido de sodio 0,1 mol/L
contendo 2% de SDS) ou em matriz PRP para um volume final de 20 mL em bal&o calibrado.

A solucdo foi preparada no momento do uso.

3.2.1.4 Soluc&o padréo de trabalho a 5 pg.mL* em solvente ou matriz
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Um volume de 2 mL da solucio padrdo de trabalho a 50 pg.mL™? (se¢d03.2.1.3) foi
diluida em solvente (4gua ultrapura tipo 1 ou hidroxido de sédio 0,1 mol.Lt ou solugdo de
hidroxido de sédio 0,1 mol.L contendo 2% de SDS) ou em matriz PRP para um volume final

de 20 mL em baldo calibrado. A solucéo foi preparada no momento do uso.

3.2.2 Preparo das amostras

3.2.2.1 Amostras brancas de reagentes

Amostras brancas de reagentes foram preparadas utilizando agua ultrapura tipo 1,
hidréxido de sédio 0,1 mol.L™ ou SDS 2% em hidroxido de sodio 0,1 mol.L™ como substituto
da amostra branca (sem o analito alvo), pipetando-se o volume do solvente equivalente ao
volume final utilizado no método e em seguida dando prosseguimento ao procedimento

conforme descrito na sec¢do 3.2.3.

3.2.2.2 Amostras brancas de PRP

Amostras de 100 mg de PRP foram pesadas em balanca analitica com resolucdo de 0,1
mg. As amostras foram transferidas quantitativamente para baldo volumétrico calibrado de 10
mL e dissolvidas com &gua ultrapura tipol, com hidroxido de sodio 0,1 mol.L™* ou com
solugdo hidroxido de sddio 0,1 mol.L™ contendo 2% de SDS, a fim de obter concentracdes de
10 mg.mL™ de PRP.

As amostras foram solubilizadas em agua resfriada em torno de 4°C, homogeneizadas
em agitador tipo vortex por 30 segundos e levadas a camara fria em temperatura de 2-8 °C por
1 hora. Apds este periodo foram retiradas e mantidas em repouso até atingirem a temperatura
ambiente, de aproximadamente 20°C. O volume foi completado com o solvente (dgua
ultrapura tipo 1, solugdo de hidréxido de sédio 0,1 mol/L ou solucdo de hidroxido de sodio
0,1 mol/L contendo 2% de SDS), as amostras foram homogeneizadas novamente e levadas a
camara fria (2-8 °C), onde permaneceram por mais 1 hora. Apos retiradas da camara fria
foram homogeneizadas novamente em agitador de tubos tipo vortex, por 10 segundos. Apods
atingirem a temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C) foram homogeneizadas
novamente em agitador de tubos tipo vortex, por 10 segundos, imediatamente antes de serem

utilizadas para os ensaios.
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3.2.2.3 Amostras de PRP fortificadas

Amostras brancas de PRP foram fortificadas com o analito alvo (BSA) no inicio do
procedimento utilizando 2,0 mL da solucdo padrdo de trabalho (secdo 3.2.1.2) a fim de obter
20 mL de solugdo na concentragdo de 5 pg.mL* de BSA. Outras amostras foram fortificadas
em distintas concentrac6es empregadas nas curvas de calibracéo.

Apbs a adicdo do analito alvo, as amostras foram homogeneizadas utilizando o
agitador de tubos tipo vortex por 30 segundos e mantidas em repouso em camara fria na
temperatura de 2-8 °C por 1 hora.

Imediatamente antes da adicdo dos reagentes especificos de cada método, conforme
descrito na secdo 3.2.3, cada aliquota das amostras foi novamente homogeneizada em vértex

por 10 segundos antes de serem transferidas para os tubos de ensaio.

3.2.3 Diferentes métodos espectrofotométricos para a determinacdo de proteinas residuais em
polissacarideos de poliribosil ribitol fosfato

As amostras brancas de reagentes e brancas de PRP foram preparadas conforme as
secdes 3.2.2.1 e 3.2.2.2. Para o preparo das curvas de calibracdo de BSA em solventes foi
utilizada a solugdo de trabalho de BSA a 50 pg.mL? (se¢do 3.2.1.2). Uma solugéo de trabalho
de BSA a 50 pg.mL* em hidroxido de sédio 0,1 mol.L* contendo 2% de SDS foi empregada
também para a construcdo de uma curva de calibracdo no método de Smith (secdo 3.2.3.3).

Foram feitas pequenas modificagdes nos métodos de Lowry, Peterson e Smith,

conforme descrito a seguir.

3.2.3.1 Método Lowry

Todas as solucdes foram preparadas em quantidade suficiente para o nimero de
amostras no momento do uso. A solucdo de carbonato de s6dio 2% em hidroxido de sodio 0,1
mol/L foi preparada pesando-se 2,0 g do sal, dissolvendo-o em solugdo de hidréxido de sodio
0,1 mol.L!, para o volume de 100 mL. Para o preparo de 10 mL da solugdo de sulfato de
cobre 1%, foram dissolvidos 0,1 g do sal em agua ultrapura tipo 1; a solugdo de tartarato de
sodio e potassio 2% foi preparada com 0,2 g do sal, dissolvido em 10 mL agua ultrapura tipo
1; a solugdo de cobre—tartarato—carbonato (solugao C) contendo 2% de carbonato de sédio,

0,01% de sulfato de cobre e 0,02% de tartarato de potassio em hidroxido de sédio 0,1 mol.L™,
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foi preparada com 1,0 mL da solucao de sulfato de cobre 1%; 1,0 mL da solugdo de tartarato
de sodio e potassio 2% e completou-se o volume com solug¢do de carbonato de s6dio 2% em
hidréxido de sédio 0,1 mol.L' para 100mL e o reagente de fenol Folin-Ciocalteau 1:1
(reagente D) foi preparado diluindo-se 5,0 mL do reagente de fenol Folin-Ciocalteau 2 N em
5,0 mL de 4gua ultrapura tipo 1.

As curvas de calibragdo de BSA em solvente com aliquotas de 200 pL e 400 pL foram
preparadas em tubos de ensaio 10x100 mm, em triplicata de cada um dos niveis de 2,5; 5,0;
7,5;10,0; 12,5 e 15,0 pg.mL, utilizando a solucéo de trabalho de 50 pg.mL* (secdo 3.2.1.2),
e calculadas plotando-se a absorvancia no eixo dos x e a concentracdo no eixo dos y.Aliquotas
de 400 pL das amostras brancas de reagente (se¢do 3.2.2.1) e branca de PRP (secdo 3.2.2.2)
de cada solucdo de BSA foram transferidas em triplicata para tubos de ensaio de vidro de 10 x
100 mm e processadas conforme o fluxograma da figura 17, perfazendo um volume final de
2600 pL. As aliquotas de 200 pL foram processadas com a reducdo proporcional dos

volumes, atingindo um volume final de 1300 pL.

Figura 21 - Fluxograma do método Lowry

0,4 mL de 0,4 mL de
amostra agua ou NaOH
0,1 mol.L?
Amostra branca Amostra branca
de PRP de reagente
2,0 mL de sol.C, 2,0 mL de sol.C,
Agitacdo Agitacdo
! !
Incubagéo Incubagéo
10 min, 20°C 10 min, 20°C
! !
0,2 mL 0,2 mL
Regente D Regente D
! )
Incubagéo Incubacéo
30 min; 20°C 30 min; 20°C
! !
Leitura Leitura
espectrofotomé- espectrofotomé-
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As amostras foram homogeneizadas utilizando agitador de tubos tipo vortex, antes de
cada transferéncia para os tubos. Pipetas automaticas Eppendorf de 100 e 1000 pL foram

usadas para transferéncia dos volumes.

3.2.3.2 Método Peterson (Método Lowry modificado)

O procedimento foi realizado conforme descrito no trabalho de Peterson (PETERSON,
1983), conforme relatado no Capitulo 1.

O procedimento foi conduzido conforme o fluxograma da figura 18 e todas as solugdes
descritas a seguir foram preparados no momento da utilizacdo. Os volumes foram medidos
utilizando pipetas autométicas Eppendorf com ponteiras descartaveis.

Para o preparo de uma solucdo de cobre — tartarato — carbonato (CTC) contendo 10% de
carbonato de sddio, 0,1% de sulfato de cobre penta hidratado e 0,2% de tartarato de potassio,
foram utilizados 50 mL de uma solu¢do de carbonato de sddio a 20% preparada com 10 g de
carbonato de sodio dissolvidos em agua ultrapura tipo 1, a seguir foram adicionados a esta
solucdo 0,1 g de sulfato de cobre penta hidratado e 0,2 g de tartarato de sodio e potassio,
diluidos em &gua ultrapura tipo 1, e entdo o volume foi completado com &gua ultrapura tipo 1
para 100 mL; 20 mL de uma solucdo de SDS a 5% foi preparada com 1,0 g de SDS
dissolvido em &gua ultrapura tipo 1; a solugdo de hidroxido de sodio 0,8 mol.L? foi
preparada a partir da diluicdo de 8,0 mL da solucdo de hidroxido de sédio 1 mol/L (solucéo
Merck) em 2 mL de agua ultrapura tipo 1; a solucdo A foi preparada com 10 mL da solucéo
CTC, 10 mL da solugo de hidréxido de sddio 0,8 mol.L™t e 20 mL da solugéo de SDS 5%
misturados em um frasco de polipropileno sob agitacdo, utilizando um agitador tipo vortex e a
solucdo 1:5 do reagente de Folin-Ciocalteau, (4 mL do reagente de Folin-Ciocalteau diluidos
com 20 mL de &gua ultrapura tipo 1).

As curvas de calibracdo de BSA em solvente ou matriz com aliquotas de 200 pL e 400
pL foram preparadas em tubos de ensaio 10x100 mm, em triplicata em cada um dos niveis
(2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5 e 15,0 pg.mL™Y), utilizando a solucdo de trabalho de 50 pg.mL™*
(secdo 3.2.1.2), e calculadas plotando-se a absorvancia no eixo dos x e a concentra¢do no eixo
dos y. Aliquotas de 400 pL das amostras brancas de reagente (secéo 3.2.2.1) e brancas de PRP
(secédo 3.2.2.2) de cada solucdo de BSA foram transferidas em triplicata para tubos de ensaio
de vidro de 5 x 70 mm e processadas conforme o fluxograma da figura 22, perfazendo um
volume final de 1000 pL. As aliquotas de 200 pL foram processadas com a reducgdo

proporcional dos volumes atingindo-se um volume final de 500 pL.



Figura 22 - Fluxograma do método
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3.2.3.3 Método Smith

O método de Smith, ensaio padrdo (SMITH, 1985) foi executado utilizando o Kit
Bicinchoninic Acid Protein Assay (Sigma, Alemanha) adotando-se o procedimento padréo
para teste em tubos e reagente de trabalho (RT) na razéo de 1:20.

O reagente de trabalho (RT) foi preparado conforme as instru¢bes do fabricante,
misturando-se 50 partes do reagente A (solucdo de &cido bicinconinico) com 1 parte do
reagente B (solucdo de sulfato de cobre). O preparo foi calculado para 2,0 mL por tubo,
conforme 0 nimero de amostras e foi efetuado no momento do ensaio.

As curvas de calibracdo de BSA no solvente foram preparadas em duas etapas.
Primeiramente foram preparados 600 pL dos padrées em tubos descartaveis de polipropileno

com tampa (eppendorf), em triplicata, nos niveis de 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0 e 30,0 pug.mL™*
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e também nos niveis de 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5 e 15 pug.mL™* utilizando a solucéo de trabalho
de 50 pg.mL? (secdo 3.2.1.2). A sequir foram transferidas aliquotas de 100 pL em triplicata
de cada padréo para tubos de ensaio 10 x 100 mm com tampa.

Conforme fluxograma da figura 23 foram adicionados 2,0 mL do RT em cada tubo,
perfazendo um volume total de 2100 pL, seguido de agitacdo em vortex. Os tubos foram
tampados e utilizando-se banho térmico (ultratermostatizado) permaneceram incubados na
temperatura de 60°C, em dois modos de analise: por 15 minutos (1) e por 30 minutos (2).

Como descrito por Brown, Jarvis e Hyland (1989), o método de Smith também foi
executado utilizando-se como solvente, além da agua e do hidroxido de sodio 0,1 mol.L?,

uma solucéo de hidréxido de sodio 0,1 mol.L* contendo 2% de SDS.

Figura 23 - Fluxograma do método de
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1 1
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3.2.4 Avaliacdo da aplicabilidade do método proposto como substituto ao método usado em

Bio-Manguinhos para a determinacao de proteinas em polissacarideos de PRP

O método que apresentou a melhor adequacdo as amostras, a maior sensibilidade e a

melhor precisdo dos resultados de quantificacdo de proteinas residuais do polissacarideo
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purificado de poliribosil-ribitol fosfato (PRP) foi escolhido como candidato a método
substituto ao método Lowry usado em Bio-Manguinhos.

As modificagGes ao método em uso incluiram a eliminacdo da etapa de secagem prévia
das amostras de PRP a 60°C, a solubilizacdo das amostras a temperaturas inferiores a 20°C, o
volume das aliquotas (400 uL), o intervalo dos niveis de concentracdo da curva de calibragédo
para um intervalo de 2,5 a 15 ug.mL? de BSA e a realizagdo da homogeneizagdo das
amostras por 5 segundos no momento da execucdo do método, antes de transferir as aliquotas

para os tubos de ensaio.

3.2.5 Avaliacao da adequabilidade do método analitico selecionado

O método proposto para a determinacdo de proteinas residuais totais do PRP foi
avaliado no Laboratorio de Controle Fisico-Quimico (LAFIQ) e comparado com o método
Lowry. O preparo das amostras de cada lote em estudo foi efetuado conforme descrito na
secdo 3.2.2. Porcdes de 30, 50 e 100 mg das amostras em estudo foram pesadas em balanga
analitica, acondicionadas em vials descartaveis de vidro ou polipropileno e conservadas em
camara fria, de 2-8°C, durante o periodo de estudo.

Os parametros avaliados foram intervalo de medicdo e intervalo linear (funcdo de
calibragdo instrumental), seletividade, efeito matriz, linearidade (intervalo linear do método),
repetibilidade, limite de deteccdo e limite de quantificacdo. As avaliaces do método foram
conduzidas segundo instru¢cbes em publicacbGes oficiais para procedimentos de validacGes
especificas (BRASIL, 2012a; BRASIL, 2003a; BRASIL, 2010) e genéricas (INMETRO,
2011).

3.2.5.1 Intervalo de medicdo e intervalo linear (funcéo de calibracéo instrumental)

A faixa regulatoria exigida para o teor de proteinas residuais nos polissacarideos de
Hib (PRP) é de no méaximo 1%, calculada sobre a massa seca (FARMACOPEIA Europeia,
2011; WHO, 2000).

Para efeito de comparagdo com o método Lowry usado para quantificacdo de proteinas
totais do PRP, foram preparadas curvas de calibracdo nas concentracfes de até 150% da
concentracdo mais esperada das amostras, a fim de atender as recomendacOes para validagédo
de métodos analiticos. As concentrac@es do analito alvo foram 2,5; 5,0; 7,5; 10; 12,5 e 15
ug.mL?, equivalentes a 0,025; 0,05; 0,075; 0,10; 0,125 e 0,150 vezes o valor de referéncia de



65

100 pg.mL* (1%) com o objetivo de situar a concentracio mais esperada das amostras 0 mais
préximo possivel no centro do intervalo de trabalho (INMETRO, 2011).

A avaliagéo do intervalo de medicéo e do intervalo linear foi efetuada pela construcao
de curvas de calibracdo com seis niveis de concentracdo, com adicao do padréo de trabalho ao
solvente de reconstituicdo preparado conforme as secfes 3.2.3.1; 3.2.3.2.

As solucbes padrdo foram determinadas espectrofotometricamente em triplicata. A
andlise estatistica dos dados foi efetuada, iniciando-se pela avaliacdo da presenca de valores
aberrantes em cada conjunto de repeti¢cbes em cada nivel de concentracdo, empregando-se 0
teste de Grubbs a a=0,05 ¢ supondo-se que os dados sdo provenientes de uma distribuicdo
normal e a avaliacdo da homogeneidade das variancias dos dados das curvas de calibragéo foi
realizada pelo teste de Cochran (INMETRO, 2013).

3.2.5.2 Seletividade

A seletividade para o método selecionado foi avaliada pela anélise de amostras dos
trés lotes em estudo. Para verificacdo da seletividade foram realizados os procedimentos
descritos nas se¢fes 3.2.3.1 e 3.2.3.2, na concentragdo de 5 pg.mL™ de amostras fortificadas

versus padrdo de BSA em solvente agua ultrapura tipo 1.

3.2.5.3 Efeito matriz

O efeito matriz foi estudado comparando-se as variancias das leituras de seis replicatas
das referéncias (BSA padrdo) e seis replicatas das amostras de PRP fortificadas com analito
(BSA) na concentragdo de 5 pg.mL™ (secdo 3.2.2.3), conforme os procedimentos descritos
nas secOes 3.2.3.1 e 3.2.3.2.

Para cada amostra o fator de matriz foi calculado, conforme a formula FM = resposta
do analito em matriz/resposta do analito em solugdo. O critério estabelecido pela Anvisa
estabelece que o coeficiente de variacdo (CV) do FM relativo & cada amostra seja inferior a
15% (BRASIL 2012a), também foram aplicados o teste de Cochran, o teste F e o teste T
conforme descrito pelo INMETRO (2013), utilizando o programa Excell.

3.2.5.4 Linearidade (intervalo linear do método) e sensibilidade
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A avaliacdo da linearidade e sensibilidade do método foi efetuada pela analise
estatistica das curvas de calibracdo do analito obtidas em solvente &gua ultrapura tipo 1 no
intervalo de trabalho de 2,5 a 15 ug.mL™.

3.2.5.5 Precisdo (Repetibilidade)

Os trés lotes experimentais de PRP foram analisados para verificacdo da
repetibilidade. O método foi executado pelo mesmo operador, no mesmo dia, realizando os
ensaios logo apos a dissolucdo das amostras utilizando aliquotas de 400 uL, conforme as
secOes 3.2.3.1; 3.2.3.2,

Foi preparado também um branco de reagentes conforme a sec¢do 3.2.2.1 e utilizou-se
seis aliquotas genuinas dos trés lotes de PRP em estudo, na mesma concentracdo usada na
rotina de andlises (10 mg/mL), conforme a secéo 3.2.2.2, mas pesando-se 50 mg de cada lote.

O procedimento foi repetido trés vezes pelo mesmo operador com as seis aliquotas das
amostras.

Para quantificar as amostras foram construidas curvas de calibragdo com seis niveis de
concentracdo equivalentes a 0,025; 0,05; 0,075; 0,10; 0,125 e 0,150 vezes o limite maximo
especificado (LME), ou seja 2,5; 5,0; 7,5; 10; 12,5 e 15 pg.mL?, incluindo o nivel de
impureza mais esperado proximo a regido central da curva.

Para a avaliacdo foram calculados os coeficientes de variacdo CV (%) das

concentracdes da primeira leitura de cada amostra, pela formula:

CV (%)=s/x(100) (Equagao 5)

Onde:

X= media das concentracdes

s= desvio padrdo das concentragdes calculadas para as leituras

3.2.5.6 Limite de detecgéo (LD)

A partir dos dados da curva de calibracdo considerou-se como limite de detecgdo o

desvio padrdo do intercepto com o eixo y de trés curvas de calibragdo contendo concentracfes



67

do analito no limite de concentracdo especificado para a impureza. Os valores dos limites de

deteccéo foram verificados experimentalmente.
3.2.5.7 Limite de quantificacao (LQ)

O limite de quantificagdo do método foi calculado considerando-se o desvio padréo do
intercepto com o eixo y de trés curvas de calibracdo contendo concentragdes do analito no
intervalo de concentracdo especificado para a impureza até a menor concentracdo do analito
que foi determinado com preciséo e exatidao adequadas.
3.2.5.8 Exatidao (Recuperacéo)

Para verificacdo da exatiddo foram realizados os procedimentos descritos nas se¢des
3.2.3.1 e 3.2.3.2. A recuperacdo foi calculada pela andlise estatistica da diferenga entre as
médias dos valores obtidos em solvente dgua ultrapura tipo 1 no intervalo de trabalho de 2,5 a
15 pg.mLt, comparando-se com o valor tedrico do analito (BSA).

3.2.6 Aplicacdo do método analitico selecionado para a analise de amostras de PRP

Partes das mesmas amostras dos trés lotes experimentais de PRP utilizadas nos estudos
de avaliacdo da adequabilidade do método analitico selecionado foram analisadas com o
método avaliado que demonstrou melhor desempenho.
3.2.6.1 Preparo das amostras

As amostras de PRP foram preparadas conforme descrito na se¢éo 3.2.2.
3.2.6.2 Preparo da curva de calibragao

Para quantificar as amostras foram construidas curvas de calibragdo de BSA no
solvente e na matriz no intervalo de 1 a 15ug.mL? (1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5 e 15,0

ug.mL1), conforme descrito nas sessdes 3.2.2.1; 3.2.2.2 ¢ 3.2.3.2.

3.2.6.3 Quantificacao
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Para obter o teor de proteina residual nas amostras de PRP, dividiu-se a concentragéo
obtida da curva de calibracdo pela concentracdo da amostra de PRP, utilizando a equacao 6.

Proteina residual (%)= concentracdo de proteina obtida da curva de calibra¢éo (ug/mL)

concentracdo da amostra (g do polissacarideo seco /mL)

(Equacéo 6)

A fim de confirmar a auséncia do efeito de matriz e os valores calculados de proteina
residual para as amostras de PRP, comparou-se as solugdes de PRP fortificadas a 5 pg.mL™*
com a referéncia de BSA em solvente na mesma concentracdo preparadas conforme a secao
3.2.1.4 e para quantificacdo foram construidas curvas de calibragdo em solvente e na matriz.

Obteve-se as concentracBes de proteinas residuais na base seca, nas amostras de PRP
fortificadas, pela subtracdo dos valores das médias das concentragcdes das amostras brancas de
PRP fortificadas a 5 pg.mL?, das médias dos valores das concentragdes das referéncias do
padrdo de BSA a 5 pg.mL, obtidas das curvas de calibragdo e multiplicou-se pelo fator 100,

dividindo-se pela massa seca, conforme a equacéo 7.

Proteinaresidual @)= (Br pre(fort) - Ref Bsa / Mamostra) X 100
(Equacéo 7)
Onde,

Proteina residual @)= Concentracdo percentual de proteinas residuais das amostras de
PRP na base seca.
Br pre(forty= Média das determinacbes da concentragdo das amostras brancas de PRP
fortificadas a5 pug.mL™
Ref ssa= Média das determinagdes do padréo de referéncia de BSA a5 pg.mL*
Mamostra= Massa seca (ug) da amostra de PRP (determinagédo indireta, conforme

descrito na sec¢do 3.2.2).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos efetuados e descritos nesta dissertacdo de mestrado relacionados
tanto ao método de Folin-Lowry modificado por Peterson (1983) como ao método do acido
bicinconinico (SMITH et al, 1985), foram considerados adequados ap6s uma de avaliacéo
preliminar e tiveram a finalidade de melhorar o ensaio de quantificacdo da proteina residual
na amostra poliribosil ribitol fosfato (PRP) no LAFIQ de Bio-Manguinhos, feita pelo método
classico de Folin-Lowry (FARMACOPEIA Européia, 2011; LOWRY et al, 1951).

Neste sentido, foram implementadas modificacBes primeiramente relacionadas a
solubilizacdo da amostra do polissacarideo; em seguida, pelos métodos relacionados acima e
procurou-se atender as recomendagbes para intervalo de trabalho e intervalo linear
(INMETRO, 2011) para a quantificacdo de impurezas, no caso especifico, proteina residual,

no limite regulatdrio preconizado pela WHO (2000) e Farmacopeia Europeia (2011).

4.1 ESTUDO DE SOLUBILIZACAO DA AMOSTRA

O procedimento de solubilizacdo da amostra de PRP tradicionalmente feita apos
tratamento térmico das amostras de PRP a 60°C em A&gua ultrapura, sem agitacdo a
temperatura ambiente (20°C), seguida de incubacdo a frio (2-8°C), durante 24 h., tem por
objetivo evitar a formacdo de espuma. Foram efetuadas duas modificacdes visando diminuir o
tempo de solubilizacdo das amostras em estudo, a saber: modificacdo dos solventes e
modificagcdo da temperatura.

As condicOes de preparo das amostras foram modificadas a fim de minimizar os erros
nos resultados, vistos que na metodologia adotada em Bio-Manguinhos para determinacdo de
proteina pelo método de Folin-Lowry tomado como base para o desenvolvimento deste
trabalho (FARMACOPEIA Européia, 2011; LOWRY et al, 1951), ndo estd explicita a
temperatura adequada para o preparo das amostras. Em geral utiliza-se a mesma amostra para
varios ensaios, inclusive do teor de proteinas, apds a secagem das amostras a 60°C, etapa
necessaria para conhecer o teor de umidade. No entanto, conforme demonstrado pelo estudo
WHO (2014), a exposi¢do do PRP a temperaturas acima de 37°C, pode promover condi¢fes
de degradacéo e gerar possiveis interferentes no método de quantificacdo, em face disto, em
todos 0s experimentos aqui propostos, as amostras ndo foram submetidas ao tratamento

térmico mencionado.
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A solubilizacdo das amostras em agua resfriada por volta de 4°C, em detrimento a
agua na temperatura ambiente (em torno de 20°C), permitiu o uso de agitagdo (vortex), sem
formacdo de espuma superficial, e a utilizagdo imediata da preparagdo do polissacarideo para
a quantificacdo da proteina residual, reproduziu tanto quanto possivel as condi¢bes de
armazenamento requeridas para manutencéo da integridade das amostras (se¢do 1.8) e assim,
observou-se que com o procedimento de solubilizacdo aqui proposto, o PRP apresentou
melhor solubilidade, em comparagcdo com as amostras submetidas a 60°C e dissolvidas em
agua a temperatura ambiente.

A modificacdo do solvente, foi para verificar a possivel reducdo no tempo de
solubilizacdo das amostras, mantendo-se a temperatura ambiente para solubilizagdo, em torno
de 20°C. A escolha dos solventes hidréxido de sédio 0,1 mol/L e solucdo de hidroxido de
sodio 0,1 mol/L contendo 2% de SDS, foram devidos a compatibilidade com os reagentes
empregados nos trés métodos em estudo. Com a modificacdo dos solventes, aparentemente as
amostras apresentaram imediata solubilizagdo, porém esta modificacdo ndo promoveu
vantagens em relacdo ao uso da dgua como solvente (figuras 24, 25 e 26).

O método de Lowry demonstrou-se indiferente as modificacdes propostas, ndo houve
mudancas significativas nas curvas de calibracdo (figura 24). A utilizacdo do hidréxido de
sodio como solvente interferiu pouco na sensibilidade deste método provavelmente devido as
baixas concentracOes dos reagentes, a solubilidade ndo foi prejudicada e por isto a variacdo da
sensibilidade foi pouco evidenciada. Isto € coerente com a observacdo de Lowry et al (1951),
de que neste método, o aumento da concentracdo de hidroxido de so6dio ndo interfere na
reatividade com o ion Cu?*.

Segundo Brady e Humiston (1986), o principio da teoria das colisGes, estabelece que
para uma reacdo quimica ocorrer, as moléculas dos reagentes devem colidir umas com as
outras, 0 que nos permite explicar a relacao entre a variacao da solubilidade do meio reacional
com a reatividade. Portanto, a diminuicdo da sensibilidade do método de Peterson com o uso
do solvente hidréxido de sddio 0,1N (Figura 25), € coerente com a teoria das colisdes e com a
conclusdo de Peterson (1977), de que nas concentragdes 6timas dos constituintes, o SDS néo

interfere na reatividade do ensaio
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Figura 24 — Método Lowry, com volume final de 1300 pL. Variacdo dos solventes: dgua ultrapura tipo 1 (0);
hidréxido de sédio 0,1 mol.L(e).
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Figura 25 - Método de Peterson, com volume final de 500 pL. Variacdo dos solventes e dias dos ensaios: agua
ultrapura tipo 1 (e); hidroxido de sédio 0,1 mol.L - no dia 2 (o).
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A figura 26 mostra que ndo houve variacdo significativa no perfil da curva de
calibragdo em relagdo aos dois solventes para o0 método de Smith. O aumento da concentracéo
de hidroxido de sodio nédo interfere na reacdo com BCA.

Figura 26 - Método Smith. Variagdo dos solventes: hidroxido de sodio 0,1 mol/L 60°C / 15 min. (m); dgua
ultrapura tipo 1 60°C / 15 min. (o).
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A reducdo da sensibilidade no método de Peterson com o uso do solvente hidroxido de
sodio 0,1N, observada pela diminuicdo na inclinacdo da curva de calibracdo (figura 25),
provavelmente esta relacionada com a reducdo da solubilidade, provocada pelo desequilibrio
entre as concentracfes de hidroxido de sodio e SDS e pelo aumento da concentracdo global
diminuiu a mobilidade no meio reacional. Isto é coerente com a conclusdo de Peterson (1977),
de que nas concentragGes 6timas dos constituintes, 0 SDS nao interfere na reatividade do
ensaio

Com o método de Smith, a adicdo de 2% de SDS ao solvente hidréxido de sodio 0,1
mol.L™? diminuiu muito a sensibilidade, como apresentado na figura 26, provavelmente
devido a desnaturacdo das proteinas e a natureza dos reagentes envolvidos. A adi¢do o SDS
ao meio reacional dificultou ainda mais a aproximacao das moléculas de BCA aos ions Cu™, a
despeito do aumento da solubilidade, pois tanto o BCA (figura 13), quanto o SDS séo

moléculas muito maiores que o0s reagentes envolvidos nos outros métodos citados.
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Quanto ao método de Peterson, ocorre o oposto devido a natureza dos reagentes
envolvidos que por serem ions pequenos, nao interferem na aproximacao com o ion Cu®. Por
isto a presenca de SDS aumenta a solubilidade contribuindo para a formacdo do cromdforo.
Isto € coerente com o fato dos métodos de Lowry e Peterson serem citados como 0s mais
adequados para quantificacdo de proteinas totais, devido a baixa variabilidade entre diferentes
proteinas (PETERSON, 1979; ZAIA, 1998), enquanto os métodos de Smith e o de Bradford
tem preferéncia por determinados aminoacidos (SMITH et al, 1985; OLSON; MARKWELL,
2007).

O comportamento do BCA em relacdo a presenca de SDS demonstra coeréncia com o
fato do método aumentar a velocidade da reacdo com a incubacdo a 60°C, pois conforme
Brady e Humiston (1986), geralmente o aumento da temperatura aumenta a reatividade por

favorecer a colisdo das moléculas em solucéo.

Figura 27 - Método Smith (60°C /30 min). Variagdo dos solventes,: hidroxido de so6dio 0,1 mol.L™ no dia 1 (e);
Solvente hidréxido de sédio 0,1 mol.L* contendo 2% de SDS, no dia 2 (x).
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Embora a sensibilidade expressa pela medida das absorvancias nas concentracbes mais

baixas de BSA (5 a 15 pg.mL™) tenham sido um pouco mais altas utilizando hidroxido de
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sodio 0,1N, em comparacdo as medidas utilizando agua como solvente, observa-se nas curvas
de calibracdo obtidas para os trés métodos que, com o aumento da concentracdo de BSA (20
ug.mL* em diante) a dispers&o ¢ maior com a utilizagdo de hidroxido de sddio do que com o
uso da agua. Provavelmente isto ocorre devido a natureza das moléculas envolvidas.

Além disto, os coeficientes de regressdo para a maioria das curvas de calibracdo
obtidas com a utilizagdo de solvente &gua ultrapura tipo 1 comprovam a superioridade desse
solvente em relacdo ao hidroxido de sodio 0,1 mol.L? para a solubilizagdo das amostras.

Obviamente o solvente gua foi a escolha.

4.2 ANALISE DE DIFERENTES METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS USADOS
PARA A DETERMINACAO DE PROTEINAS RESIDUAIS NO PRODUTO VACINAL
PRP (POLIRIBOSIL RIBITOL FOSFATO)

Segundo Peterson (1983), visto ser impraticavel para a maioria dos laboratdrios
estimar a quantidade absoluta de proteinas totais com quantidades conhecidas da mesma
proteina ou com um procedimento tal como analise de aminodcidos, a deteccdo e a
quantificacdo de proteinas totais aplicaveis a rotina dos laboratorios de controle de qualidade
geralmente sdo realizadas por métodos espectrofotométricos, que se baseiam nas propriedades
de absorc¢éo de luz dos croméforos resultantes de reacdes com as proteinas.

O método descrito para determinacdo de proteina pelo método Lowry
(FARMACOPEIA Européia, 2011; LOWRY et al, 1951), foi tomado como base para o
desenvolvimento deste trabalho.

Conforme descrito nas patentes industriais para producdo de vacinas contra Hib
(SMITHKLINE BEECHAM BIOLOGICALS, 1999) ou outras tais como a descrita por
American Cyanamid Company (1980) e Uclaf e Brossard et al (1980), todo o processo de
fabricacdo das vacinas conjugadas de H. Influenzae b de Bio-Manguinhos é conduzido a
temperatura em torno de 4°C. a partir da producédo dos polissacarideos purificados de Hib, que
envolve vérias fases, desde a fermentacdo de células, até as etapas de purificacdo, 0s
principais contaminantes, tais como acidos nucleicos, proteinas e endotoxinas sdo removidos
seletivamente por processo cromatografico, seguido de ultrafiltragdo, dialise e liofilizag&o,
obtendo-se um produto de alto peso molecular, significativa atividade imunogénica e baixo
teor de contaminantes. A avaliacdo da pureza do produto € monitorada pela quantificagdo

destes contaminantes em varias fases do processo e no produto final.
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Portanto, a modificacdo na temperatura solubilizacdo das amostras foi adequada para
evitar as condi¢cdes de degradacdo (WHO, 2014) visto o acentuado decréscimo do contetido
de PRP, a temperatura de 56°C (se¢do 1.8), assim como a decisdo de dispensar o tratamento
prévio das amostras para remocdo dos possiveis interferentes, desde que mantidas as
condi¢des de integridade do PRP (CRISEL, 1975; NELSON; COX, 2002). Portanto, as
condigdes do processo de purificagdo do PRP e a metodologia aqui proposta para
quantificacdo das proteinas, ndo evidenciam condic@es de interferéncia nos resultados.

4.2.1 Método Lowry

O método de Folin-Lowry utilizado para a determinacdo de proteinas residuais no
produto vacinal PRP em Bio-Manguinhos segue as recomendac@es internacionais (WHO,
2000; Farmacopéia Européia, 2011) e utiliza aliquotas de 200 pL e curva de calibracdo no
intervalo de 2,5 a 50 pg.mL* (2,5; 6,25; 12,5; 25,0; 37,5 e 50,0 pg.mL™).

Apesar de muito sensivel e apresentar baixa variacdo de absortividade especifica para
diversas proteinas, 0 método de Lowry et al (1951), apresentou leituras de absorvancia muito
baixas e coeficientes de variacdo altos no intervalo alvo deste estudo (2,5 a 15 pg.mL™), tanto

para os padrdes quanto para amostras submetidas ou ndo a secagem prévia a 60°C.

Tabela 1 - Curva de calibragdo de BSA em solvente, do método de Lowry (0,025 a 0,50 LME), metodologia usada
em Bio-Manguinhos.

Concentragéo Padrdo BSA Solvente Volume final
50 pg.mL*!

(Hg.mL™) (uL) (W) (ML)

0 0 200 200

2,5 10 190 200

6,25 25 175 200
12,5 50 150 200
25,0 100 100 200
37,5 150 50 200

50,0 200 0 200
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A curva de calibracdo de BSA em solvente com aliquotas de 200 pL de cada um dos
niveis 2,5; 6,25; 12,5; 25,0; 37,5 e 50,0 pug.mL* foi preparada conforme descrito na tabela 1.

Os dados obtidos da curva de calibracdo no solvente agua ultrapura tipo 1 pelo método
Lowry estdo apresentados na tabela 2. A figura 28 representa a curva de calibracdo construida
com os dados da tabela 2.

Foram calculadas as médias das concentragdes, os coeficientes de variagdo e o
intervalo de confianca das concentragfes calculadas de proteinas das amostras de PRP,
submetidas a temperatura de 60°C/60 minutos, solubilizadas em solvente agua ultrapura pelo
método Lowry (método usado em Bio-Manguinhos) para dois dos trés lotes em estudo,

conforme as segdes 3.2.2.2 e 3.2.3.1 e obteve-se os dados indicados na tabela 3.

Tabela 2 - Dados obtidos para 0 método Lowry pela metodologia usada em Bio-Manguinhos. Célculo da curva
de calibracdo por regressdo linear simples.

Concentragdo Leituras Média Desvio  Intervalode CV Coeficiente
BSA (Abs) Padrdo confianga Equacdo da reta de
(ng/mL) (Abs) (Abs) (Abs) (%) correlagdo
1
2,50 0,008; 0,008; 0,009 0,0017 +1,96 19,2
0,011
6,25 0,019; 0,022; 0,021 0,0017 +1,96 8,2
0,022
12,50 0,045;0,0 35; 0,038 0,0061 +6,88 16,0 y=0,00313x + 0,0017 0,9973
0,034
25,00 0,087; 0,085; 0,086 0,0016 11,31 1,3
0,085
37,50 0,114; 0,120 0,0052 +5,88 43
0,123;0,123
50,00 0,158; 0,156 0,0026 +2,99 1,7
0,153;0,157

O método de Lowry foi repetido, com modificagdo no intervalo de concentragdes da
curva de calibragio de 2,5 a 15 pg.mL™, para a determinagdo de proteina residual, a fim de
que a concentracdo mais esperada da impureza (4 pg.mL™?) estivesse em uma regido mais
central da curva de calibracdo, conforme recomendagdo do Inmetro (2011), para o
estabelecimento do intervalo de trabalho, de forma a diminuir os erros e melhorar a
quantificacdo. As curvas de calibracdo de BSA em solvente com aliquotas de 200 pL e 400 de
cada um dos niveis de 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5 e 15,0 ug.mL* esta descrito na tabela 4.
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Figura 28 - Curva de calibracéo, obtida por regressao linear simples, com os dados da tabela 2, para 0 método
Lowry
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Tabela 3 - Quantificacdo de proteina residual das amostras de PRP pelo método Lowry pela metodologia usada
em Bio-Manguinhos (atual). Determinacdes espectrofotométricas realizadas logo apds o preparo das amostras
em solvente agua.

Amostra Leituras Média Concentragdo Desvio Intervalo Concentragdo™ Ccv
das Padréo de Concentragdo
PRP leituras confianga
(Abs) (Abs) (Hg/mL) (hg.mL?)  (pg.mL) (%) (%)

Lote1  0,0094;0,0152;
0,0071; 0,0157; 0,014 2,349 1,08004 +0,86 0,0216 76,63
0,0172; 0,0182

Lote 3 0,0161; 0,0099;
*x 0,0140; 0,0193; 0,016 3,414 1,75225 +1,54 0,0305 51,46
0,0226

Dados, sem exclusdo de outliers, n = 6; a = 0,95. A amostra do lote 2 foi perdida durante o ensaio de umidade
residual; (*) Calculada segundo a equacéo 6 (se¢do 3.2.6.3); (**)n=5

A figura 29 representa a curva de calibra¢do construida com os dados da tabela 5.
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Tabela 4 - Curva de calibragdo de BSA em solvente, dos métodos de Lowry e de Peterson (0,025 a 0,15 LME).

Concentracdo Padrdo BSA Solvente Volume final
50 pg.mL!

(ng.mLh) (L) (WL) (uL)
0 0 400 400

2,5 20 380 400

5,0 40 360 400

7,5 60 340 400

10,0 80 320 400
12,5 100 300 400
15,0 120 280 400

Tabela 5 - Dados obtidos para 0 método Lowry com alteracdo do intervalo de concentragdo para 2,5 a 15
ug.mL'l, com célculo da curva de calibragdo por regressdo linear simples.

Concentragdo Leituras Média Desvio Intervalo de cv Coeficiente
BSA das padrao confianga de
leituras Equacdo da reta correlagdo
(ug.mL'l) (Abs) (Abs) (Abs) (Abs) (%) n
25 0,0090; 0,0109; 0,010 0,0014 +0,0016 13,5
0,0118
5,0 0,0171; 0,0190; 0,018 0,0011 40,0012 5,8
0,0189
75 0,0279; 0,0267; 0,028 0,0016 +0,0018 5,6 y=0,0036 x+ 0,001 0,9932
0,0298
10,0* 0,0404; 0,0377 0,039 0,0019 40,0022 49
12,5 0,0477; 0,0431; 0,045 0,0027 40,0030 6,0
0,0430
15,0 0,0538; 0,0570; 0,056 0,0022 40,0024 3,8
0,0579
a=095n=3;(*)n=2
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Figura 29 - Curva de calibracéo, obtida por regressao linear simples, com os dados da tabela 5, para 0 método
Lowry com alteracdo do intervalo de concentragdes para 2,5 a 15 ng.mL-l e aliquotas de 400pL.
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Tabela 6 - Quantificacdo de proteina residual nas amostras de PRP pelo método Lowry com modificagdo do
intervalo de concentragdo para 2,5-15 pug.mL™. As determinacdes espectrofotométricas foram realizadas logo
apos o preparo das amostras em solvente agua.

Amostra Leituras Médiadas  Concentracéo Desvio Intervalo Concentragdo* Ccv
leituras Padrédo de Concentracdo
confianca
PRP (Abs) (Abs) @omtly  uemt)  uomL? (%) (%)

Lote1  0,0172;0,0180;
0,0178; 0,0166; 0,0163 4,140 0,53095 +0,425 0,0421 12,82
0,0132;0,0150

Lote 2 0,0149; 0,0112;
0,0150; 0,0115; 0,0134 3,318 0,49363 +0,395 0,0353 14,88
0,0147;0,0132

Lote 3 0,0092; 0,0070;
0,0092; 0,0107; 0,0089 2,040 0,5287 0,423 0,0214 25,91
0,0065; 0,0110

Dados, sem exclusdo de outliers, n=6; o.= 0,95.
(*) Calculada segundo a equacéo 6 (se¢éo 3.2.6.3)
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Foram calculadas as médias das concentracdes, os coeficientes de variacdo e o
intervalo de confianca das concentra¢Ges calculadas de proteina nas amostras de PRP dos trés
diferentes lotes, preparadas em solvente agua pelo método Lowry, conforme as se¢des 3.2.2.2
e 3.2.3.1 e obteve-se os dados indicados na tabela 6.

Visto que utilizando o intervalo mais amplo de 2,5 a 50 ug.mL™* (2,5; 6,25; 12,5; 25,0;
37,5 € 50,0 ug.mLY) a curva demonstrou linearidade, o intervalo de 2,5 a 15,0 pg.mL? (2,5;
5,0; 7,5; 10,0; 12,5 e 15,0 pg.mL™) também é adequado as comparagdes entre os métodos em

estudo.

4.2.2 Método Peterson (método Lowry modificado)

A curva de calibracdo de BSA em solvente com aliquotas de 400 pL de cada um dos
niveis 2,5; 6,25; 12,5; 25,0; 37,5 e 50,0 pug.mL™* foi preparada igualmente conforme descrito
na tabela 4.

Os resultados obtidos para as amostras brancas de PRP fortificadas, preparadas
conforme as secles 3.2.2.2 e 3.2.3.3, da curva de calibracdo no método de Peterson estdo

apresentados na tabela 7.

Tabela 7 - Dados obtidos para o0 método Peterson, com célculo da curva de calibracdo por regresséo linear simples.

Concentragdo Leituras Média Desvio  Intervalode CV Coeficiente
BSA das padrdo confianga Equacédo da reta de
leituras correlacdo
(g.mL™Y) (Abs) (Abs)  (Abs)  (Abs) (%) 0
2,50 0,0287; 0,0277; 0,0287 0,0053 +0,0060 1,9
0,0279
5,00 0,0498; 0,0496; 0,0503 0,0076 +0,0086 1,5
0,0510
7,50 0,0788; 0,0785; 0,0794 0,0125 +0,0142 1,6
0,0808
y = 0,0096x + 0,0039 0,9976
10,0 0,0975; 0,1005; 0,0990 0,0150 40,0170 1,5
0,0991
12,50 0,1222; 0,1211; 0,1229 0,0223 +0,0253 1,8
0,1254
15,00 0,1489; 0,1485; 0,1484 0,0145 +0,0164 0,4
0,1488

a =0,95; n=3
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A figura 30 representa a curva de calibracdo para a quantificacdo de proteina residual
do PRP, calculada com os dados da tabela 7.

Confrontando-se os resultados da tabela 2 (Lowry) com os da tabela 7 (Peterson),
observou-se que para as mesmas concentrages do padrdo de BSA, as leituras de absorvancias
foram maiores, com menores CVs, consequentemente, demonstrando a maior sensibilidade e
precisdo do método de Peterson, provavelmente devido a melhor solubilidade no meio
reacional comentada na segao 4.1.

Figura 30 - Curva de calibracdo, obtida por regressdo linear simples, com os dados da tabela 7, para 0 método
Peterson.
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Foram calculadas as médias das concentragdes, os coeficientes de variacdo e o
intervalo de confianca das concentracGes calculadas de proteina nas amostras de PRP dos trés
diferentes lotes, preparadas em solvente dgua pelo método Peterson, conforme as secOes

3.2.2.2 e 3.2.3.2 e obteve-se 0s dados indicados na tabela 8.
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Tabela 8 - Quantificacdo de proteina residual das amostras de PRP pelo método Peterson. Determinacdes
espectrofotométricas realizadas logo apds o preparo das amostras em solvente agua.

Amostras Leituras Médias  Concentracéo Desvio Intervalo  Concentragéo cVv
padréo de * Concentragéo
confianca
PRP (Abs) (Abs) momL  ugmll)  (uomL? (%) (%)

Lote 1 0,0453; 0,0475;
0,0416; 0,0455; 0,0446 4,230 0,2134 +0,17 0,0403 5,04
0,0430; 0,0448

0,0468; 0,0415;
Lote 2 0,0447; 0,0465; 0,0448 4,250 0,1971 +0,16 0,0413 4,64
0,0444; 0,0448;

0,0455; 0,0515;
Lote 3 0,0496; 0,0466; 0,0481 4,590 0,2375 0,19 0,0442 517
0,0464; 0,0487

n=06;a=0,95
(*) Calculada segundo a equacéo 6 (se¢do 3.2.6.3).

4.2.3 Método Smith

Para comparagdo com os métodos Lowry e Peterson foi necessario utilizar para este
método (SMITH et al, 1985) uma curva com intervalo maior, de 5,0 a 30 pg.mL* (5,0; 10,0;
15,0; 20,0; 25,0 e 30,0 pg.mL™?), a fim de que a massa de BSA fosse igual para os trés
métodos em cada nivel de concentracdes, conforme demonstrado e discutido adiante na se¢éo
4.2.4.

Tabela 9 - Curva de calibragdo de BSA em solvente do método Smith (0,05 a 0,3 LME) pg.mL™.

Concentracdo Padrdo BSA Solvente Volume final
(ng.mL™Y) 50 ug.mLt (L) (ML) (ML)
0 0 600 600
5 60 540 600
10 120 480 600
15 180 420 600
20 240 360 600
25 300 300 600

30 360 240 600
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As curvas de calibracdo de BSA em solvente (&dgua ultrapura tipo 1, solucdo de
hidroxido de sodio 0,1 mol.L? e também com hidréxido de sddio 0,1 mol.L contendo 2% de

SDS), estdo descritas nas tabelas 9 e 10.

Tabela 10 - Curva de calibragdo de BSA em solvente do método Smith (0,025 a 0,15 LME).

Concentracdo Padrdo BSA Solvente Volume final

(ug/mL) 50 pg.mL* (uL) (L) (ML)

0 0 600 600

2,5 30 570 600

50 60 540 600

7,5 90 510 600

10,0 120 480 600
12,5 150 450 600
15,0 180 420 600

Tabela 11 — Dados obtidos para 0 método Smith, com calculo da curva de calibracéo por regresséo linear
simples.

Concentragdo Média Desvio Intervalo Ccv Coeficiente
BSA Leituras das padrao de Equacdo da reta de
(ng/mL) (Abs) leituras confianga correlagdo
(Abs) (Abs) (Abs) (%) n
5,0 0,0154;0,0136;  0,0140 0,0013 +0,0015 9,2
0,0126
10,0 0,0225; 0,0225;  0,0235 0,0017 40,0020 7,4
0,0255
15,0 0,0385; 0,0362;  0,0370 0,0020 40,0022 5,6 y =0,0021 x + 0,0034 0,9944
0,0364
20,0 0,0475; 0,0449;  0,0452 0,0023 +0,0026 5,0
0,0431
25,0 0,0578; 0,0581;  0,0568 0,0032 40,0022 34
0,0546
30,0 0,0688; 0,0630;  0,0651 0,0016 +0,0036 49
0,0635

a=0,95;n=3
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Os dados obtidos com o procedimento padrdo e incubacdo a 60°C por 15 min,
conforme descrito na sessdo 3.2.3.3.e utilizados para a constru¢do da curva de calibragdo no
solvente &gua ultrapura tipo 1 para o método de Smith estdo apresentados na tabela 11.

Figura 31 - Curva de calibracéo, obtida por regressao linear simples, com os dados da tabela 13, para 0 método
Smith.
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Tabela 12 - Quantificacdo de proteina residual das amostras de PRP pelo método de Smith. As determinagdes
espectrofotométricas foram realizadas logo apds o preparo das amostras em solvente agua, com incubagdo a
60°C/15 min.

Amostras Leituras Médias  Concentracao Desvio Intervalo  Concentragdo Ccv
padrao de * Concentracdo

confianca
PRP (Abs) (Abs)  (ugmL?)  (ugmL?)  (ug/mL) (%) (%)

Lote 1** 0,0126; 0,0165;
0,0122; 0,0127; 0,0140 5,363 0,9370 +0,75 0,0543 17,47
0,0160
Lote 2**  0,0117; 0,0109;
0,0138; 0,0096; 0,0124 4,178 0,8755 +0,70 0,0430 20,95
0,0090
Lote 3 0,0102; 0,0253;
0,0199; 0,0092; 0,0154 5,928 2,8184 +2,26 0,0620 47,54
0,0123; 0,0146
n=26;a=0,95;
(*) Calculos segundo a equacdo 6 (sec¢do 3.2.6.3);
(**) Dados, com exclusao de 1 outlier (n = 5).
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A figura 31 representa a curva de calibracdo para a quantificacdo de proteina residual
do PRP, calculada com os dados da tabela 11.

Foram calculadas as médias das concentragdes, os coeficientes de variagdo e o
intervalo de confiangca para as amostras de PRP dos trés diferentes lotes, preparadas em
solvente agua pelo método de Smith, conforme as se¢des 3.2.2.2 e 3.2.3.3 e obteve-se 0s

dados indicados na tabela 12.

4.2 .4 Sensibilidade inter-métodos

Pelos dados da tabela 7 pode-se perceber que além da maior precisao, as absorvancias
obtidas pelo método de Peterson para as mesmas amostras foram maiores que as obtidas pelo
método Lowry (tabela 6).

Para comparar a relacdo concentracdo/resposta entre os trés métodos em estudo,
utilizou-se as mesmas quantidades de analito (massa de BSA) nos trés métodos, relacionando
as concentracdes iniciais das aliquotas e os volumes finais dos ensaios.

Para os métodos Lowry e Peterson fixou-se a quantidade de massa (1,0 pg)
simplesmente utilizando-se aliquotas de 400 pL. Para o método de Smith, cujo volume final é
muito maior em comparacdo aos dois outros métodos, foi mantida a aliquota de 100 pL,
variando-se a concentragao inicial da solugéo, a fim de igualar as massas iniciais (1,0 pg).

A tabela 13 apresenta a quantidade de BSA esperada para o menor nivel de

concentracdo para os métodos de Folin-Lowry, Peterson e Smith.

Tabela 13 - Quantidade de BSA esperada no menor nivel de concentracdo para os métodos Lowry, Peterson
e Smith.

Método Aliquota Concentragdo Massa Volume Concentracao final Resposta
(mL) inicial (ug.mL1) (1a) final (mL) (Hg.mLY) (Abs)
Folin-Lowry 0,400 2,5 1,0 2,6 0,38 0,0106
Peterson 0,400 2,5 1,0 1,0 1,00 0,0281

Smith 0,100 10,0 1,0 21 0,48 0,0280
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A partir do calculo da quantidade de proteina esperada de BSA, foi possivel comparar
a sensibilidade entre os trés métodos em estudo, expressa pela magnitude dos coeficientes
angulares das curvas de calibragdo de cada um dos métodos, tanto com solvente &gua
ultrapura tipo 1 (figura 32, quanto com o solvente hidréxido de s6dio 0,1mol.L* (figura 33).

Pela representacdo grafica das curvas de calibracdo pode-se inequivocamente perceber
a maior sensibilidade do método de Peterson em compara¢do com o0s métodos Smith e
Lowry, tendo-se a mesma massa de analito (BSA) para os niveis de concentragdo de 2,5; 5,0;
10,0 e 15,0 pg.mL* (figura32).

Figura 32 - Relagdo concentracdo de BSA (Conc. BSA, pg.mL™) x resposta (Abs) dos métodos Lowry (s),
Peterson (A) e Smith* (m) em solvente dgua ultrapura tipo 1. (*) incubagdo a 60°C / 15 min.
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O método de Smith et al (1985), ndo atendeu a expectativa de obter maior
sensibilidade e quantidade de amostra requerida em relacdo ao método de Lowry et al (1951),
mesmo com a
utilizacdo de temperaturas de incubacdo mais elevadas (60°c) para acelerar a velocidade da
reacdo de desenvolvimento da cor.

O principio da teoria das colisfes estabelece que para uma reagdo quimica ocorrer, as

moléculas dos reagentes devem colidir umas com as outras, isto nos permite explicar a relacéo
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entre a variagdo da solubilidade do meio reacional com a reatividade (BRADY; HUMISTON,
1986).

A descoberta de Less (1972 apud PETERSON, 1977) de que o SDS em meio alcalino,
é um agente de solubilizacéo eficiente para solubilizacdo dos produtos derivados de células
(contendo membranas proteicas), como € o caso do PRP. O SDS provavelmente foi o que
contribuiu para a maior sensibilidade do método de Peterson em relacéo aos demais utilizando
0 mesmo solvente. A desnaturacdo das proteinas e a maior solubilidade promoveu o aumento

da superficie de contato no meio reacional.

Figura 33 - Relacéo concentracdo de BSA (Conc. BSA, pg/mL) X resposta (Abs) dos métodos Lowry (e),
Peterson (A) e Smith* (m), em solvente hidréxido de sddio 0,1 mol.L. (*) incubac&o a 60°C / 15 min.
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4.2 .5 Sensibilidade intra-métodos

Conforme discutido na secédo 4.1, antes de se chegar & condicao 6tima de solubilidade
em agua, outros solventes (hidroxido de sodio 0,1 mol.Lt e SDS 2% em hidroxido de sodio
0,1 mol.L ") foram testados e consequentemente submetidos aos trés métodos de quantificacéo

proteica.
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4.2.5.1 Método Lowry

Para 0 método Lowry foi possivel variar os seguintes parametros: tipo de solvente
(4gua ultrapura tipo 1 e hidroxido de sédio 0,1 mol.L?, discutido na secdo 4.1), dia de

execucdo do ensaio e volume final do ensaio (1300 pL e 2600 pL).

Figura 34 - Método Lowry, com volume final de 1300 pL, em solvente dgua ultrapura tipo 1. Variacdo dos dias
dos ensaios: dia 1 (—); dia 2 (e).
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Observando-se os graficos das figuras 34, 35 e 36 constatou-se que ndo houve
mudancas significativas nas curvas de calibracdo, indiferente as modificagBes propostas.

Confirmando a robustez do metodo Lowry.
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Figura 35 - Método Lowry com volume final de 1300 pL, em solvente hidréxido de sédio 0,1 mol.L™. Variagio
dos dias dos ensaios: dia 1 (o); dia 2 (¢).
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Figura 36 - Método de Folin-Lowry em solvente hidroxido de sédio 0,1 mol.L™. Variagdo dos volumes finais e
dias dos ensaios: volume final de 1300 uL (o), no dia 1; volume final de 2600 pL (m), no dia 2.
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4.2.5.2 Método Peterson (Método Lowry modificado)

Para 0 método Peterson variou-se o tipo de solvente (4gua ultrapura tipo 1 e hidréxido
de sodio 0,1 mol.L?) e o volume final do ensaio (500 e 1000 pL).

Conforme discutido na sec¢do 4.1, ndo se observou nenhuma vantagem na utilizacéo de
hidroxido de sodio 0,1 mol.L™t em substituicio a dgua como solvente para o método de
Peterson, pelo contrario, observou-se que houve diminuicdo da sensibilidade do método, pela
diminuicdo na inclinacdo da curva de calibracdo (figura 25).

A figura 37 reitera a boa reprodutibilidade obtida em solvente agua, com a utilizacéo

de volumes de aliquotas diferentes.

Figura 37 - Método Peterson em solvente &gua ultrapura tipo 1. Variagdo dos volumes finais e dias dos ensaios:
volume final de 500 pL, no dia 1 (e); volume final de 1000 pL, no dia 2 (0).
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4.2.5.3 Método Smith

Tendo em vista que no metodo de Smith, a reacdo é muito lenta a temperatura
ambiente, considera-se que este ndo ¢ um método de “ponto final” e parametros tais como

tempo, temperatura e outros devem ser considerados antes de descartar o seu uso na aplicagao
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desejada. Conforme assinalado por Smith et al (1985), a temperatura de 60°C aparece sendo
mais significativa que a temperatura ambiente, devido a uma maior contribuicdo para o
desenvolvimento da cor, proveniente da reacdo das ligacBes peptidicas com o ion cobre
divalente. Esta é a razdo pela qual somente as variadveis tipo de solvente, tempo de reacéo e
adicdo de SDS foram consideradas para analise.

A figura 38 mostra a diferenca entre as sensibilidades do método de Smith no intervalo
de concentragdes de padrdo BSA 2,5 a 15 pg.mL™* com os tempos de leituras de absorvancias
sendo efetuados ap6s 15 e 30 minutos de reacdo, indicando um ganho expressivo de
sensibilidade com o tempo maior, porém com aumento da dispersao.

Como era de se esperar, no outro intervalo de concentrag@es entre 5,0 a 30,0 pg.mL™*
(Figura 38), nas mesmas condigdes de tempo e temperatura de incubagdo, as curvas de
calibracdo apresentam, para a mesma condicdo, coeficientes angulares relativamente

préximos aquele obtido para o intervalo de 2,5 a 15,0 pg/mL (figura 39).

Figura 38 - Método de Smith em solvente hidréxido de sédio 0,1 mol.L™. Variacdo do tempo de incubagéo.
Curva de calibracéo no intervalo de 2,5 a 15 pg.mL*: 60°C / 15 min (A); 60°C / 30 min. (-).
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Figura 39 - Método Smith em solvente hidroxido de sodio 0,1 mol.L™. Variacdo do tempo de incubacéo. Curva

de calibracdo no intervalo de 5 a 30 pg.mL*: 60°C / 15 min. (m); 60°C /30 min. (e).
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4.2.6 Comparacdo dos métodos Lowry e Peterson
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R2=0,991
(®)

30,0 35,0

O método de Smith ndo foi considerado adequado, pois pequenos incrementos de

tempo acarretam modificagdes substanciais nas leituras de absorvancia, devido a reatividade

ser uma funcdo do tempo. Este fator é um ponto critico para a leitura de um numero

significativo de amostras ao mesmo tempo, portanto o método néo é robusto.

Acrescenta-se a isto o fato de que a 60°C o PRP sofre algum tipo de degradacédo

(WHO (2014), o que poderia gerar subprodutos potencialmente interferentes. Desta forma,

daqui para frente, 0 método Peterson foi 0 Unico a ser confrontado com o método classico de

Lowry.

4.3 AVALIACAO DO METODO PROPOSTO

4.3.1 Seletividade e efeito matriz

A seletividade do método de Peterson foi avaliada em relacdo aos seus constituintes

pela analise das amostras dos trés lotes em estudo, no intervalo de concentragdes de 1 a 15
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ug.mL* equivalentes a 0,01; 0,025; 0,05; 0,075; 0,10; 0,125 e 0,15 vezes o LME e aliquotas
de 400 pL, conforme a tabela 14.

Como os valores de coeficiente de variagdo dos fatores de matriz (FM) obtidos pela
razdo da resposta do analito em matriz e a resposta do analito em solugéo, foram todos muito
abaixo do limite estabelecido (< 2% contra 15% de limite) o efeito matriz ndo foi evidenciado
para as amostras os trés lotes avaliados, portanto quanto a seletividade e efeito matriz, ndo
houve diferenca significativa entre a utilizacdo de matriz (solu¢édo de PRP) ou solvente (4gua
ultrapura tipo 1) para o método de Peterson.

Como os valores de coeficiente de variacdo dos fatores de matriz (FM) obtidos pela
razdo da resposta do analito, para cada amostra, em matriz, e a resposta do analito em solucao,
foram todos muito abaixo do limite estabelecido (< 2% contra 15% de limite) o efeito matriz
ndo foi evidenciado para as amostras os trés lotes avaliados, portanto quanto a seletividade e
efeito matriz, ndo houve diferenca significativa entre a utilizacdo de matriz (solucdo de PRP)
ou solvente (&4gua ultrapura tipo 1) para 0 método de Peterson.

Os resultados da comparagdo das seis amostras de PRP fortificadas com BSA a 5

pug/mL com as amostras de referéncia (BSA padrdo) na tabela 15.

Tabela 14 - Preparo da curva de calibragdo de BSA em solvente &gua ultrapura tipo 1 ou matriz PRP para o
método método de Peterson* (0,01 a 0,15 LME).

Concentragdo Padrdo BSA Agua ultrapura tipo 1 ou Volume final
(ug/mL) 50 pg/mL Solugdo de PRP a 10 (uL)
(uL) mg/mL0020(uL)

0 0 400 400

1 * * *
25 20 380 400
5 40 360 400
75 60 340 400
10 80 320 400
12,5 100 300 400
15 120 280 400

(*) Para o nivel 1pug/mL foi usado 40 mL de uma solucéo padrdo BSA a 10ug/mL e 360 uL de solvente dgua
ou solucdo de PRP.
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Tabela 15 - Método Peterson: Avaliacdo da seletividade e do efeito matriz.

Amostras Média Média Conc. Variagdo intracorrida cv
PRP Método Amostras de PRP Amostras de PRP Amostras PRP Fm?!
fortificadas fortificadas fortificadas

(Abs) (Mg/mL) CV (%) (%)
Lote 1 Peterson 0,0746 8,40 2,06 1,68
Peterson 0,0859 9,68 6,96 1,94

Lote 2
Lote 3 Peterson 0,0810 9,13 9,36 1,83

(1) CV FM refere-se ao coeficiente de variacdo encontrada para a razdo entre as leituras do branco de PRP
fortificado com BSA e do valor de referéncia (BSA a 5 pug.mL™?) de todas as amostras, cujo valor médio
experimental para o método de Peterson foi de 0,0449 (Abs), CV = 2,30% e concentracdo média foi de 4,988
pg.mL?! (n=5 e a=0,95).

Foram calculados, os teores de proteina residual em termos percentuais nas amostras
de PRP dos lotes 1, 2 e 3 pela equacdo 7, para as amostras fortificadas a 5 pg.mL™,
preparadas conforme a secdo 3.2.2.3 cujos resultados sdo apresentados na tabela 16.

Para confirmar os resultados do efeito matriz tabela 15 e da quantificagéo (tabela 16),
foi testado também o efeito de matriz por semelhanca entre as curvas de calibracdo na matriz
(solugdo de PRP a 10 pg.mL™) e no solvente (4gua ultrapura tipo 1) para o método de

Peterson no mesmo intervalo de concentragfes de 1,0 a 15,0 pg.mL™ (figuras 40; 41 e 42).

Tabela 16 — Teores de proteina residual em termos percentuais nas amostras de PRP usando curva na matriz

Amostras Método Curva de calibragdo Proteina residual Brancos PRP cv
PRP (%) (%)
Lote 1 y=0,0081x + 0,0393 0,0400 0,76
Lote 2 Peterson y=0,08942x + 0,0372 0,0456 7,22
Lote 3 y=0,00857x + 0,0360 0,0405 9,73

n=6; 04=0,95
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Figura 40- Comparacéo das curvas em solvente e em matriz pelo método Peterson (1 a 15 ug.mL* BSA). Curva
na matriz? PRP Lote 1 (e); curva em solvente dgua® (o).
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Figura 41- Comparagdo das curvas em solvente e em matriz pelo método Peterson (1 a 15 ug.mL* BSA). Curva
na matriz® PRP Lote 2 (A); curva em solvente agua® (o).
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Figura 42- Comparacdo d as curvas em solvente e em matriz pelo método Peterson (1 a 15 pg.mL™ BSA). Curva
na matriz* PRP Lote 3 (#); curva em solvente dgua’ (o).
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Tabela 17 - Resultados obtidos da comparacao entre as curvas do método Peterson no intervalo de 1 a 15
ug.mL'1 BSA (0,01; 0,025; 0,05; 0,075, 0,10; 0,15 LME ) em solvente e em matriz.

Curvas de calibragdo Médias F tab. F catc p t tab t calc. p
y=a+ bx (Abs)
Solvente! H,O 0,0097; 0,0264;
N 0,0498; 0,0756;
y=0,0034 + 0,0092x 0,0996: 0,1170; - - - - - -
r=0,9967 0,1390
Matriz? Lote 1 0,0462; 0,0601;
0,0814; 0,1007;
y= 0,0393 + 0,0081 x 0,1154; 0,1439; 4,28 1,29 0,38 2,18 1,14 0,28
= 0,9976 01596
Matriz® Lote 2 0,0463; 0,0616;
0,0859; 0,1091;
y= 0,0414 + 0,0842x 0,1249; 0,1445;
= 0,0940 0,1655; 4,28 1,05 0,47 2,18 1,26 0,23
Matriz* Lote 3 0,0455; 0,0523;
0,0767; 0,1021;
r= 0,0945 0,1609 4,28 1,14 0,44 2,18 1,09 0,30

n= 3, I = 7 (Ctabeladoz 0,5612), (1) Ccal(;: 0,478,(2) Ccalc: 0,414, (3) Ccalc = 0,417 , (4) Ccalc = 0,313
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Foi testada linearidade de cada uma destas curvas (figuras 40, 41 e 42) aplicando o
teste de Cochran (n = 3; | = 7), o teste F e o teste t utilizando o programa Excell, conforme
INMETRO (2013) e demonstrados na tabela 17.

Apols comparar os resultados obtidos concluiu-se que a curva em solvente foi
estatisticamente ndo significativamente diferente (p > 0,05) em relagdo as curvas obtidas em
matriz de PRP.

4.3.2 Intervalo de medicdo e intervalo linear (funcéo da calibracéo)

No intervalo de concentrac@es estudado, ao contrario da proposta de Peterson (1983) e
de Smith (1985), ndo foi necesséaria a utilizacdo de transformacao logaritmica a fim de tornar
0 método linear.

A menor concentracdo aceitavel é aquela tida como a concentracdo mais baixa para a
qual um grau aceitavel de incerteza pode ser alcancado (INMETRO, 2011). Apesar de obter-
se para 0 método de Lowry um limite de deteccdo de 4 pg.mL?, utilizando-se 4gua como
solvente,-os valores criticos calculados pelo teste de Cochran (tabela 16) para todas as curvas
avaliadas-foram satisfatdrios, portanto pode-se considerar que a menor concentracao estudada
(0,025 LME), pertence ao intervalo linear do método.

Neste mesmo intervalo, em todas as curvas avaliadas pelo método de Peterson a
relacdo concentracdo / resposta foi muito maior que 10. O método foi entdo avaliado para
0,010 LME e como a relacdo concentracdo / resposta obtida foi >10, estabeleceu-se o limite
inferior do intervalo como sendo 0,010 LME. Assim, o intervalo linear, a principio, foi
estabelecido como 0,01 a 0,15 LME, cujas concentracfes equivalem a 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0;
12,5 15 pg.mL™,

Na avaliacdo da curva de 1 a 15 pg.mL™, a linearidade também foi comprovada. O
coeficiente de correlacdo (r) obtido pelo método de Peterson para todas as curvas de
calibracdo em agua foi maior que 0,99, entdo o intervalo linear foi muito mais amplo que o
obtido para o método Lowry.

Para verificar o ajuste ao modelo matematico proposto de regressdo linear de primeira
ordem, obtido para os métodos Peterson e Lowry, efetuou-se a comparacdo utilizando o

programa Excel. Confirmou-se que o melhor ajuste é o linear de primeira ordem, pela
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comparacdo entre os coeficientes de correlacdo (r), com a aplicacdo deste modelo a um
modelo linear de segunda ordem e outro ndo linear polinomial. Segundo Peterson (1983), o
método de Lowry modificado ndo apresenta relacdo linear num intervalo mais extenso da
curva de calibragdo (0-2000 pg.mL* de BSA), porém para o intervalo de concentragio em
que foi realizado este estudo (1,0 a 15,0 pg.mL™), confirmou-se a linearidade da funcéo de
calibracdo instrumental no segmento de reta utilizado.

Para os métodos de Peterson e de Lowry, ndo foram identificados desvios da
linearidade no ajuste pelo método dos minimos quadrados ordinarios. Os graficos de valores
previstos versus residuos observados também ndo sugeriram desvios da linearidade no
intervalo de medicdo estudado (0,025 a 0,15 LME), conforme apresentado nas figuras 43 e
44. Com a ampliacdo do intervalo de 0,010 a 0,15 LME, também ndo foram observados
residuos ndo aleatorios, sugerindo um intervalo ainda mais amplo de linearidade, de 1 a 15
ug.mL* (figura 45).

O intervalo linear do espectrofotdmetro Agilent Cary 60 também demonstrou ser mais
amplo que o intervalo de medicdo estudado inicialmente (visto pelas leituras obtidas) para
confeccdo das curvas de calibracdo, sendo 0,025 a 0,15 vezes o LME para o método Lowry e

0,01 a 0,15 vezes o LME para 0 método Peterson.

Figura 43 - Gréfico de residuos: Método Lowry em solvente dgua ultrapura tipo 1 no
intervalo de 2,5 a 15 pg/mL (0,025 a 0,15 LME).
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Figura 44 - Grafico de residuos: Método de Peterson em solvente dgua ultrapura
tipo 1 no intervalo de 2,5 a 15 pg/mL (0,025 a 0,15 LME).
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Figura 45 — Grafico de residuos - Método de Peterson em solvente dgua utrapura tipo 1 no intervalo de
1a15 pg/mL (0,010 a 0,15 LME).
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O intervalo linear do espectrofotdometro Agilent Cary 60 também demonstrou ser mais
amplo que o intervalo de medicdo estudado inicialmente (visto pelas leituras obtidas) para
confec¢do das curvas de calibracdo, sendo 0,025 a 0,15 vezes o LME para o0 método Lowry e

0,01 a 0,15 vezes o LME para o método Peterson.

4.3.3 Linearidade (intervalo linear do método) e sensibilidade
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Com base nos resultados obtidos para seletividade e efeito matriz discutidos na secéo
4.3.1, as curvas de calibracdo puderam ser preparadas em solvente 4gua ultrapura.

A regressao pelo método dos minimos quadrados ordinarios indicou ser adequada e
o intervalo linear do método de Peterson na presenca de matriz ou solvente (agua ultrapura
tipo 1) foi de 0,010 a 0,15 LME (equivalentes as concentragdes de 1,0 e 15 pug.mL™), na
primeira avaliagdo, mais amplo do que o intervalo linear do método de Lowry (0,025 LME a
0,15 LME, ou seja, de 2,5 a 15 pg.mL™.

O parametro massa foi utilizado nas comparacfes entre 0os métodos, a despeito das
consideragdes sobre o volume final de cada método. Pode-se afirmar que o método de
Peterson apresentou a melhor resposta para a mesma quantidade de massa adicionada neste
nivel de concentracéo.

Considerando que a sensibilidade é dada pelo coeficiente angular by das curvas de
calibracdo descritas como y= bo + b1 X, concluiu-se que o método de Peterson é o mais
sensivel, dada a magnitude do coeficiente angular em comparacdo com o0s obtidos para o
método de Lowry, como pode ser observado na tabela 18. Embora seja largamente empregado
como indicacdo de qualidade do ajuste do modelo o coeficiente de regressdo R? é interpretado
equivocadamente como teste de linearidade e ndo deve ser utilizado de forma isolada,

devendo ser utilizado apenas para descrever o modelo.

Tabela 18 - Dados das curvas de calibragdo nos intervalos estudados (0,01 a 0,15 e 0,025 a 0,15 LME)

Método Equagio da reta R2 r C tabelado® Cealculado®

Lowry 0,0010 + 0,0036 x 0,9860 0,9930 0,6161 0,374
Petersont 0,0039 + 0,0097 x 0,9965 0,9990 0,6161 0,424
Peterson? 0,0042 + 0,00107 x 0,9966 0,9983 0,5612 0,422

(1) 0,025a 0,15 LME (2,5; 5,0; 7,5; 10,0 12,5 € 15,0 pg.mL™)

(2) 0,01 20,15 LME (1,0; 2,5; 5; 7,5; 10,0; 12,5 e 15 pg.mL™Y)

(3) Crabelado © Cealculado referem-se aos valores criticos e calculados pelo teste de Cochran para comparagdo de
variancias.

4.3.4 Preciséo (Repetibilidade)
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As amostras brancas de PRP dos trés lotes em estudo foram avaliadas pelos métodos
Lowry e Peterson, utilizando uma curva de calibracdo preparada em solvente (dgua ultrapura
tipo 1).

Os coeficientes de variacdo do método de Peterson obtidos para as leituras dos brancos
de PRP (sem fortificacdo e sem a etapa de secagem prévia) podem ser observados na tabela
17. Foram utilizadas as mesmas amostras de branco de PRP para os dois métodos.

Como pode ser observado na tabela 19, a variabilidade demonstrada pelos intervalos
de confianca e coeficientes de variacdo (CV%) nas medi¢Ges das amostras brancas de PRP
pelo método de Folin-Lowry é muito maior que a demonstrada pelo método de Peterson.
Entdo, com os resultados apresentados até aqui, pode-se afirmar que o0 método de Peterson no
intervalo de concentragdes estudado entre 2,5 e 15 pg/mL (2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5 e 15,0
png/mL), comparado ao método Lowry demonstrou maior precisdo, mesmo trabalhando-se

préximo ao limite de deteccdo (conforme discutido adiante na se¢édo 4.3.6).

Tabela 19 - Repetibilidade para os métodos Peterson e Lowry. Amostras brancas de PRP preparadas em
solventel.

Amostras Método Média Desvio Padrao Intervalo de CcVv
PRP Br. PRP (Abs) confianca
(Abs) (Abs) (Abs)
Peterson 0,0444 0,0031 0,0019 6,89
Lote 1
*Lowry 0,0093 0,0033 0,0021 33,79
*Peterson 0,0441 0,0027 0,0009 6,10
Lote 2 * Lowry 0,0122 0,0029 0,0018 23,56
Peterson 0,0464 0,0024 0,0019 4,95
Lote 3 Lowry 0,0118 0,0027 0,0017 22,45
n=10; a=0,95
)n=9

(1) Amostras brancas de PRP preparadas conforme se¢do 3.2.3.1 e 3.2.3.2 em solvente &gua ultrapura tipo 1.

Os coeficientes de variagdo obtidos foram muito abaixo de 15%, critério previsto pela
Anvisa (BRASIL, 2003a) para métodos bioanaliticos, para os trés lotes de amostras brancas
de PRP analisadas pelo método de Peterson. Estes resultados confirmam os apresentados nas
secOes 4.2.1 e 4.2.2 (tabelas 6 e 8).
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Cumpre ressaltar que na avaliacao inter-lotes analisados pelo método de Peterson, 0s
valores de concentracdo (%) estimados para a proteina residual foram muito proximos (tabela
6), “falando” isto favoravelmente a0 método de preparacdo do PRP, pelo menos em relacéo a
proteina. Tal fato ndo foi constatado pelo método Lowry (tabelas 3 e 6). Aléem do método de
Peterson mostrar maior sensibilidade que o método classico de Lowry, a assertiva anterior

reforca a melhor atuacéo desse método na anélise em questao.

4.3.5 Exatiddo (recuperacéo)

A tabela 20 mostra os resultados obtidos para os metodos de Peterson e de Lowry,
com fortificagdo a 5 pg.mL™. Foi realizada no intervalo de 1 a 15 pug.mL* para o método de
Peterson e para 0 método Lowry no intervalo de 2,5 a 15 pg.mL™.

Pode-se verificar que a recuperacdo do analito pelo método de Peterson demonstrou

também maior exatiddo nas determinacGes que 0 método classico de Lowry et al.

Tabela 20 - Recuperagdo do analito (BSA a 5 pg.mL™) pelo método Peterson (0,01 a 0,15 LME) e pelo
método Lowry (0,025 a 0,15 LME).

Método Leituras obtidas Concentragdo Ccv Curva Eficiéncia
(Abs) (Hg.mL™) (%) (%)
Peterson 0,0451; 0,0464; 0,0443; 4,86 + 0,10 2,30 y=0,0021 + 0,0088x 97,20
0,0448; 0,0438 r=0,9987
Lowry 0,0180; 0,0201; 0,0170; 4,78 +0,36 8,58  y= 0,0001 +0,0037x 95,78
0,0160; 0,0180 r=0,9983
n=5;a=0,95

4.3.6 Limite de deteccgéo e limite de quantificacdo

Como as curvas de calibracao obtidas experimentalmente para os méetodos de Peterson
e de Folin-Lowry demonstraram linearidade e homogeneidade das variancias
(homoscedasticidade), o limite de deteccdo e de quantificacdo, foi avaliado, pressupondo a

normalidade dos dados, pelas equagdes 4 e 5 (tabela 21).
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LD=DPax10/Ca (Equacéo 4)

LQ=DP,x3/Ca (Equacéo 5)

Sendo,

LD = Limite de deteccéo
LQ = Limite de quantificacdo
DP, = Desvio padrdo do intercepto com o eixo y

Ca = Coeficiente angular (Inclinagdo da curva)

Tabela 21 - Limite de detec¢do e de quantificacdo dos métodos Peterson (0,01 a 0,15 LME) e Lowry (0,025 a
0,15 LME)

Método Equacéo da reta Limite de detecgéo (LD ) Limite de quantificagdo (LQ)
y=ax+b (hg.mL™) (Hg.mL™Y)

y=0,0010 + 0,0036x

r=0,9932 4,6 15,4
Lowry y=0,0001 + 0,0037x

r=0,9983

y=-0,0004 + 0,0037x

r=0,9860

y=0,0043 + 0,0107x
r=0,9983
Peterson y=0,0034 + 0,0092x 0,1 0,5
r=0,9967
y=0,0039 + 0,0097x
r=0,9983

n=3.LD=DP,x10/b e LQ=DP,x 3 /b, sendo, DP,= desvio padréo do intercepto com o eixoyeb =
coeficiente angular.

Os limites de deteccdo e de quantificacdo obtidos para o método de Lowry sdo
similares aos obtidos por Santos (2012). Para o método de Peterson foi testado
experimentalmente o limite de quantificacdo de até 1 pg.mL™, entdo pode-se afirmar que o
método de Peterson € muito mais preciso e exato quando comparado ao método de Lowry.

O limite de quantificacdo foi testado experimentalmente para o0 método de Lowry e
obteve-se CV% muito acima de 15% nas determinagbes a 2,5 pug.mL?, confirmando a

inexatiddo do método neste nivel de concentracéo.
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Para o método de Peterson foi testado o limite de até 1 pg/mL, obtendo-se resultados
experimentais muito proximos dos resultados tedricos e CV(%) muito abaixo de 15%,
portanto pode-se almejar reduzir ainda mais o limite inferior para o0 método de Peterson, para

a quantificacdo de proteinas residuais nas amostras de PRP.

4.4 APLICACAO DO METODO ANALITICO SELECIONADO PARA A ANALISE DE
AMOSTRAS DE PRP

Parte das mesmas amostras dos trés lotes experimentais de PRP utilizadas na avaliacéo
de desempenho do método foram empregadas para analise em condic¢des de rotina.

Os dados obtidos foram utilizados para estimar as massas necessarias para a
determinacéo do percentual de proteina residual na base seca das amostras dos polissacarideos
PRP, obtidas indiretamente do ensaio para determinacdo de umidade residual utilizando

massas iniciais de 200 mg. Os resultados estdo apresentados na tabela 22.

Tabela 22 - Umidade residual das amostras de PRP

Amostras PRP Massa inicial (mg) Massa seca (%) Umidade residual (%)
Lote 1 203,8 193,1 5,25
Lote 2 200,1 186,4 6,85
Lote 3 199,5 187,5 6,00

O teste de exatiddo (secdo 4.3.5) foi repetido a 5 pg.mL? em solvente agua ultrapura
tipo 1 e o desempenho do método selecionado neste nivel de concentragdo foi confirmado.
Pode-se verificar o coeficiente de variacdo muito satisfatorio, confirmando a acuracia neste
nivel de concentracdo. Os resultados obtidos para a recuperacdo do analito pelo método de
Peterson estdo exibidos na tabela 23.
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Tabela 23 - Recuperacio do analito (BSA a 5 pug.mL™?) pelos métodos Peterson (0,01 a 0,15 LME).

Leituras Concentracdes cVv Eficiéncia
Método *Curva r (Abs) (ug/mL) (%) (%)
0,0451; 0,0464, 4,89; 5,03; 4,79;
Peterson y=0,0092 x + 0,0034 0,9984 0,0443; 0,0448; 4,85; 4,74 3,33 97,21
0,0438

n=5;a=0,95.
(*) n=3; 1=7; Ctap= 0,5612; Ccaic= 0,389

Observa-se pelos resultados obtidos para as amostras brancas de PRP sem fortificacao
(vide tabela 8) utilizando a curva de calibracdo em solvente (dgua ultrapura do tipo 1)
demonstraram maior precisdo e homogeneidade entre os lotes em relagcdo aos resultados
obtidos utilizando a curva de calibragdo na matriz de PRP com amostras fortificadas com
BSA a5 pg.mL* (tabela 16).

Estes resultados confirmam os obtidos na comparacdo entre as curvas fornecidas em

solvente em relacédo as curvas utilizando matriz PRP de cada lote testado (tabela 17).
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5 CONCLUSAO

A adequacdo do intervalo de quantificacdo, ajustando a quantidade mais esperada do
analito préximo a regido central da curva de calibracdo e a reducao da temperatura no preparo
das amostras contribuiram tanto para o0 método de Lowry quanto para 0 método de Peterson
na solubilidade, diminuicdo do tempo de andlise e reducdo da variabilidade dos resultados. No
entanto, no intervalo estudado (2,5 a 15 pg.mL-1), o método de Lowry demonstrou baixa
precisdo produzindo resultados com coeficiente de variagdo muito acima do limite aceitavel
para 0s ensaios bioanaliticos (15%) e com as leituras das absorvancias das amostras abaixo
limite de quantificacdo do método.

O segundo método confrontado ao método de Lowry, o de Smith, ndo correspondeu as
expectativas quanto a sensibilidade no intervalo de quantificacdo estudado, fornecendo os
piores resultados, em quase todos os parametros de avaliacdo de desempenho. N&o obstante,
devido a necessidade de incubagdo a 60°C, demonstrou ser inadequado para quantificacdo das
amostras dos polissacarideos Haemophilus Influenzae tipo b que ndo sdo estaveis a esta
temperatura.

Conclui-se que o método de Peterson (1983), demonstrou ser muito mais adequado
que o método de Lowry et al (1951) para a quantificacdo de proteinas das amostras de PRP,
devido a sensibilidade, precisdo, exatiddo, limites de deteccdo e de quantificacdo adequados
ao intervalo de concentracdes das amostras, sendo também aplicavel a outros produtos para 0s
quais a quantificacdo de proteinas em nivel residual ainda € um ensaio critico. Além dos
diferenciais observados no método de Peterson em sensibilidade e precisdo, ndo foi
evidenciado efeito matriz significativo, obtendo-se a confirmagdo dos resultados da
quantificacdo com a fortificagio das amostras a 5 pg.mL™.

Outros beneficios subjacentes ao uso do método proposto foram obtidos, tais como a
reducdo de residuos de anélise e a reducdo do tempo de analise, isto sem impacto econémico
no investimento em treinamentos dos analistas ou na compra de novos materiais ou

equipamentos.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectiva futura pretende-se implantar o método de Peterson em substituicdo
a metodologia usada em Bio-Manguinhos para a quantificacio de proteinas nos
polissacarideos de Haemophilus Influenzae tipo b, o poliribosil ribitol fosfato (PRP) e dos
demais produtos que apresentam caracteristicas semelhantes, tais como os polissacarideos
meningocdcicos e a vacina de poliomielite inativada (IPV).
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