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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) causada pelo parasito Leishamania chagasi € uma doenca
severa que se tornou um crescente problema de satde publica em vérios paises, inclusive no
Brasil. O diagnostico de leishmaniose visceral canina (LVC) é muito importante no controle
da doenca, ao passo de evitar a eutanasia desnecessaria de cdes e a transmissao para 0s seres
humanos. Atualmente o Ministério da Saude (MS) preconiza 0 uso do ensaio
imunoenzimatico (EIE), como o teste confirmatorio para leishmaniose visceral canina. Os Kits
EIE LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA para o diagnostico imunoenzimético indireto
produzidos por Bio-Manguinhos utilizam imunoglobulina (Ig) de cabra anti-cdo conjugada
com peroxidase (HRP). Embora apresente melhor leitura e interpretacdo dos resultados
guando comparado a outros testes soroldgicos disponiveis comercialmente, este estudo visa
otimizar os processos de conjugacdo a fim de tornar os resultados mais especificos,
reprodutiveis e sensiveis, ja que é produzido antes da producéo do kit final. Foram produzidos
quatro grupos de conjugados variando a estequiometria entre a 1IgG e HRP, o uso de técnica
de purificacdo dos insumos e alteracdo do tempo reacional. Os conjugados produzidos foram
avaliados por Cromatografia de por exclusdo de tamanho (SEC) e por Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). Os resultados mostraram uma melhor performance para os
conjugados em que a imunoglobulina foi previamente purificada (forma monomérica) e
utilizando a estequiometria de 0,2 moles de 1gG:1 mol de HRP. Obtivemos bom resultado
também diminuindo o tempo reacional, em relacdo ao conjugado utilizado atualmente.
Conclui-se que a otimizacdo do processo de conjugagdo entre a imunoglobulina e a
peroxidase é essencial para melhorar a qualidade dos kits EIE LEISHMANIOSE VISCERAL
CANINA de Bio-Manguinhos.

Palavras chave: Leishmaniose visceral canina. Imunoglobulina G. Kit de reagentes para

diagndstico. Controle de qualidade.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) caused by the parasite Leishamania chagasi is a severe disease
that has become a growing public health problem in several countries, including Brazil. The
diagnosis of canine visceral leishmaniasis (CVL) is very important in the control of the
disease, while avoiding the unnecessary euthanasia of dogs and transmission to humans.
Currently, the Ministry of Health recommends the use of immunoenzymatic assay (EIE), as
the confirmatory test for (LVC). The kits EIE LEISHMANIOSE VISCERAL CANINE of
indirect immunoenzymatic diagnosis produced by Bio-Manguinhos use immunoglobulin
(IgG) of goat anti-dog conjugated with peroxidase (HRP). Although it presents better reading
and interpretation of the results when compared to other serological tests commercially
available, this study aims to optimize the conjugation processes in order to make the results
more specific, reproducible and sensitive. Four groups of conjugates were produced, varying
the stoichiometry between IgG and HRP, the use of the purification technique of the inputs
and changes in the reaction time. The conjugates produced were evaluated by Sieve Exclusion
Chromatography (SEC) and by Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The results
showed a better performance in the conjugates in which the immunoglobulin was previously
purified (monomeric form) and using the stoichiometry of 0.2 moles of 1gG:1 mole of HRP.
We obtained a good result also reducing the reaction time, in relation to the conjugate
currently used. It is concluded that the optimization of the conjugation process between
immunoglobulin and peroxidase is essential to improve the quality of the Bio-Manguinhos
EIE LEISHMANIOSE VISCERAL CANINE Kits.

Key-words: Canine visceral leishmaniasis. Immunoglobulin G. Diagnostic reagent Kit.

Quality control.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leishmaniose

A leishmaniose €é considerada uma doenca infecciosa zoondtica e protozoaria
transmitida por mais de 70 espécies de fémeas do género flebdtomo, sendo uma das doencas
mais negligenciadas do mundo.

A infeccdo por leishmaniose € a segunda doenca parasitaria em prevaléncia no mundo
seguida da malaria (MOAFI et al., 2019). A historia natural da manifestacdo desta doenga
mostra que é possivel encontrar parasitas em diferentes tecidos que apresentam alteracoes
imunopatologicas de acordo com a progressdo das formas clinicas (GIUNCHETTI et al.,
2019). A leishmaniose é uma doenca transmitida por vetores e causada por protozoarios
obrigatdrios intra macréfagos. E uma enfermidade caracterizada por sua diversidade e pela
complexidade.

Quanto a diversidade, a doenca consiste em quatro principais formas clinicas:
leishmaniose cutanea, leishmaniose mucosa ou muco-cuténea, leishmaniose visceral,
conhecida também como Kalazar e leishmaniose dérmica pds-kala-azar (CHAPPUIS et al.,
2007), conforme apresentado na figura 1.

A LV é a forma mais grave da doenca de acordo com Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) pode ocasionar o ébito de aproximadamente vinte mil pessoas por ano no mundo
(WHO, 2017). Via de regra, os casos de leishmaniose afetam comunidades pobres, seja na
area rural como em areas urbanas. Por ser tratar de doenca de notificacdo compulsoria, 0s
casos devem ser notificados no Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagdo (SINAN)
(BRASIL,2016).

Por razGes ainda desconhecidas, mas que se pressupde estarem associadas ao parasito
e as respostas imunes efetivas do hospedeiro, muitas vezes a forma mais grave da doenca ndo
é observada (FIEVEZ et al., 2019). No entanto, alguns pacientes podem desenvolver a forma
mais grave da doenca, se ndo for devidamente tratada.

A LV canina que é o foco principal desta dissertacdo é uma doenca crénica, que se
tornou um crescente problema de saude publica no pais, sendo endémica, e em franca
expansdo geografica. O diagnostico confiavel de cdes tem um papel fundamental no controle
da doenca humana, pois estes sdo 0s principais reservatorios urbanos da leishmaniose, ja

raposas e marsupiais sdo considerados importantes reservatorios silvestres (FARIA,
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ANDRADE, 2012).

A LV é diferenciada pelo modo de transmissdo que se da através de duas formas: a
zoonotica transmitida do animal para o vetor (flebotomineos) e deste para humano e a forma
antropondtica transmitida do humano para vetor (flebotomineos) e deste para humano. No
primeiro caso, os humanos sdo hospedeiros ocasionais, ja 0s cdes sdo 0s reservatorios dos
parasitas. (CHAPPUIS et al., 2007).

A doenca é caracterizada clinicamente por anemia, hepatoesplenomegalia, febre
irregular, dentre outros sintomas, levando muitas vezes a morte, quando ndo tratada
adequadamente. Sempre que possivel se torna necessario um diagndstico e o tratamento
precoce nos pacientes e 0 mais breve possivel a confirmagdo parasitologica da doenca para
preceder o tratamento (BRASIL, 2010).

Os testes sorologicos até 0 momento sdo a melhor opcao para detectar a leishmaniose,
porque sdo métodos menos invasivos e por representarem um bom custo-beneficio, em
relacdo a outras alternativas (COELHO et al., 2016).

Figura 1 — Formas da leishmaniose: a — mucosa ou muco cutanea; b — leishmaniose cutanea; ¢

- leishmaniose visceral ou Kalazar e d - leishmaniose dérmica pos-kala-azar

() (b)

(d)

Fonte: GOMES, 2004; LEISHMANIA Facts, 2006, acesso em: ago. 2020
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1.1.1 Epidemiologia

No Brasil os dados demograficos e epidemioldgicos sdo constatados pelo Ministério da
Saude (MS), que demostrou que a leishmaniose é uma das sete doencas com prioridade de
atuacdo do ministério, integrando assim o Programa de Controle de Doencas Negligenciadas
no pais (BRASIL, 2010).

No ambito mundial, a OMS descreve a leishmaniose como uma importante doenca
tropical negligenciada, e ressalta sua gravidade e a capacidade de produzir deformidades. De
fato, a doenca afeta principalmente individuos de baixo nivel socioecondmico e tem
aumentado muito o nimero de casos em areas endémicas, nos ultimos anos (ZANETTI et al.,
2019).

Estima-se que 350 milhdes de pessoas no mundo terdo risco de ser acometido pela
infecgdo e contrair a doenca. A incidéncia anual é estimada em cerca de dois milhGes de
novos casos. (ZANETTI et al., 2019). A leishmaniose esta presente em varios paises como:
Brasil, Bolivia, Peru, Ira, india, Siria, Afeganistdo e Aréabia Saudita, China, e em alguns paises
africanos (WHO, 2014).

Muitas novas ocorréncias estdo relacionadas ao crescente desmatamento de grandes
zonas florestais no perimetro das grandes metropoles; fato causado pelo crescimento urbano
mal planejado, que levam o deslocamento do vetor, como também da aproximacdo de animais
silvestres reservatdrios para o entorno das cidades, colaborando assim para expansdo da
leishmaniose humana e canina (CORTADA et al., 2004).

1.1.2 Vetor

A transmissdo da leishmaniose ocorre através das picadas das fémeas infectadas de
dipteros da familia Psychodidae, sub-familia Phebotominae, de género Phebotomus ou
Lutzemia, conhecidos por flebotomineos, conforme figura 2. (MOAFI et al., 2017). Os
flebotomineos estdo distribuidos em dois géneros de importancia para a sadde: Lutzomyia, no
Novo Mundo e Phlebotomus, no Velho Mundo (WHO, 2014).

O aumento no processo de migracdo de animais e pessoas de areas endémicas, a
grande gquantidade de cdes contaminados, o crescimento desordenado dos centros urbanos e o

aumento do desmatamento tém sido as principais causas da urbanizagdo das leishmanioses
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(BELO etal., 2013).

A alimentacdo dos insetos é de suma importancia para a maturacdo dos ovos. Os
estagios larvares dos flebotomineos desenvolvem-se em locais Umidos, ricos em matéria
organica e com baixa densidade luminosa (BRASIL, 2003), porém, pouco se sabe sobre 0s
criadouros naturais das formas imaturas de flebotomineos. Segundo a literatura cientifica,
locais domésticos tais como fendas de chdo e paredes, pordes de casas, construgdes
abandonadas e peri-domésticos como tocas de animais, latrinas, debaixo de pedras e aterros
podem ser considerados criadouros naturais; assim como ambientes silvestres como cavernas,
formigueiros, raizes tubulares e toca de roedores. Estudos sobre os locais de criacdo das larvas
podem facilitar o controle desses vetores (FELICIANGELI, 2004).

O periodo de maior atividade dos vetores, é a noite (ALEXANDER, 2000), por isso se
torna necessario existir programas de prevencdo e de controle permanente. Além disso, as
mudancas climaticas também podem ser consideradas como importante fator facilitador da
aparicao do vetor e consequentemente a transmisséo da doenca (MENDES et al., 2016).

Figura 2 - Flebotomineo- Mosquito Palha

Fonte: https://www.infoescola.com/wp-content/uploads/2014/02/Lutzomyia-longipalpis.jpg. Acesso: julho-2020.
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1.1.3 Ciclo de transmisséo

O ciclo da doenca se inicia quando os flebotomineos, conhecidos popularmente como
mosquito palha, tatuquiras, birigui, entre outros, ingerem macrofagos parasitados por formas
amastigotas (forma aflagelada) do Leishmania durante o repasto sanguineo, que liberadas no
intestino do mosquito multiplicam-se como formas flageladas denominadas promastigotas
(formas flageladas). Com isso, o0 hospedeiro vertebrado ¢ infectado com a forma promastigota
no momento da picada pelo vetor que contétm em sua cavidade bucal os parasitas
multiplicados e armazenados (CUNNINGHAM, 2002).

As promastigotas penetram nos macrofagos circulantes e multiplicam-se como
amastigotas, em seguida os macréfagos rompem liberando os amastigotas, infectando outros
macrofagos no organismo e dando continuidade ao ciclo da doenca conforme figura 3
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

A transmissdo da leishmaniose em mamiferos se d& por mais de 70 espécies das
fémeas de dipteros infectadas (MOAFI et al., 2017). A Leishmania infantum é o principal
agente causador da infeccdo humana e de cédes no Brasil. Em geral os cdes domésticos (Canis
familiaris) séo os principais hospedeiros dos reservatérios de LV.

No Brasil, assim como em outros paises com regiGes endémicas como Ird, a deteccdo
da LVC € mais dificil em cdes assintomaticos (SHOKRI et al., 2017), por muitas vezes 0s
testes resultam tanto em falsos positivos como falso negativos, podendo levar a eutanasia

desnecessaria de cdes ndo infectados (GOMES, 2008).
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Figura 3 - Ciclo da doenca
CICLO DA DOENCA -~ MOSQUITO-PALHA

S3o pequenos e tém a coloragdo de cor palha e,
em posicao de repouso, suas asas permanecem
eretas. Eles se desenvolvem em locais Umidos e

; . ; ricos em matéria organica.
TRANSMISSAO

0O ciclo comega quando o
mosquito fémea infectado

PERIGO B ) ¢ pica um cachorroe o
Criangas estao mais propensas a contamina com o parasita.
doenca pela imunidade mais baixa.

Quando nao tratada, a leishmaniose
pode evoluir para morte em mais
de 90% dos casos

RISCO

Como caes convivem com humanos, em
lugares com alto niUmero de animais
contaminados e mosquitos-palha ha
maior risco de contaminag¢ao em pessoas

RESERVATORIO

0 cdo contaminado n3o transmite
a leishmaniose para outros c3es
nem para humanos, mas funciona
como reservatorio da doenca

Ou seja: se picado pelo mosquito,
o torna transmissor da doenga.

Fonte: Ministéno da Saude

Fonte: https://jarinu.sp.gov.br/semana-estadual-de-prevencao-e-controle-da-leishmaniose-visceral-de-5-a-10-de-
agosto-de-2019/

1.1.4 Reservatoérios

O diagndstico confiavel de cdes desempenha um papel fundamental no controle da
leishmanose, pois estes sdo 0s principais reservatorios da doenca urbana, como mostrado na
figura 4 (FARIA; ANDRADE, 2012). A Leishamaniose visceral € diferenciada pelo modo de
transmissao através de duas caracteristicas a zoondtica transmitida do animal para o vetor e
deste para humano e a caracteristica antroponética transmitida do humano para vetor e deste
para humano.

Normalmente, 0s humanos sdo hospedeiros ocasionais, ja 0s cdes Sao 0s reservatorios
dos parasitas, mas além destes, outros mamiferos como: cotias, pacas, roedores de pequeno
porte podem ser reservatérios de infecgdo (WHO, 2014). Os principais reservatorios silvestres
s80 as raposas e 0s marsupiais que mantem esse ciclo silvestre, ja os cdes sdo 0s principais
reservatorios domésticos nos ciclos domiciliares e peridomiciliares da LV e, comumente, sao
responsaveis por manter o agente endémico em determinada regiéo.

Esse papel € explicado nédo so pelo fato da prevaléncia da doenca em cées ser mais alta
guando comparada a humana, mas, também, pelo elevado nimero de caninos assintomaticos,
podendo representar 80% dos animais infectados (SOLANO-GALLEGO et al., 2009), esses
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cées infectados podem ou ndo desenvolver quadro clinico da doenca, caracterizado por febre
prolongada, nodulos ou ulceragdes, diarreia, hemorragias intestinais, sinais de
emagrecimento, ericamento e queda dos pelos, paralisia dos membros posteriores, lesdes
oculares podendo causar cegueira e caquexia e nos casos mais graves levam ao obito
(SHOKRI et al., 2017).

Assim, muitas pesquisas buscam sistemas diagnosticos capazes de detectar
leishmaniose entre os cdes e com isso auxiliar no seu controle (ROSATI et al., 2003). A
maioria dos cdes soropositivos é aparentemente sadia, mas com a carga infecciosa alta,
permite uma fécil infec¢do do vetor, com isso o cdo é considerado melhor reservatorio que 0s
humanos, mesmo em fase precoce da infeccdo, ja que infectam os flebotomineos na fase
assintomatica como na sintomética (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Figura 4 - Animais com manifestagbes da leishmaniose visceral canina. (A) Linfonodo
aumentado, (B) Estado nutricional magro, evidenciando costelas sob a pele, (C) Palidez nas

mucosas orais e (D) Atrofia da musculatura temporal

Fonte: f67f735036¢f1f9d7ffaa7ef6f72202¢_streaming_attachment.pdf / acesso: agosto-2020
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1.2 Métodos imunologicos

No Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos (Bio-Manguinhos) a area de reativos
para diagndstico tem como objetivo e missao a producdo de reagentes para diagndstico para o
fornecimento ao MS, oferecendo suporte na area de controle e diagnostico de doencas infecto-
contagiosas e melhorando assim, as acdes do Sistema Unico de Satide (SUS) dedicados a
populagéo brasileira.

Os diagnosticos laboratoriais disponiveis a leishmaniose canina sdo os parasitologicos,
molecular e sorolégicos como a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), ensaio
imunoenzimatico (ELISA), imunocromatografia de duplo percurso (DPP), fixacdo do
complemento e aglutinacio direta (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

O teste de intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) ¢é teste diagnéstico
complementar que utiliza extrato sollvel de parasitos mortos na face interna do antebraco e
procede da avaliacdo da hipersensibilidade tardia ao antigeno de Leishmania sp mediada por
células T apds 48 a 72 horas (MEDEIROS et al., 2005; KROLEWIECKI et al., 2017).

Muitos testes soroldgicos utilizam antigenos de promastigotas obtidos de culturas e
ndo purificados, o que pode comprometer a especificidade do teste por causa de reacdes
cruzadas com outras espécies (DESJEUX, 2004). No entanto, hoje em dia, ja se utiliza alguns
testes com antigenos recombinantes para obtencdo de um melhor resultado. O teste de
aglutinacdo direta (DAT), foi desenvolvido, inicialmente para o diagndstico da LV humana,
esse teste é simples, porém requer um longo periodo de incubacgéo (18 horas), 0 que pode ser
fator limitante para seu uso (KAR, 1995).

A técnica Western blot é considerada a mais sensivel e especifica para deteccdo da
LVC, que detecta anticorpos por meio de sua reacdo com determinados antigenos, esta técnica
pode ser usada para diagnostico da infeccdo e do parasitismo. (TALMI et al., 2006).

No Brasil utiliza-se como técnica de triagem para diagnostico da Leishmania visceral
a imunofluoréscencia indireta, que consiste em antigenos promastigotas de espécies do género
Leishmania fixadas em laminas e no qual sdo aceitos como resposta positivas as dilui¢es dos
soros partir de 1:80 (BRASIL, 2003). O teste considerado como confirmatério para a
leishmaniose visceral canina € o ensaio imunoenzimatico (ELISA) sendo um teste de féacil
execucdo de leitura, que vem sendo utilizado em programas de controles e epidemioldgicos
(BRASIL, 2003).
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Nos laboratérios centrais de salde publica (LACENS), os dois testes citados
Imunofluorescéncia indireta - Biomanguinhos (RIFI®) e ELISA® — (Kit EIE Leishmaniose
Visceral Canina — Biomanguinhos sdo mais utilizados. Atualmente 0 MS, esta indicando
também o teste imunocromatografico TR DPP® Leishmaniose Visceral Canina de Bio-
Manguinhos como triagem e o ELISA® continua como teste confirmatdrio (MINISTERIO
DA SAUDE, 2014). O teste rapido apresenta elevada sensibilidade nos cies sintomaticos
(98%), ja nos caes assintomaticos é mais baixa (47%) (GRIMALDI et al., 2012).

A partir de 1980 técnicas moleculares como a reacdo em cadeia polimerase (PCR),
também passaram a ser utilizadas para diagnéstico da doenca, isolando e identificando
parasitos do género Leishmania, porém a sensibilidade do teste varia de acordo com a amostra
testada. Embora a técnica seja menos invasiva, quando se utiliza amostras de sangue total a
sensibilidade do teste é menor (LACHAUD et al., 2002).

Muitas vezes o tratamento da leishmaniose se da com drogas antimonias, porém muito
toxicas para 0 paciente e algumas vezes causam resisténcias antimicrobiana. Além disso, €
comum o paciente ndo cumprir o tratamento até o final, por causa do custo elevado dos
medicamentos disponiveis, por isso seria muito importante além dos diagnosticos, o
desenvolvimento de vacina para prevencgéo da leishmaniose.

A tentativa de obter uma vacina para humanos comegou com a primeira geracdo de
vacinas, em meados de 1940 que era composta de trés subgrupos de parasitas mortos,
antigeno de Leishmania fracionado e com patogenos atenuados vivos. A segunda geracdo de
vacina inclui proteinas recombinantes, atingiu apenas a fase dois dos ensaios clinicos e a
terceira geracdo representada por uma vacina de Acido desoxirribonucleico (DNA) encontra-
se hoje na fase dois do estudo clinico (MOAFI, 2019).

Nos dias atuais apenas as vacinas de uso veterinario contra LVC sdo utilizadas como
medidas de controle e profilaxia, mesmo sendo uma tarefa desafiadora. Até o momento sé
existem trés vacinas aprovadas para uso veterinario, uma no Brasil e duas na Europa, a do
Brasil Leish-Tec®, baseada em proteina recombinante e as duas da Europa CaniLeish®
secretada do antigeno de L. infantum e LetiFend®, composta por fusdo de proteinas. Em
relacdo a protecéo e eficacia as trés sdo semelhantes (MORENO, 2019).

Os conjuntos de insumos dos Kkits diagndsticos utilizam reacGes quimicas,
bioquimicas, imunologicas ou bioldgicas “in vitro”, para obter resultados de apoio as
avaliagdes clinicas em pacientes. Essas reacOes sdo obtidas através de interacfes entre

antigenos e anticorpos. Os antigenos sdo obtidos a partir de virus, bactérias, fungos ou células.
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Os reagentes para diagnéstico desempenham fungdes importantes para a satde pablica e na
vigilancia epidemiol6gica, por meio de identificagdo e monitoramento de doengas, e na
avaliacdo da qualidade de sangue em Servicos de Hemoterapia (MEDEIROS, 2004). Os
diagnosticos sorologicos baseiam-se na identificacdo de anticorpos, proteinas que reconhecem
um antigeno de forma especifica e com alta afinidade.

A especificidade de ligacdo ao antigeno é definida pela por¢do variavel (Fab) da
molécula, constituida pela unido das regifes variaveis da cadeia pesada e da cadeia leve que
constituem a imunoglobulina. As propriedades caracteristicas da classe dependem da porcao
constante da cadeia pesada (CATELAN et al, 2008).

Atualmente o Ministério da Saude (MS) preconiza o uso do ELISA, como o teste
confirmatorio para a doenca leishmaniose (FUNED, 2015). O kit de ELISA utilizado para
diagnostico de leishmaniose visceral canina a todos Laboratérios de Rede Pablica do pais €
produzido pelo o Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos (Bio-Manguinhos). Este Kit é
controlado pela Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED) e regulamentado pelo Ministério da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA). O ensaio de ELISA baseia-se na capacidade
de ligacdo do anticorpo a uma molécula especifica, chamada de antigeno.

Como a interagdo antigeno-anticorpo nem sempre é evidenciada por um fenémeno
visivel, torna-se necessario a marcagdo dos anticorpos com compostos quimicos definidos e
detectaveis e que possam ser mensurados (VAZ, 2012). Este processo é chamado de
conjugacdo. O conjugado anti-IgG canina é um dos componentes utilizados no kit de Ensaio
Imunoenzimatico (EIE) LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA (LVC), sendo um insumo

de suma importancia para resposta da reacao neste kit (Figura 5).

Figura 5 - Kit de diagnostico EIE LVC produzido por Bio-Manguinhos

Fonte: (Bio-Manguinhos, 2018).
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O conjugado Peroxidase-1gG se liga ao anticorpo primario, que por sua vez esta ligado
a proteina-alvo (antigeno adsorvido a placa de ELISA ou presente em membrana de western-
blot ou de dot blot). A deteccdo do complexo formado ocorre quando a peroxidase de raiz-
forte (HRP) catalisa a reacdo de oxidacdo do substrato cromogénico 3,3", 55 -
tetrametilbenzidina (TMB), apds ser ativada pela 4gua oxigenada, provocando uma mudanca
de cor (SCHUTZ et al., 1997).

O processo de conjugacdo da HRP com IgG pode ser realizado por reacdo HRP com
glutaraldeido, por oxidacdo com metaperiodato de sodio, por formacdo de pontes dissulfeto
ou por meio de quaisquer agentes ligantes para grupos amino ou tiol. Os conjugados com
HRP formados nestes processos sdo mais estaveis e menores do que os conjugados com
fosfatase alcalina ou com B—galactosidase em funcéo do alto teor de glicosilacdo da HRP, que
garante uma maior estabilidade da enzima (HERMANSON, 1996).

Esta metodologia de ligacdo produz um conjugado muito estavel, desde que todos 0s
grupos aldeidos gerados a partir da reacdo com metaperiodato de sddio, sejam completamente
eliminados do conjugado pela reacdo de reducdo com borohidreto de sédio (NAKANE;
KAWAQOI, 1974).

1.3 Métodos de conjugacao

Os conjugados podem ser obtidos a partir de anticorpos e enzimas, compostos
fluorescentes como a fluoresceina ou ouro coloidal. A bioconjugacdo € um processo que gera
uma ligacdo covalentemente estavel entre duas ou mais moléculas que apresentam um alto
grau de especificidade in vitro ou in vivo (HERMANSON, 1996).

Os processos quimicos de conjugacdo envolvem a reacdo entre grupos funcionais
(HERMANSON, 1996). O método de aminacdo redutiva foi empregado pela primeira vez
para a obtencdo de glicoconjugados, obtidos a partir da ligacdo da albumina sérica bovina
(BSA) e o toxdide tetanico aos polissacarideos meningocdcicos (JENNINGS, 1981).

Uma das vantagens citadas para este metodo, esta a de ser um meio direto de ligacdo
entre oligossacarideos e 0s grupamentos amino de proteinas. As enzimas sdo amplamente
utilizadas para obtencdo de bioconjugados quimicos, pois permitem a deteccdo de
componentes. A enzima conjugada com anticorpo pode ser usada para visualizar presenca de
antigeno. A opcao pelo tipo de conjugacdo depende da estrutura quimica e da disponibilidade

de grupos funcionais presentes nos oligossacarideos e nas proteinas dependendo do conjugado
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que se deseja obter.

Existem dois tipos de conjugacdo, a direta e a indireta. A Unica diferenca entre elas é
qgue na conjugacdo direta, o polimero é introduzido diretamente na estrutura da proteina,
enguanto na conjugacéo indireta um espacador hetero bifuncional € ligado primeiro a proteina
para criar um intermediério reativo que posteriormente sera conjugado com a segunda
molécula (HERMANSON, 1996).

Os grupamentos aldeido e cetona sdo alvos importantes nas reagcdes de conjugacao,
porém, como nem sempre estdo presentes na estrutura de biomoléculas, podem ser gerados
por reagdes especificas, 0 método mais simples de gerar grupamentos reativos em uma
molécula polissacaridica é a reacdo de oxirredu¢do com metaperiodato de sédio, um composto
que cliva as ligacGes entre atomos de carbonos das unidades monossacaridicas que contenham
hidroxilas vicinais, gerando aldeidos reativos.

Os aldeidos podem reagir com aminas primarias e secundérias, através da reacdo de
desidratacdo formando base de schiff, podendo ser hidrolisada em meio aquoso, embora
possui sua formacdo favorecida em condicdes alcalinas, a estabilidade no produto final ndo é
garantida, portanto se torna necessario colocar essa base schiff quimicamente estabilizada
através do método de aminagdo redutiva, em que se utiliza agentes redutores tais como
cianoborohidreto e o borohidreto de sodio, este Gltimo é capaz de reduzir ndo somente 0s
grupamentos aldeidos regenerando a hidroxila, como também a base schiff formando uma
amina secundaria. A necessidade dessas etapas esta relacionada com a falta de grupamentos
reativos na cadeia polissacaridica, por exemplo, que devem ser gerados, a fim de permitir o

acoplamento com outras moléculas, tais como as imunoglobulinas (HERMANSON, 2008).

1.3.1 Imunoglobulinas

As imunoglobulinas sdo formadas por um grupo de proteinas de origem animal —
gama globulinas ou imunoglobulinas, produzidas por linfécitos B que se diferenciam em
plasmécitos, capazes de agir como anticorpos especificos, sendo responsaveis pela imunidade
humoral contra uma série de patologias. Sdo chamadas de imunoglobulinas as proteinas que
tém atividade de anticorpos e as que com elas tém rela¢éo antigénica (HERMANSON, 1996).
As cinco classes de imunoglobulinas conforme mostrado na figura 6, estdo divididas em:

- IgA, representa de 15 a 20% do total imunoglobulinas do soro; é dividida em

subclasses, IgA 1 (90%) uma cadeia pesada tipo a que est4 presente no soro, enquanto a outra
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parte IgA 2 (10%) predominam em secre¢des nasais, salivares e no leite.

- 1gD, representa 1% do total das imunoglobulinas no soro, composta de cadeia pesada
do tipo 0 e esta presente em grande quantidade nos linfocitos maduros.

- IgE, representa menos de 1% do total das imunoglobulinas do soro, composta de
cadeia do tipo &, esta presente em grande quantidade na membrana de mastocitos e basofilos.

- IgM, representa aproximadamente 10% do total das imunoglobulinas, composta de
cadeia do tipo p e é a imunoglobulina inicial das respostas imunes; atravessa a barreira
placentaria conferindo imunidade passiva ao feto.

- 1gG é a principal imunoglobulina do soro, representando 70 a 75% do total das
imunoglobulinas do soro, composta de cadeia pesada do tipo Y, e é a mais importante das
respostas imunes secundarias sendo a Unica da classe antitoxina, e também atravessa a
barreira placentaria conferindo imunidade passiva ao feto (HARLOW, 1988). Embora as
imunoglobulinas sejam estruturalmente homogéneas, ocorre algum grau de heterogeneidade
molecular desses anticorpos, uma vez que sdo produzidos por multiplos clones de células B.
Esse processo de producdo interfere na sequéncia dos aminoacidos das imunoglobulinas, e
dependendo da resposta a ser desencadeada pode ocorrer resposta limitada, isto é reacdo
cruzada, devido a mdltipla especificidade dos diferentes epitopos antigénicos (HARLOW,
1988). Foi proposto que segmentos hipervaridveis também chamados de regides
determinantes de complementariedade (CDRs), formem o local de ligacdo do antigeno, que a
especificidade do anticorpo seja determinada pela natureza de seus aminoacidos e que essas
regides é que determinam a especificidade do anticorpo (KABAT, 1970).

Dessas cinco classes o principal anticorpo utilizado para diagnostico é a
Imunoglobulina do tipo (IgG), que possui massa molecular igual a 150kDa, que estdo
envolvidas na resposta imune secundaria, na qual seu aumento € mostrado nas respostas
cronicas de doencas. Desta forma o conjugado anti-lgG marcado com a enzima peroxidase é
utilizado em testes imunoenzimaticos de diagnosticos, devido a especificidade desses insumos
as imunoglobulinas sericas aumentadas em determinadas patologias e como ferramentas na

conjugacéo para os Kits de EIE anti-cdo.
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Figura 6 - Formas das Imunoglobulinas
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Fonte: UNIVERSIDADE ESTACIO DE SA, 2020.

1.3.2 Peroxidase raiz forte (HRP)

A enzima peroxidase ¢ uma glicoproteina obtida da planta raiz forte Armoracia
rusticana cultivada em regides temperadas e possui alto valor culinario (VEITCH, 2004). A
massa molecular da HRP é aproximadamente 44 kDa, suas isoenzimas apresentam ponto
isoelétrico de 3,0 a 9,0. A HRP é a enzima mais utilizada na conjugacdo com anticorpos
secundérios para a técnica de ELISA, esta técnica foi desenvolvida por ENGVALL et al.,
1971.

As principais vantagens do uso da HRP em relacdo a outras enzimas sdo: grande
variedade de substratos cromogénicos, substratos de baixo custo, maior estabilidade, e a
possibilidade de ser conjugada com outras proteinas por diferentes formas de conjugacao e
produz conjugado estavel (SCHUTZ et al., 1997).

A peroxidase se liga ao peroxido de hidrogénio (H202) e o complexo resultante [HRP
H>02] pode oxidar uma grande variedade de cromogenos doadores de hidrogénio. O pH 6timo
da HRP dependera do substrato utilizado, e pode variar entre 5,0 e 6,5, sendo que em pH 7,5
sua atividade maxima corresponde a 84%. A estabilidade das isoenzimas esta na faixa de pH
entre 5,0 a 9,0 (SCHUTZ et al.,, 1997). A peroxidase é utilizada para aumentar a
detectabilidade de uma molécula alvo como uma proteina, com isso ela é utilizada nos ensaios

imunoenzimaticos para a detec¢cdo de muitas doengas.
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1.3.3 Ensaio imunoenzimético L\VVC

Os ensaios imunoenzimaticos sdo amplamente empregados para pesquisa de
anticorpos e diagndsticos de muitas doencas, tais como a leishmaniose visceral e a
leishmaniose visceral canina. O método EIE LVC se baseia na detecgdo de anticorpos contra
leishmania em soro ou plasma de caes.

Os antigenos soluveis sdo extraidos da forma promastigota da leishmania previamente
adsorvidos nas cavidades de microplacas de 96 pocos, em seguida adicionam-se, 0S SOros
controles e amostras a serem analisadas que, possuindo anticorpos especificos se fixam aos
antigenos. Logo apos, ao adicionar uma anti-imunoglobulina canina marcada com HRP ocorre
a ligacdo entre essa Ig conjugada e os anticorpos, caso estejam presentes.

Para detectar a reacdo, a enzima peroxidase liga-se ao peroxido de hidrogénio para
oxidar os seus substratos e na presenca de uma solugdo cromdgena desenvolvem uma cor
azul. Por ultimo ¢ adicionado o acido sulfurico que bloqueia a reacdo que adquire a coloragédo
amarelada, em caso positivo (reagente). Apoés todas essas etapas, a leitura do ensaio €
realizada em espectrofotdmetro para microplacas equipado com um filtro de 450 nm. O teste
de ELISA é amplamente utilizado devido a possibilidade de diagnostico em larga escala e
baixo custo (MENDES, 2013).

Existem outros testes de diagnosticos como os que utilizam punc@es esplénicas e de
medula 0ssea gque sdo invasivos e exigem ambientes apropriados para a coleta, ndo sendo
viavel para os diagndsticos individuais (SOARES, 2005; BOARINO et al., 2005), e, portanto,
ndo sendo um procedimento para estudos epidemioldgicos. Os testes rapidos servem apenas
para a triagem dos pacientes e o teste molecular tem alto custo financeiro. Por isso atualmente
uma estratégia vem sendo desenvolvida para melhorar a producéo do conjugado canino anti-
IgG peroxidase (HRP) usado no Kit EIE/CVL produzido em Bio-Manguinhos, resultando em
um kit mais especifico e economicamente viavel, ja que € um kit utilizado em programas de
controle epidemioldgicos (BRASIL, 2003).
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2 JUSTIFICATIVA

Os reagentes para diagnostico desempenham func¢des importantes para a satde publica
e na vigilancia epidemioldgica, por meio de identificacdo e monitoramento de doencas.
(MEDEIROS, 2005). Nos kits baseados nos ensaios de ELISA, o conjugado representa um
componente fundamental para a especificidade do teste.

Apesar das metodologias que culminam na producdo dos conjugados de HRP com
imunoglobulinas de cabra anti-lgG canina estarem bem definidas em Bio-Manguinhos, alguns
controles de processo e de insumos, antes de chegar ao produto final ndo estdo bem
implementados e precisam ser revistos. Dentre 0s componentes a serem avaliados, o anticorpo
e a peroxidase utilizada na producdo de conjugados, representam um alvo primordial que
precisam de um controle mais efetivo.

A producéo dos conjugados de HRP com imunoglobulinas de cabra anti-lgG canina
apresenta muitas variagdes lote a lote por ndo haver um melhoramento e controle desses lotes
de conjugados internamente, o que afeta a especificidade, a reprodutibilidade e a qualidade do
produto final. Portanto, a presente dissertacdo visa otimizar o processo de conjugacdo por
meio da implantacdo de controle de processos da conjugacdo do anticorpo e da peroxidase,
uma vez que as atividades bioldgicas e enzimaticas afetam diretamente na qualidade do
conjugado, e por sua vez, o kit produzido.

A otimizacdo na producdo de conjugados trard altos niveis de especificidade,
sensibilidade e estabilidade, além de garantir qualidade do produto e menor custo, inclusive
evitara perdas no processo. Estd dissertacdo tem como proposta melhorar as respostas dos
conjugados que sdo componentes primordiais no kit de EIE-LVC produzidos em Bio-
Manguinhos.

O kit EIE LVC representa uma o6tima alternativa no diagnéstico da leishmaniose
visceral canina, devido a possibilidade de diagnostico em grande escala, melhor leitura e
interpretacdo dos resultados e por ser um teste confirmatorio para o diagnéstico da LVC
(INSTITUTO DE TECNOLOGIA EM IMUNOBIOLOGICOS, 2019). A falta de controle
mais rigoroso da Leishmaniose, resulta na eutanasia de cdes sororreagentes. Assim, se faz
necessario a busca por testes sorologicos que apresentem resultados acurados e validos para o
diagnostico da LVC.

Além disso, a otimizacdo desse procedimento traria uma importante contribuicdo para
a diminuicdo dos gastos em Bio-Manguinhos, ja que muitas vezes se gasta volume maior do

conjugado do que seria de fato necessario. E importante ressaltar que hoje em dia € realizado
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o0 controle de processo interno em Bio-Manguinhos, e um controle externo pela FUNED, mas
apenas para o kit final.

Portanto esta dissertacdo visa a otimizagdo no processo de conjugacao para privilegiar
as formas monoméricas da proteina, modificando alguns parametros de conjugacdo e
monitoramento através da cromatografia de exclusdo molecular e contribuird para que se
obtenha uma melhor especificidade da ligagdo da IgG com a peroxidase, contribuindo para
melhor estabilidade do conjugado anti-lIgG canina/peroxidase e uma otimizacdo na qualidade

do conjugado antes de chegar ao kit final.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Otimizar o processo de conjugacdo quimica entre a IgG de cabra anti-cdo e a
enzima peroxidase, componentes do kit diagndstico EIE Leishmaniose Visceral Canina

(LVC) visando a melhoria do produto final.

3.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a estequiometria da reacdo de conjugacdo entre a imunoglobulina de cabra anti-
cdo e a enzima peroxidase;

2. Auvaliar a influéncia do tempo de reacdo com borohidreto de sédio na formacdo do
conjugado;

3. Utilizar a técnica de cromatografia de exclusdo molecular para avaliacdo dos conjugados
obtidos;

4. Utilizar ensaio imunoenzimatico (ELISA) para caracterizacdo imunoldgica dos
conjugados obtidos.
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4 METODOLOGIA

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Macromoléculas (LAMAM), na Secéo
de Insumos Conjugados e Apoio (SEICA) e Secdo de Bacteérias e Protozoarios (SEPRO) do
Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos — Bio-Manguinhos da Fiocruz.

4.1 Obtencao da IgG para conjugacao

4.1.1 Obtencéo de soro hiperimune

A partir de 2 animais previamente imunizados, o soro hiperimune foi obtido conforme
diretrizes da producdo de insumos do Departamento de Reativos de Bio-Manguinhos.
Resumidamente, utilizou-se 19G canina comercial Rockland™ na diluicdo de 4mg/mL em
solugédo salina 0,85% contendo adjuvante completo de Freud, inoculadas em animais de
médio porte (caprinos).

As etapas seguintes da imunizacdo desses animais foram realizadas com adjuvante
incompleto de Freud. O esquema de imunizagdo utilizado foi de trés inoculac¢des quinzenais e
um reforco sete dias apds a ultima inoculagdo. Apos as imunizagdes foi realizada 50 mL de
sangria teste para avaliacdo e titulacdo destes soros pelo método de imunodifusdo radial
simples, (OUCHTERLONY, 1958).

Os soros foram considerados satisfatorio a partir do titulo de 1:32 (v/v), de acordo com
documentos aprovados pela garantia da qualidade de Bio-Manguinhos e utilizados
rotineiramente na area. Para realizar imunodifusdo radial simples foram aplicados 3,5mL de
gel de agarose (agarose 0,9% em solucdo tampéo Prince, pH 7,6) em lamina de vidro, apés
polimerizacdo do gel, foram realizadas perfuracdes com auxilio de uma roseta de metal que
apresenta um orificio central e seis orificios formando um circulo ao redor. No orificio central
foi aplicada a 1gG comercial (4mg/ml), a mesma concentracdo utilizada para a inoculagdo dos
animais nos demais orificios foram aplicados o soro hiperimune puro sem dilui¢cdo e nas
diluicbes: 1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32 com PBS, apds 24 horas foi realizada a leitura visual. Os
soros aprovados foram estocados a -20°C até utilizag&o.

4.1.2 Precipitacdo dos soros hiperimunes por sulfato de aménio
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A precipitacdo € uma metodologia muito usada para processo de purificacdo de
proteinas, em que ocorre alteragdo no meio que pode levar ao aumento da atragdo entre as
moléculas do soluto que irdo aglomerar de forma mais intensa e gerar agregados (PESSOA,
2005). O soro hiperimune foi inicialmente precipitado com sulfato de aménio, misturando o
soro a0 mesmo volume de sulfato de amonio 60% p/v. O sulfato foi adicionado por
gotejamento lento e dentro do soro em banho de gelo e sob agitacdo. Ap6s o gotejamento o
soro processado é mantido em agitacdo e banho de gelo por mais 4 horas. Ao término da
incubacdo, o material foi centrifugado a 1560 x g por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
retirado e o pellet foi ressuspendido em &gua purificada para o volume inicial.

Na etapa seguinte foi realizada a segunda precipitacdo, porém a solugéo de sulfato de
amonio utilizada foi de 90% p/v. O sulfato foi adicionado por gotejamento lento e dentro do
soro em banho de gelo e sob agitacdo. Ap6s o gotejamento 0 soro processado é mantido em
agitacdo e banho de gelo por mais 4 horas. Ao término da incubacdo, o material foi
centrifugado novamente, s6 que desta vez, com o pellet ressuspendido em tampéo Tris-HCI
0,05 M, pH 8,0, em seguida foi realizada a quantificacdo de proteina do material obtido pelo

método de absor¢ao ultravioleta. O material foi acondicionado em freezer (-20°C).

4.1.3 Dialise das proteinas

Apbs descongelamento, as proteinas que foram parcialmente purificadas pela
precipitacdo por sulfato de amonio, foram submetidas ao processo de dialise a fim de remover
0 excesso de ions sulfato. O volume de 1L foi adicionado em um sistema Amicon® (Merck,
EUA) contendo uma membrana de celulose Millipore com corte de 100 kDa, conectado a um
cilindro de nitrogénio, em banho de gelo.

A dialise foi realizada em tampédo Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0, sendo monitorado a
quantidade de saida de sal através de aliquotas 0,5 mL de material testada com a mesma
quantidade de cloreto de béario 0,1M. Apo0s toda etapa da didlise e sem a presenca de sal,
porcdes filtradas e retidas pelo sistema de ultrafiltragdo foram recolhidas para dosagem

proteica e purificagéo.

4.1.4 Purificagdo das imunoglobulinas

O material proteico dialisado foi centrifugado a 3000g por 30 min a 4° C, submetido a

cromatografia de troca i6nica em uma coluna DEAE Sephacel XK50/60 cm (GE Healthcare-
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XK50) com volume total de 900mL com limite de pressdo do sistema, equilibrada com
tampdo de eluicdo A (Tris HCI 50 mM, pH 8,0), em um fluxo de 4 mL/min com limite
estabelecido em 0,3MPa. A proteina de interesse foi deslocada em tampéo de eluicdo B (Tris-
HCI 50 mM, NaCl 0,18 M, pH 8,0), conforme GE HEALTHCARE, 2002; SILVA, 2004. A
deteccdo das fracOes proteicas foi feita pelas leituras das absorvéncias a 220 nm e 280 nm
(GE HEALTHCARE, 2002). Esta etapa cromatogréafica foi efetuada em um sistema
cromatografico Pharmacia Biotech (HPLC/FPLC), em seguida o volume 1300mL do pool das
fracdes obtidas de acordo com perfil cromatogréfico, foram dialisados e concentrados no

préprio sistema Amicon®

4.1.5 Quantificacdo de proteinas

A quantificacdo do pool de amostras obtidas apos a eluicdo da coluna foi realizada
pelo método de absorcdo ultravioleta, onde a DO obtida foi dividida pelo coeficiente de
extincdo da IgG 1,4 (PRESENTINI; TERRAN, 1995) e o valor encontrado foi multiplicado
pelo fator de dilui¢do 1:100, obtendo a concentracdo de proteinas existente por cada 1 mL do
pool obtido. Nesta quantificagdo as leituras das fragdes reunidas foram realizadas utilizando
DO a 280 nm.

4.1.6 Obtencdo da IgG monomérica (Purificacdo da IgG)

O material proteico obtido por troca idnica, foi submetido a cromatografia de exclusdo
molecular preparativa, em uma coluna de Superdex 200 HR 30/10, foi efetuada em uma
estacdo de trabalho da G&E Heathcare. A coluna foi equilibrada com solugdo tampéo fosfato
(PBS) 0,01M, pH 7,4, em um fluxo de 0,5mL/min com limite de pressdo do sistema
estabelecido em 1,5 MPa. Foi aplicado o volume de 100 uL da amostra. A deteccdo das
fragbes proteicas foi feita pelas leituras das absorvancias a 220 nm e 280 nm (GE
HEALTHCARE, 2002).

4.2 Producéo dos conjugados

4.2.1 Conjugacéo da IgG com HRP
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Apo6s a IgG anti-cdo ter sido purificada, dialisada, concentrada e quantificada, foi
realizada a producdo de trés grupos de conjugados designados como 1, 2 e 3, que foram
subdivididos, como mostra a tabela 1. No grupo 1 a conjugacéo foi baseada na massa (p/v) —
A: conjugado com estequiometria atual 45mg/mL de IgG conjugada com 22,5 mg/mL de
HRP; B: 45mg/mL de 1gG conjugada com 45mg/mL C: 45mg/mL de 1gG conjugada com
11,3mg/mL. No grupo 2 a conjugagdo foi baseada na razdo molar — D: conjugado com
estequiometria atual - 0,3uM IgG: 0,5uM HRP; E: conjugado produzido do grupo 1,
considerando a massa molecular das moléculas envolvidas - 0,3uM IgG:1uM HRP e F:
estequiometria teste, diminuindo a razdo entre IgG e HRP - 0,2uM 1gG:1uM HRP. Grupo 3:
baseada na estequiometria ajustada - G: conjugado com estequiometria atual 0,3uM IgG:
0,5uM HRP; H: conjugado produzido do grupo 2 - 0,2uM IgG:1uM e I: Teste mondmero de
IgG - 0,2uM IgG purificada: 1uM (tabela 1).

Tabela 1 — Relacdo de IgG/HRP utilizadas para obtencdo dos subgrupos de conjugados

CONJUGADOS GRUPO 1 IgG HRP
A (Com estequiometria atual) 45mg/mL 22,5mg/mL
B (Estequiometria teste) 45mg/mL 45mg/mL
C (Estequiometria teste) 45mg/mL 11,3mg/mL

CONJUGADOS GRUPO 2

D (Com estequiometria atual) 0,3uM 0,5uM
E ( conjugado grupo 1) 0,3uM 1uM
F (Estequiometria teste) 0,2uM 1uM

CONJUGADOS GRUPO 3

G (Com estequiometria atual) 0,3uM 0,5uM
H (conjugado do grupo 2) 0,2uM 1uM
| (Teste mondmero de 1gG) 0,2uM 1uM

Fonte: A autora, 2020.
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4.2.2 Reacéo de oxidacdo da peroxidase

A primeira etapa do processo de producdo dos conjugados é o preparo de uma solucéo
de metaperiodato de sodio (NalOs) (Sigma Aldrich) 0,1 M diluido em agua purificada no
volume final desejado, que foi suficiente para atender a relacdo de 25uL/mg de proteina. O
metaperiodato foi adicionado a peroxidase comercial (Tipo VI, Sigma Aldrich) que ja havia
sido diluida em 1 mL de &gua purificada e em seguida esses dois insumos foram incubados
por 20 minutos em temperatura ambiente e sem agitacdo, para que ocorresse reacao de
ativacdo. Apos essa incubacdo o volume de solucdo utilizada para cada conjugado foi
submetido a cromatografia Sephadex™ G-25 (Colunas PD-10, GE Healthcare), foram
previamente preparadas 3 colunas equilibradas por gravidade com 30 mL da solugdo acetato
de s6dio 1mM pH 4,4, em seguida o volume inicial de 3 mL foi desprezado e o volume de 2,5
material de interesse foi eluido de cada coluna, coletado e protegido da luminosidade.

Em seguida foi verificado o pH da solucdo e ajustado para pH entre 9,0-9,5 utilizando
a solucdo carbonato/bicarbonato 1M (NAKANE; KAWAOI, 1974). Aliquotas de 1mL IgG
foram descongeladas, preparada a concentracdo ideal para cada conjugado e adicionadas a
solucdo (peroxidase ativada com metaperiodato), que ja estava em pH basico, em seguida
colocada em agitacdo lenta no agitador orbital por duas horas em temperatura ambiente. Apds
o tempo de reacao, foi adicionado em cada conjugado 0,1M de borohidreto de sédio (NaBH4)
(Sigma Aldrich) diluido em agua purificada no volume final desejado, que foi suficiente para
atender a relacdo de 12,5uL/mg de proteina. Foi realizada mais 2 horas de incubacdo, desta
vez sem agitacdo numa faixa de temperatura entre 4 a 8 °C.

Ao término da reacdo os conjugados foram aplicados em outras seis colunas PD 10
(utilizadas 2 para cada conjugado), desta vez equilibradas por gravidade, com a solucao
fosfato de sodio salina (PBS 0,01M), pH 7,2 para remocao dos compostos de baixo peso
molecular. O volume de cada conjugado anti-IgG de céo obtido foi calculada de acordo com
o0 coeficiente de extincdo molar de 1,40 e o da peroxidase de 2,5 (PRESENTINI; TERRAN,
1995).

4.2.3 Diluicdo do conjugado
Cada 5 mL de conjugado foi diluido 1:5 em de PBS/Glicerol 70%, que foi

preparado anteriormente e avaliado pelo controle de qualidade de Bio-Manguinhos. O

controle de qualidade avaliou a densidade na faixa entre 1,00g/mL a 1,20g/mL e pH na faixa
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de 7,0 a 7,9, apds a aprovacdo dentro destas faixas e liberacdo do laudo seguimos para etapas
posteriores. Os conjugados foram incubados, sob agitacdo em PBS/glicerol 70% por
no minimo 18 horas, em temperatura de 4°C. Apo0s esse periodo foi armazenado em

freezer -20°C, para analises posteriores.

4.3 Producéao dos “mini” conjugados

4.3.1 Preparo “mini” conjugados

Em virtude da escassez do insumo peroxidase para utilizar no processo de conjugacao,
optamos por produzir conjugados com quantitativos menores, mantendo a relacdo
previamente escolhida. Onde Grupo 4: mini conjugados J: conjugado obtido do grupo 2 com
0,2uM 1gG :1pM HRP; K: conjugado obtido do grupo 3 com 0,2uM 1gG purificada
(monémero):1uM HRP e L teste tempo de conjugacdo com 0,2uM IgG purificada

(monémero):1uM HRP utilizando menor tempo de reacdo (tabela 2).

Tabela 2 — Relacdo de IgG/HRP utilizadas para obtencéo dos “mini” conjugados

MINI CONJUGADOS 1gG HRP

GRUPO 4
J (conjugado do grupo 2) 0,2uM 1uM
K (conjugado do grupo 3) 0,2uM 1uM
L (Teste tempo de conjugacdo) 0,2uM 1uM

Fonte: A autora, 2020.

4.3.2 Reacdo da oxidacdo HRP no “mini” conjugado

Esta etapa foi preparada conforme item 4.2.2 com algumas modificagdes. O 100uL de
metaperiodato foi adicionado a peroxidase que ja havia sido diluida em 0,5 mL de agua
purificada e em seguida esses dois insumos foram incubados por 20 minutos em temperatura
ambiente e sem agitagdo, para que ocorresse reacdo de ativacdo. Apos essa incubacgdo a
solugdo foi submetida a cromatografia em Sephadex™ G-25 (PD-10, GE Healthcare),
previamente 3 colunas foram equilibradas por gravidade, com 30mL da solucdo acetato de
sodio ImM pH 4,4, em seguida o volume inicial de 3,0 mL foi desprezado e o volume de 2

mL de material de interesse foi eluido de cada coluna, coletado e protegido da luminosidade.
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Em seguida foi verificado o pH da solucdo e ajustado para pH entre 9,0-9,5 utilizando
a solucdo carbonato/bicarbonato 1M. Apds o tempo de reacdo, foi adicionado em cada
conjugado borohidreto de sodio na concentracdo de 0,1M diluido em &agua purificada no
volume final desejado, que foi suficiente para atender a relacao de 12,5uL/mg de proteina, por
mais duas horas de incubacéo, desta vez sem agitacdo numa faixa de temperatura entre 4 a 8
°C, todo esse processo utilizado apenas para 0s conjugados do Grupo 4 (J e K), ja para o
“mini” conjugado (L) tempo menor, realizamos a incubacdo com o (50uL) borohidreto de
sodio em apenas 1 hora. Ao término da reacdo, os conjugados foram aplicados em outras 3
colunas PD 10 (utilizadas 1 para cada conjugado), desta vez equilibradas previamente com a
solucdo fosfato de sddio salina (PBS 0,01M), pH 7,2 para remocao dos compostos de baixo

peso molecular.

4.3.2 Diluicdo dos “mini” conjugados

Cada conjugado foi diluido em 1/6 em PBS/Glicerol 70%, e incubado sob agitacéo,
por 18 horas em temperatura 4°C, de acordo com item 4.2.3. Apds esse periodo foi

armazenado em freezer -20°C.

4.4  Avaliacao dos conjugados obtidos

4.4.1 Cromatografia de exclusdo molecular (SEC)

A cromatografia de exclusdo molecular separa macromoléculas em funcdo das
dimensbes moleculares. A coluna cromatogréafica (fase estacionaria) é constituida por uma
matriz com poros de determinado didametro. Durante o processo cromatografico, as moléculas
de menor tamanho séo capazes de entrar nos poros da matriz fazendo um percurso maior do
que as moléculas de maior tamanho (SILVA JR, 2004).

Os conjugados obtidos de todos os grupos (com exce¢do dos “mini” conjugados)
foram submetidos a cromatografia de exclusdo e peneiracdo molecular preparativa, em uma
coluna de Superdex 200 HR 30/10, foi efetuada em uma estacdo de trabalho da G&E
Heathcare. A coluna foi equilibrada em tampédo PBS, a uma velocidade de fluxo de 0,5
mL/min com a pressao limite estabelecida de 1,5 Mpa. Foi aplicado o volume de 100 pL para

as amostras. A detecgdo das fragdes proteicas foi feita pelas leituras das absorvancias a 220,
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280 e 403 nm (GE HEALTHCARE, 1993). Em virtude da concentracdo dos “mini”
conjugados produzidos, estes s6 foram avaliados em testes imunologicos.

Nesta mesma coluna foi feita a estimativa de massa molecular da proteina na forma
nativa a partir do emprego de um conjunto de padrdes protéicos de peso molecular conhecido
(GE HEALTHCARE, 1999). Uma solucdo de Blue Dextran (PM 2.000.000) foi também
submetida a cromatografia em condicdo igual as usadas para 0s conjugados e as proteinas
padrdes. No caso, além da determinacdo de Ve/Vo (volume de eluicdo/volume de excluséo),
efetuou-se o célculo de Kav (coeficiente médio de distribuicdo) cujo valor € expresso pela
relacdo (Ve - VO ) / (Vt — Vo), onde Vt é o volume total da coluna (bed). A deteccdo das
fracOes protéicas foi feita pelas leituras das absorvancias a 220 nm dos efluentes da coluna de
exclusdo molecular (GE HEALTHCARE, 1993).

4.4.2 Ensaio de ELISA

4.4.2.1 Titulacdo dos conjugados

O modelo utilizado foi o ELISA indireto com n = 9 para cada conjugado e 0 mesmo
namero de repetices para cada diluicdo. Cada 150 uL da mistura de antigenos obtida da
fragdo do citosol do parasito Leishmania major like foi adsorvido em microplacas de ELISA
pertencentes a SEPRO frente a painéis soroldgicos interno ja padronizados em Bio-
Manguinhos.

Foram realizados 7 testes de ELISA para a escolha da melhor diluicdo dos conjugados
anti-cdo marcados com HRP obtidos. Nos testes foram utilizadas as dilui¢des 1:40.000, 1:
60.000 e 1: 80.000 dos conjugados testados frente ao antigeno alvo e contra os soros controles
positivos e negativos para leishmaniose visceral canina, previamente testados e aprovados
pelo controle de qualidade de Bio-Manguinhos e caracterizados por exames clinico,
epidemioldgico, parasitoldgico e sorologico para LVC.

Cada diluicdo foi realizada da seguinte forma: foi preparado aliquotas dos soros
caninos positivo, negativo e sem soro ao qual serve para blogueio e em cada poco da placa e
colocados em estufa a 37°C por 30 minutos. Apos essa incubacéo foi realizada 6x a lavagem
com a solucdo tampéo de lavagem (cloreto de sodio, fosfato de sédio dibasico e monobaésico,
tween 20 pH 7,0) na lavadora de placa da marca Bio Tek EIx405™ para retirada do material

ndo adsorvido.
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Ap0s essas lavagens foi preparado aliquota de cada conjugado com sem soro (SS) que
é diluente da amostra/conjugado numa diluicdo 1:1000 e da estequiometria atual (conjugado
comercializado no kit de Bio-Manguinhos). Em seguida desta solucdo foi retirada uma
aliquota dos conjugados que queriamos ajustar, para que no final cada um ficasse na
concentracédo 1:40.000, 1: 60.000 e 1: 80.000. Foram aplicados 100 pL dos conjugados anti-
cdo marcados com HRP em cada poco da placa e procedeu-se uma outra incubacao a 37°C por
30 minutos. Uma nova lavagem foi feita na lavadora de placa Bio Tek ELx 405™ para
retirada dos anticorpos livres.

Ap0s essa etapa, foi aplicado 100 pL do perdxido de hidrogénio (H202 a 10%) e do
cromdgeno Tetrametilbenzidina (TMB a 1%) incubado por 30 minutos com auséncia de
luminosidade e em temperatura ambiente, reacdo foi interrompida com 50uL com &cido
sulfurico 2M. As densidades 6pticas foram determinadas a 450 nm em um leitor de
microplacas Magelan™ da marca Tecan.

Para a validagdo do ELISA buscou-se a melhor concentragéo de anélise dos resultados
dos conjugados utilizados, com base nas especificacdes descritas na bula/manual do kit
comercial, que preconiza, para aceitacao do ensaio, os valores de DO > 0,500, para soro
controle positivo e valores no intervalo > 0,050 DO < 0,120 para o soro controle negativo.

Além disso levou-se em consideracdo a especificacdo que descreve as condigdes para
aceitacdo dos controles do teste: a DO obtida nos pogos da placa onde foi adicionado o0 sem
soro (SS), ndo poderia ser superior a 1,5 x DO obtida nos pocos onde foi adicionado o soro

controle negativo. Abaixo representacdo esquematica do teste de ELISA (tabela 3).

Tabela 3 - Representacdo esquematica do um teste de ELISA para a titulagdo dos conjugados.
Foram realizados em triplicata onde: coluna 1 refere-se a diluicdo do conjugado 1:40.000,
coluna 2 a diluicdo do conjugado 1:60.0000 e coluna 3 a diluicdo do conjugado 1:80.0000.

CP — controle positivo, CN — controle negativo e SS — reacdo sem soro

1 2 3
40.000 40.000 40.000 | 60.000 | 60.000 | 60.000 80.000 | 80.000 | 80.000
A CP CP CP CP CP CP CP CP CP
B CP CP CP CP CP CP CP CP CpP
C CP CP CP CP CP CP CP CP CP
D SS SS SS SS SS SS SS SS SS
E SS SS SS SS SS SS SS SS SS
F CN CN CN CN CN CN CN CN CN
G CN CN CN CN CN CN CN CN CN
H CN CN CN CN CN CN CN CN CN

Fonte: A autora, 2020.
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4.4.2.2 Padronizagédo dos conjugados

A eficiéncia dos conjugados referente aos grupos 1, 2 e 3, foi avaliada apds a
padronizacdo da diluicdo. Os conjugados foram padronizados através do ensaio do ELISA
indireto, n = 9 com trés repeticbes em triplicata dos soros positivos e negativos de cada
conjugado.

Esta eficiéncia foi identificada frente a 150 pL da mistura de antigenos obtida da
fragdo do citosol do parasito da Leishmania major like, contra soros positivos e negativos
pertencentes a SEPRO frente a painéis soroldgicos interno ja padronizados em Bio-
Manguinhos. Em nossos ensaios as microplacas foram sensibilizadas anteriormente com
misturas de antigenos e estocadas em temperatura -20°C até o momento do uso. A avaliacdo
imunoldgica através do teste de ELISA indireto com os 3 grupos de conjugados, foi realizada
segundo a mesma metodologia do item 4.4.2.1.

4.4.2.3 Ensaio imunoenzimatico dos “mini” conjugados

A eficiéncia dos “mini” conjugados referentes ao grupo 4, foram padronizados através
do ensaio do ELISA indireto, n = 9 com trés repeticdes em triplicata dos soros positivos e
negativos de cada conjugado. Cada mistura de antigenos do parasito da Leishmania major
like foi anteriormente sensibilizada. Nesta etapa os “mini” conjugados foram avaliados

segundo a mesma metodologia do item 4.4.2.1.

4.4.3 Andlise estatistica

Foi analisado um estudo estatistico de cada conjugado obtido do ELISA indireto. Foi
verificado a homogeneidade das medias das amostras positivas. Os resultados dos testes
foram avaliados através do método estatistico qui-quadrado que é um teste de hipotese que se
destina encontrar um valor de dispersdo, que verifica se existe diferenca entre o valor
observado e o valor esperado. Esse teste verifica se a frequéncia com que um determinado
acontecimento observado em uma amostra se desvia significativamente ou nédo da frequéncia
com que € esperado.

Os dados foram compilados no programa Microsoft Excel 2013. A estatistica do

conjugado J (“mini” sem purificar), do conjugado K (“mini” mondémero) e do conjugado L
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(“mini” mondmero menor tempo), foram avaliados pela média, desvio padrdo (DP) e
coeficiente de variacdo dos resultados positivos. Os resultados foram expressos em unidade
arbitraria (UA= média do soro positivo/ponto de corte do método; ponto de corte= média do

soro negativo + 2 x desvio padrdo) (SANTQOS, 2012).
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5 RESULTADOS

5.1 Soro hiperimune de cabra anti-IgG canina

O titulo do soro hiperimune obtido anteriormente a partir da imunizacdo de caprinos
com IgG canina comercial, foi determinado pelo método de imunodifuséo radial simples. Por
leitura visual, foi evidenciado linhas de precipitacdo entre 0 complexo antigeno x anticorpo
utilizando titulo 1:32 (OUCHTERLONY, 1958).

5.2 Purificacdo do soro hiperimune em cromatografia DEAE-Sephacel

Foi aplicado 200 mL de soro hiperimune em coluna empacotada com resina DEAE
Sephacel previamente equilibrada. Foram obtidos 4 picos proteicos. Apenas um deles
corresponde ao material que ndo interagiu com a coluna cromatografica (pico nao ligado). Os
3 outros picos obtidos foram eluidos no gradiente salino. Os 2 ultimos foram reunidos, a partir
de observacgdes anteriores da presenca de imunoglobulina (volume total de 14mL).

Para realizar o fracionamento das proteinas anti-lgG canina foi utilizado o tampdo de
eluicdo, sendo coletados 14mL de fragBes por tubo. As fracdes obtidas contendo anti-lgG
canina foram reunidas em uma Unica fracdo, dialisadas e concentradas para posterior

quantificacdo, conforme Figura 7.
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Figura 7 - Perfil da cromatografia de Troca i6nica (900mL), a 280nm, em solugéo Tris 0,05M
pH 8,0. As setas pretas correspondem aos dois picos ndo ligados e as setas brancas os dois
picos ligados na coluna

Perfil da cromatografia de troca idbnica DEAE-Sephacel
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Fonte: A autora, 2020.

500

5.3  Quantificacdo pela determinacado de absorvancia

A estimativa da dosagem proteica correspondente a da imunoglobulina foi obtida pelo
método de absor¢do no ultravioleta, apds etapa de purificacdo. Nesta quantificacdo as leituras
sdo realizadas o seguinte calculo: concentracdo da 1gG: (0,630(DO) /1,40) x100 (fator de

diluicdo) com a concentracao final estimada foi de 45mg/mL com volume de 50mL.

5.4  Andlise do perfil dos conjugados por SEC

Foram analisados os perfis cromatograficos dos conjugados como também da
imunoglobulina (IgG), da HRP e padrGes moleculares para comparacdo nos perfis dos
cromatogramas. Apos esses resultados verificamos que a massa molecular encontrada para 0s

picos iniciais de cada conjugado estava saindo no volume morto da coluna. A massa
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molecular encontrada para o primeiro conjugado mostrou pico proteico fora da faixa de
separacdo de massa molecular da coluna, de acordo com a solugéo de Blue Dextran (PM
2.000.000) submetida a cromatografia em condicéo igual as usadas para 0s conjugados e as
proteinas padr@es, isto leva a entender que o conjugado estava com muito agregado e,
portanto, o tempo de retengdo da 1gG e do conjugado na coluna se tornou bem mais rapido.
Na SEC observamos conforme esperado, que o conjugado foi eluido primeiro, em
seguida imunoglobulina e logo apds a peroxidase. A imunoglobulina e a peroxidase
apresentam massa molecular de 150kDa e 44kDa respectivamente. A massa do conjugado
apresentou 190 kDa ap6s a IgG purificada de acordo com os valores dos padrfes de peso
molecular da coluna, j& a massa da imunoglobulina foi compativel com padrdo Aldolase

(MM= 158kDa) e a massa da peroxidase ficou entre os padrdes de conalbumina (MM=

75kDa) e ribonuclease (MM= 13,7kDa) de acordo com (RZ: 0,9857). Devido a SEC ser uma
técnica ndo desnaturante, foi evidenciado pico proteico da imumonglobulina na sua forma
nativa, na qual deve apresentar-se em sua forma multimérica, sendo comum em muitas
proteinas, ela apresenta em sua forma nativa contendo quatro subunidades protéicas ou

cadeias polipeptidicas.
5.5 Analise cromatografica dos conjugados do grupo 1

A figura 8 mostra o conjugado A: estequiometria atual (condicdo original de
conjugacdo), sobreposto ao perfil da imunoglobulina. Foi verificado a presenca de um pico
majoritario com volume de eluicdo similar ao agregado da imunoglobulina (<669 kDa), de
acordo com padrdo de massa molecular previamente utilizado para calibrar a coluna Superdex
200 HR 30/10.

Foi observado ainda, a presenca de dois picos minoritarios, com massa molecular de
300 kDa (dimero da IgG) e 150 kDa (monémero da 1gG), o que pode representar a presenca
da imunoglobulina livre no conjugado (figura 8). Utilizando massa (mg) igual de
imunoglobulina e HRP (conjugado B), a seguir observa-se o perfil cromatografico com a
presenca de um pico Unico de proteina, porém ainda com alto peso molecular, e sem
apresentar a forma monomérica da molécula de IgG.

Apesar de ter sido verificado menos sobras de HRP e de IgG livres (figura 9), o perfil
referente ao conjugado C, mostrou sobra de IgG livre, conforme mostrada na figura 10. Na

figura 11 foi observado os perfis dos controles da IgG (150 kDa) e HRP (44 kDa) sobrepostos
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Comparado com o0s conjugados do grupo 1, o conjugado B apresentou perfil cromatogréfico que pode

representar um conjugado mais eficiente, uma vez que mostra uma menor sobra de insumos livres,

apesar de mostrar um conjugado com alta massa molecular, 0 que indica necessidade da busca de

uma estequiometria mais eficiente entre imunoglobulina e HRP.

Figura 8 - Perfil da cromatografia de exclusdo molecular em Superdex 200 (24mL) a 280nm,
em solugcdo PBS 0,01 M pH 7,2. A seta de cor preta indica 0 pico correspondente ao
conjugado A (estequiometria atual) e seta pontilhada indica IgG. Volume de aplicagdo100uL

Perfil da cromatografia de exclusdo molecular do grupo 1 conjugado A (45mg/mL IgG:

22,5mg/mL HRP)
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Fonte: A autora, 2020.

Figura 9 - Perfil da cromatografia de exclusdo molecular em Superdex 200 (24mL) a 280nm,

em solugcdo PBS 0,01 M pH 7,2. A seta de cor preta indica o pico correspondente ao
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conjugado B (estequiometria teste) e seta pontilhada indica 19G. Volume de aplicagdo100uL

Perfil da cromatografia de exclusdo molecular do grupo 1 conjugado B (45mg/mL IgG:
45mg/mL HRP)
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Fonte: A autora, 2020.

Figura 10 - Perfil da cromatografia de exclusdo molecular em Superdex 200 (24mL) a 280nm,
em solucdo PBS 0,01 M pH 7,2. A seta de cor preta indica 0 pico correspondente ao

conjugado C (estequiometria teste) e seta pontilhada indica 19gG. Volume de aplicacdo100uL
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Perfil da cromatografia de exclusdo molecular do grupo 1 conjugado C (45mg/mL IgG:
11,3mg/mL HRP)

nupandeer 3080 5 ml CORULNGS DD S o B_UN1_talnem mu percie 300 24 m L igS sl asedint S E_UAE T v
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Fonte: A autora, 2020.

Figura 11 - Perfil da cromatografia de exclusdo molecular em Superdex 200 (24mL) a 280nm,

em solucéo PBS 0,01 M pH 7,2. Linha cor vermelha IgG; Linha cor azul claro conjugado A,
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Linha cor marrom conjugado B e Linha cor azul escuro conjugado C; linha preta HRP.

Volume de aplicagdo100uL

Perfil da cromatografia de exclusdo molecular com sobreposicdo dos conjugados do grupo 1
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Fonte: A autora, 2020.

5.5.1 Teste de ELISA dos conjugados do grupo 1

No ensaio de ELISA indireto foi utilizado um n = 9 para soro positivo, soro negativo e
sem soro (SS) de cada conjugado. De acordo com o preconizado no manual de instrucdes que
acompanha o kit EIE-LVVC comercial, as absorvancias estavam de acordo para aceitagdo do
ensaio, com os valores de DO > 0,500 para controle positivo e valores no intervalo 0,050 <
0,120 para o controle negativo.

E de acordo com os valores obtidos, o conjugado B apresentou os melhores resultados
conforme demostrado na tabela 4, o que corrobora com os dados obtidos pela cromatografia, e
os valores de DO da tabela as médias revelaram que o conjugado B apresentou maior DO para

o0 controle positivo, menor DO para o controle negativo e (SS), conforme figura 12.
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Tabela 4 — Resultado do desvio padréo referente aos conjugados do grupo 1

CONTROLES | CONJUGADOA-DP | CONJUGADO B -DP | CONJUGADO C - DP
POSITIVO 0,130 0,186 0,183
NEGATIVO 0,003 0,001 0,010
SS 0,007 0,006 0,016

Legenda: Conjugado A (estequiometria atual): controles (positivo, negativo, SS) e DP: Desvio
Padrdo; conjugado B (estequiometria teste): controles (positivo, negativo, SS) e DP: Desvio
Padrdo e conjugado C (estequiometria teste): controles (positivo, negativo, SS) e DP: Desvio
Padréo.

Fonte: A autora, 2020.

Figura 12 — Valores das médias de DO dos conjugados do grupo 1

COMPARAGCAO ENTRE AS MEDIAS DOS CONJUGADOS
GRUPO 1
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Conjugado A (estequiometria atual): Densidade Optica das médias dos controles (positivo, negativo, SS;
conjugado B (estequiometria teste): Densidade éptica das médias dos controles (positivo, negativo, SS e
conjugado C (estequiometria teste): Densidade éptica das médias dos controles (positivo, negativo, SS. Leitura
de absorvancia determinada a 450 nm.

Fonte: A autora, 2020.

5.6  Analise cromatografica do conjugado do grupo 2

Apds analise do resultado anterior, conforme figura 8, seguimos para 0s experimentos
de conjugacao, baseados na razdo molar. Considerando a massa molecular da imunoglobulina
de 150 kDa e de HRP 44kDa, o conjugado D foi preparado na relagdo 0,3 uM de 1gG para 0,5
MM HRP, que ¢ atual relagéo utilizada.

No conjugado E utilizamos o dobro da quantidade de HRP, portanto 0,3 uM de IgG
para 1,0 UM HRP e no conjugado F diminuimos mais ainda a relacdo de IgG/HRP (0,2 uM de
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IgG para 1,0 uM HRP. A anélise cromatogréafica mostra claramente que no conjugado D h&
uma sobra de IgG livre, além de apresentar conjugado de alto peso molecular figura 13. O
conjugado E apesar de ainda apresentar um conjugado de alto peso molecular, verifica-se uma
diminuicdo de IgG livre (figura 14).

Foi possivel observar no conjugado F a presenca de um Unico pico proteico, referente
ao conjugado, com massa molecular de aproximadamente 300kDa de acordo com a curva de
calibracdo que demostrou (R?= 0,9857), 0 que representa uma estequiometria mais ajustada ao
processo, onde ndo ha presenca de 1IgG nem HRP livres na figura 15. A figura 16 mostra os 3

conjugados do grupo 2 sobrepostos e comparados aos perfis de 1gG e HRP padréo.
Figura 13 - Perfil da cromatografia de exclusdo molecular em Superdex 200 (24mL) a 280nm,
em solucdo PBS 0,01 M pH 7,2. A seta de cor preta indica o pico correspondente ao

conjugado D (estequiometria atual) e seta pontilhada indica IgG. Volume de aplicagdo100uL.

Perfil da cromatografia de exclusdo molecular do grupo 2 conjugado estequiometria atual

Absorvancia

| L
|
|
|

Fonte: A autora, 2020.
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Figura 14 - Perfil da cromatografia de exclusdo molecular em Superdex 200 (24mL) a 280nm,
em solucdo PBS 0,01 M pH 7,2. A seta de cor preta indica o pico correspondente ao

conjugado E e a seta pontilhada indica 1IgG. Volume de aplicacdo100uL

Perfil da cromatografia de exclusdo molecular do melhor conjugado produzido no grupo 1

Mg SO0 B L CORULGA DO GO0V Y_Sin e

Absorvancia

-
|
|
|

L i~ — O~

—_— e

Fonte: A autora, 2020.
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Figura 15 - Perfil da cromatografia de exclusdo molecular em Superdex 200 (24mL) a 280nm,
em solugcdo PBS 0,01 M pH 7,2. A seta de cor preta indica 0 pico correspondente ao

conjugado F (estequiometria teste) e seta pontilhada indica IgG. Volume de aplicacdo100uL

Perfil da cromatografia de exclusdo molecular estequiometria teste

Absorvancia

Fonte: A autora, 2020.
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Figura 16 - Perfil da cromatografia de exclusdo molecular em Superdex 200 (24mL) a 280nm,
em solucdo PBS 0,01 M pH 7,2. Linha cor vermelha IgG; Linha azul escuro HRP; Linha cor

azul claro conjugado D; Linha cor marrom conjugado E e na Linha cor laranja conjugado F.

Volume de aplicacdo 100uL

Perfil da cromatografia de exclusdo molecular com sobreposi¢do dos conjugados do grupo 2
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Fonte: A autora, 2020.

5.6.1 Teste de ELISA dos conjugados do grupo 2

No ensaio de ELISA indireto foi utilizado um n = 9 para soro positivo, soro negativo
e (SS) de cada conjugado. A tabela 5 mostra os valores de obtidos de desvio padrdo dos
conjugados. Os valores de DO das médias revelaram que o conjugado F apresentou maior DO
para o controle positivo e menor DO para controle negativo e (SS), conforme figura 17,

corroborando aos resultados obtidos por cromatografia superdex 200.
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Tabela 5 — Resultado do desvio padréo referente aos conjugados do grupo 2

CONTROLES | CONJUGADOD-DP | CONJUGADOE-DP | CONJUGADO F - DP
POSITIVO 0,130 0,186 0,139
NEGATIVO 0,003 0,001 0,007

SS 0,007 0,006 0,010

Legenda: Conjugado D (estequiometria atual): controles (positivo, negativo, SS) e DP: Desvio
Padrao; conjugado E (melhor conjugado obtido do grupo 1): controles (positivo, negativo, SS) e
DP: Desvio Padrédo e conjugado F (estequiometria teste): controles (positivo, negativo, SS) e DP:

Desvio Padrao.

Fonte: A autora, 2020.

Figura 17 — Valores das médias de DO dos conjugados do grupo 2
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Conjugado D (estequiometria atual): Densidade Optica das médias dos controles (positivo, negativo, SS;
conjugado E (melhor conjugado produzido grupo 1): Densidade éptica das médias dos controles (positivo,
negativo, SS e conjugado F (estequiometria teste): Densidade optica das médias dos controles (positivo,
negativo, SS. Leitura de absorvancia determinada a 450 nm.
Fonte: A autora, 2020.

5.7 Analise cromatografica dos conjugados do grupo 3

Os conjugados do grupo 3 foram estrategicamente desenhados e baseados na condicéo

original de conjugacdo (conjugado G), melhor estequiometria encontrada no grupo anterior
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(conjugado H) e utilizando a imunoglobulina previamente purificada (figura 18), na melhor
estequiometria encontrada (conjugado 1).

Este conjugado notadamente demonstrou o melhor perfil cromatogréfico (figura 21),
quando comparado aos demais de seu grupo (figura 19, 20 e 22). Observou-se que o
conjugado | demonstrou a presenca de um Unico pico proteico de aproximadamente 190kDa
(figura 23), que corresponde a forma monomérica da IgG (150kDa) conjugada a HRP

(44kDa). Néo foi observado a sobra de insumos livres.
Figura 18 - Purificagdo da imunoglobulina por superdex 200 (24mL) a 280nm, em solugéo
PBS 0,01 M pH 7,2. O retdngulo indica a sobreposi¢do do monémero ap6s purificacao e seta

pontilhada a imunoglobulina. Volume de aplicacdo100uL

Perfil da cromatografia de exclusdo molecular com sobreposigéo da imunoglobulina

Absorvancia

Fonte: A autora, 2020.
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Figura 19 - Perfil da cromatografia de exclusdo molecular em Superdex 200 (24mL) a 280nm,
em solucdo PBS 0,01 M pH 7,2. A seta de cor preta indica o pico correspondente ao

conjugado G (estequiometria atual) e seta pontilhada indica IgG. Volume de aplicacdo100uL

Perfil da cromatografia de exclusdo molecular do grupo 3 conjugado estequiometria atual
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Fonte: A autora, 2020.
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Figura 20 - Perfil da cromatografia de exclusdo molecular em Superdex 200 (24mL) a 280nm,
em solucdo PBS 0,01 M pH 7,2. A seta de cor preta indica o pico correspondente ao

conjugado H e seta pontilhada indica IgG. Volume de aplicacdo100uL

Perfil da cromatografia de exclusdo molecular melhor conjugado Grupo 2
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Fonte: A autora, 2020.
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Figura 21 - Perfil da cromatografia de exclusdo molecular em Superdex 200(24mL) a 280nm,
em solucdo PBS 0,01 M pH 7,2. A seta de cor preta indica o pico correspondente ao

conjugado monémero (1) e seta pontilhada indica IgG. Volume de aplicacdo100uL

Perfil da cromatografia de exclusdo molecular teste monémero de 1gG
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Fonte: A autora, 2020.
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Figura 22 Perfil da cromatografia de exclusdo molecular em Superdex 200 (24mL) a 280nm,
em solugdo PBS 0,01 M pH 7,2. Sobreposicao dos conjugados indicados: Linha cor vermelha
IgG; Linha cor preto HRP; Linha cor azul claro conjugado G; Linha cor laranja conjugado H;

Linha cor rosa conjugado 1. Volume de aplicacdo 100uL

Perfil da cromatografia de exclusdo molecular com sobreposicdo dos conjugados do grupo 3
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Fonte: A autora, 2020.
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Figura 23 - Perfil da cromatografia de exclusdo molecular em Superdex 200 (24mL) a 280nm,
em solucdo PBS 0,01 M pH 7,2. Linha pontilhada Padrdes de massa molecular: blue-dextran

(200kDa), aldolase (150kDa), conalbumina (75kDa) e ribonuclease (13,7kDa) com+ (RZ:
0,9857); a seta preta conjugado 1. Volume de aplicacdo 100uL

Perfil da cromatografia de exclusdo molecular sobreposicdo do conjugado | do grupo 3 com

padrdes de massa molecular
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Fonte: A autora, 2020.

5.7.1 Teste de ELISA dos conjugados do grupo 3

Foi realizado o teste de ELISA indireto com os conjugados G, H e I, com n = 9 para
soro positivo, soro negativo e (SS) de cada conjugado. Foi mostrado desvio padrdo para o
controle positivo, controle negativo e sem soro (SS), de cada conjugado, dispostos na tabela 6.
A maior DO das médias referente ao conjugado | para controle positivo e menor DO para
controle negativo e (SS) esta demostrado na figura 24. Estes resultados confirmam com o0s
obtidos por cromatografia, onde foi visualizado que o conjugado | apresentou resultados
superiores em 107,1% e 212,5 % aos conjugados G e H, respectivamente. A homogeneidade
das médias dos conjugados 1,2 e 3, foi mostrada pelo teste qui-quadrado a um grau de
confiabilidade dos dados de 95%, conforme figura 26.
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Tabela 6 — Resultado do desvio padréo referente aos conjugados do grupo 3.

CONTROLES | CONJUGADOG-DP | CONJUGADO H-DP | CONJUGADO I - DP
POSITIVO 0,130 0,139 0,120
NEGATIVO 0,003 0,007 0,033

SS 0,007 0,010 0,006

Legenda: Conjugado G (estequiometria atual): controles (positivo, negativo, SS) e DP: Desvio
Padréo; conjugado H (melhor conjugado obtido do grupo 2): controles (positivo, negativo, SS) e DP:
Desvio Padréo e conjugado | (teste mondmero de 1gG): controles (positivo, negativo, SS) e DP:
Desvio Padréo.

Fonte: A autora, 2020.

Figura 24 — Valores das médias de DO dos conjugados do grupo 3

COMPARACAO ENTRE AS MEDIAS DOS
CONJUGADOS GRUPO 3
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MEDIA CONJUGADO G MEDIA CONJUGADO H MEDIA CONJUGADO |

EPOSITIVO mNEGATIVO SEM SORO

Conjugado G (estequiometria atual): Densidade Optica das médias dos controles (positivo, negativo, SS;
conjugado H (melhor conjugado produzido grupo 2): Densidade Optica das médias dos controles (positivo,
negativo, SS e conjugado | (teste mondmero de 1gG): Densidade Optica das médias dos controles (positivo,
negativo, SS. Leitura de absorvancia determinada a 450 nm.

Fonte: A autora, 2020.

5.7.2 Teste de ELISA dos conjugados do grupo 4

Apo6s a produgdo dos “mini” conjugados, em funcdo do volume reduzido que
apresentavam, estes so0 foram analisados nos ensaios de ELISA indireto n = 9 para soro

positivo, negativo e (SS). O conjugado K apresentou melhor resultado de acordo com a maior
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DO obtida para o controle positivo, menor DO para o controle negativo e (SS), conforme
mostrados na tabela 7. Os valores de UA dos “mini” conjugados estdo mostrados conforme
tabela 7. Na figura 25 esta demonstrada a comparacdo entre as médias dos conjugados frente
aos soros positivos, negativos e (SS). A homogeneidade dos valores de DO das médias
obtidas nos ensaios de ELISA dos conjugados, foi mostrada pelo teste qui-quadrado a um
grau de confiabilidade dos dados de 95%, conforme figura 26

A homogeneidade das meédias das DOs obtidas nos ensaios de ELISA dos “mini‘
conjugados foi comparada utilizando o teste qui-quadrado conforme mostrado nas tabelas 8,
9, 10. A homogeneidade das médias dos “mini” conjugados foi mostrada pelo teste qui-
quadrado a um grau de confiabilidade dos dados de 95%, conforme mostrado na figura 27.

Tabela 7 — Resultado de DO das medias, do desvio padrdo e UA referente aos

“mini”conjugados

CONTROLES | CONJUGADO | DESVIO CONJUGADO [ DESVIO CONJUGADO | DESVIO
J-DO PADRAO K - DO PADRAO L-DO PADRAO
POSITIVO 0,534 0,060 1,120 0,077 0,742 0,081
NEGATIVO | 0,08 0,010 0,085 0,007 0,742 0,002
SS 0,055 0,018 0,049 0,009 0,047 0,006
UA 5,339 N/A 11,267 N/A 9,399 N/A

Legenda: Conjugado J (Melhor conjugado produzido no grupo 2, sem purificar a 1gG): DO: Densidade Optica
das meédias dos controles (positivo, negativo, SS), Desvio Padrdo e UA: Unidade arbitréria; conjugado K
(Melhor conjugado produzido no grupo 3): controles (positivo, negativo, SS), Desvio Padrdo e UA: Unidade
arbitraria e conjugado L (Teste tempo de conjugagdo) controles (positivo, negativo, SS), Desvio Padrdo e UA:
Unidade arbitréria.

Fonte: A autora, 2020.
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Figura 25 — Valores das médias de DO dos conjugados grupo 4

MEDIAS ENTRE OS MINI CONJUGADOS
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EPOSITVO M®NEGATIVO ®SEM SORO

Conjugado J (melhor conjugado produzido grupo 2, sem purificar 1gG): Densidade dptica das médias dos
controles (positivo, negativo, SS; conjugado K (melhor conjugado produzido grupo 3): Densidade optica das
médias dos controles (positivo, negativo, SS e conjugado L (teste tempo de conjugacdo): Densidade Optica das
médias dos controles (positivo, negativo, SS. Leitura de absorvancia determinada a 450 nm.

Fonte: A autora, 2020.

Figura 26 — Resultado do teste Qui-quadrado

GRAFICO DE HOMOGENEIDADE SORO
POSITIVO - TESTE QUI-QUADRADO

20 48307 18,307 18,307 18,307 18,307 18,307
18
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10 9,488
8
6
3,841 3,841
4
508 508

2 522 ’ +159 522 ’ I 522 I

A B ,049 ’ ,049 ,045

A B C D E F G H I

| F tabelado ®F calculado

Teste qui-quadrado (X?) dos conjugados A B e C onde X2 calculado = 0,522, 1,508 e 1,159 - X2 tabelado =
18,307. Para os conjugados D, E e F mostra X2 calculado = 0,522, 1,508 e 0,049 - X2 tabelado = 18,307, 18,307
e 3,841 e os demais conjugados G, H e | demonstra X2 calculado = 0,522, 0,049 e 0,045 - X2 tabelado = 18,307,
3,841e 9,488. As tabelas riscadas representam F tabelado e as tabelas sem riscos representam F calculado.
Valores de F calculado menor que F tabelado tem 95% de probabilidade de ocorréncia (nimero de repeticbes do
experimento).

Fonte: A autora, 2020.

Figura 27 — Resultado do teste Qui-quadrado do grupo 4
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Teste qui-quadrado (X?) dos conjugados J, K e L onde X2 calculado = 0,055, 0,043 e 0,072 - X2 tabelado =
14,067 para os trés conjugados. As tabelas riscadas representam F tabelado e as tabelas sem riscos representam F

calculado.

Fonte: A autora, 2020.

Tabela 8 — Andlise de variancia do “mini”” conjugado J

Resultados obtidos mini conjugado sem purificar

0,527

0,587

0,575

0,552

0,391

0,515

0,587

0,56

0,516
Média 0,5344
Desvio padrao 0,06

Coeficiente de variacdo (%) 11,36

Conjugado J (melhor conjugado produzido grupo 2, sem purificar 19gG): Coeficiente de variacdo: resultados obtidos do
soro controle positivo.
Fonte: A autora, 2020.
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Tabela 9 — Analise de variancia do “mini” conjugado K

Resultados obtidos mini conjugados

mondmero

1,058

0,988

1,124

1,233

1,205

1,137

1,173

1,067
1,099

Média

1,120444444

Desvio padrao

0,08

Coeficiente de variacdo

(%)

6,89

Conjugado k (melhor conjugado produzido grupo 3: Coeficiente de variagao: resultados obtidos do soro controle

positivo.
Fonte: A autora, 2020.

Tabela 10 — Analise de variancia do “mini” conjugado L

Resultados obtidos mini conjugado mondmero menor tempo

0,811

0,767

0,798

0,795

0,807

0,745

0,747

0,597

0,613

Média

0,742222222

Desvio padrdo

0,08

Coeficiente de variacdo (%)

10,99

Conjugado L (teste tempo de conjugac¢éo) Coeficiente de variacao: resultados obtidos do soro controle positivo.

Fonte: A autora, 2020.
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6 DISCUSSAO

A LVC tornou-se uma doenca urbana, que necessita continuamente ser investigada por
ser fatal em pacientes ndo tratados. Os reativos para diagnostico auxiliam no monitoramento
de diversas doengas, pois geram resultados rapidos, precisos e eficazes que sdo fundamentais
para a deteccdo precoce.

Por volta de 1980, iniciou-se o estudo em metodos diagndsticos baseados na biologia
molecular para identificagdo do género Leishmania. Estes métodos utilizam hibridizago por
meio de sondas especificas e técnicas de amplificacdo de acidos nucleicos, incluindo a reacdo
em cadeia da polimerase-transcriptase reversa (RT PCR) para deteccdo de RNA e PCR para
deteccdo de DNA.

Apesar de ser um método sensivel para a deteccdo de Leishmania em uma variedade
de materiais clinicos de humanos e cdes, para utilizacdo em larga escala, a PCR necessita de
ajustes e custos operacionais mais baixos (GONTIJO; MELO, 2004). Em geral muitos testes
soroldgicos podem ser utilizados como marcadores de doencas infecciosas, porém nenhum
deles confere 100% de sensibilidade e especificidade (DOURADO et al., 2007).

Em 2011, o MS notificou a substituicdo do protocolo de diagndstico da L\VVC onde era
usado o exame ELISA como método de triagem e RIFI como confirmatério (NOTA
TECNICA N° 01/2011).

Com intuito de melhorar a técnica, 0 MS encomendou um estudo a Fiocruz, que
determinou a substituicdo do teste de RIFI pelo teste imunocromatogréafico (TR-DPP®),
sendo de triagem e o ELISA utilizado como teste confirmatorio (HERENIO et al., 2014).

O método de ELISA, se fundamenta na ligacdo de um anticorpo a um Unico antigeno
detectaveis através de reacfes enzimaticas. Esse teste tem como caracteristica a rapidez, e,
portanto, a possibilidade da realizacdo de uma quantidade maior de amostras, a obtencéo de
resultados automatizados, que excluem a subjetividade da leitura e sua elevada especificidade
(HERENIO et al., 2014; FORSSTROM et al., 2015; SCALONE et al., 2002).

Dentre outras vantagens do ELISA estdo a estabilidade em relacdo a soro aglutinacéo
microscopica, 0 pequeno volume de reagentes requeridos e obtencgéo de resultados de natureza
quantitativa, o que possibilita rapida execucdo diagnostica e por apresentar baixo nivel de
risco bioldgico. Esta técnica é também usada para estudos epidemioldgicos oferece
simplicidade de execucdo e possui baixo custo (TIZARD, 1998; MACEDO et al., 2019).
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Existem varios modelos de ELISA, o primeiro deles o ELISA direto, ocorre quando o
antigeno adsorvido na placa, reage diretamente com um anticorpo e é quimicamente marcado
por uma enzima que € colocada sobre o antigeno/alvo. A sensibilidade deste tipo de ELISA é
a mais baixa e quase ndo é usado (ENGVALL; PERLMANN, 1971); um outro teste é o de
competicdo que foi desenvolvido como um método quantitativo tanto para antigenos quanto
para anticorpos. Para a deteccdo de anticorpos, 0 antigeno contido na amostra é previamente
incubado com concentracdes conhecidas do antigeno e, ao ser transferido para a placa nao
ocorrera ligacdo entre anticorpo e o antigeno fixado na microplaca, ocasionando uma
proporcdo inversa entre a concentragdo do analito e a intensidade de coloragdo resultante,
caso ndo haja antigeno na solucdo, os anticorpos se ligardo ao fixado (AYDIN, 2015). O
modelo do teste mais comum é o ELISA sanduiche que possui um anticorpo de captura
imobilizado numa microplaca. As proteinas especificas da amostra sdo capturadas pelo
primeiro anticorpo, esta reacdo é em seguida detectada por um segundo anticorpo especifico
da proteina, marcado com enzima e um substrato, que se liga ao analito, formando uma
sanduiche produzindo em seguida uma coloracdo. A absorcdo medida € diretamente
proporcional a concentracao do analito (MOREIRA, 2010; MONACI et al., 2011).

Em nosso estudo utilizamos o ensaio de ELISA indireto, amplamente utilizado para a
deteccdo e/ou quantificacdo de anticorpos em amostras de soro. Varios métodos de ELISA
indiretos usam virus inteiro ou recombinante Virus da Maedi-Visna (MVV) (REYBURN et
al., 1992; CAREY etal., 1971).

Sendo o conjugado um dos componentes de suma importancia na producdo de kits
diagndsticos, faz-se necessaria a otimizacdo dos processos de conjugacdo a fim de obter
resultados mais especificos.

A especificidade desse teste € garantida principalmente pela qualidade do antigeno
adsorvido a placa (MADRUGA, et al., 2001), na qual é utilizado uma IgG para reconhecer o
antigeno e outra (anti-IlgG) produzida em diferentes espécies de animal que reconhece a
primeira IgG, com a qual se ligard a segunda 1gG (ALMEIDA & LIMA, 2001), marcada com
uma enzima (peroxidase) dirigida contra o primeiro anticorpo presente no soro positivo.

Neste caso a a¢do da oxidorredutase, sobre o substrato agua oxigenada adicionado,
gera oxigénio que por sua vez oxida um segundo composto presente no meio reacional (TMB)
conduzindo-o do estado incolor para o estado colorido (azul) para evidenciar a ligacdo do
anticorpo especifico, que, finalmente, em meio acido forte € finalizada a reacdo com pH

apropriado para adquirir a coloracdo amarela.
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Os anticorpos utilizados nos testes de ELISA sdo glicoproteinas produzidas pelos
plasmaocitos que se desenvolveram a partir dos linfocitos B precursores, apds contato prévio
entre estes linfocitos e o antigeno estranho. A molécula de imunoglobulina bifuncional na
qual uma regido age na ligacdo do antigeno e outra age na ligacao de varias células do sistema
imune.

Diferentemente, a regido constante ndo apresenta tal variabilidade, mas possui cinco
classes principais que definem os isotipos IgM, IgG, IgA, IgD e IgE, cada uma especializada
na ativacao de mecanismos efetores distintos (SCHROEDER; CAVACINI, 2010).

Embora o arranjo estrutural da imunoglobulina confere estabilidade para a molécula
alguns fatores como condigdes externas (pH, temperatura e forga idnica) ou propriedades
intrinsecas, como sequencias primaria e estrutura terciaria podem desencadear uma ruptura
em sua termoestabilidade estrutural podendo gerar agregacdo, devido a mudancas
conformacionais na proteina (LI et al., 2016).

O mecanismo de agregacdo ainda ndo foi completamente esclarecido, porém ja é
conhecido que este processo ocorre em varios estagios intermediarios dos aminoacidos que
passam por aglutinacdo e separacdo, até atingir o estagio de transicdo final para o estado
nativo. (VERMEER; NORD, 2000; NADALETTI, 2014), a agregacdo em anticorpos pode
ocorrer devido condiges ambientais como temperatura, concentra¢do, pH, oxigénio e forca
ibnica causando assim estresse na molécula. Anticorpos podem agregar inicialmente como
dimeros ou fragmentos e formar estruturas maiores. Quando a regido hidrofobica fica exposta
promove interacdo intermolecular levando a agregacdo ou fenbmeno de
precipitacdo(VAZQUEZ-REY;LANG 2011).

Como estratégia para amplificacdo de sinal no reconhecimento antigeno-anticorpo sao
conjugadas enzimas ou marcadores (YOSHITAKE et al., 1982; SIMONS et al., 2006).
Enzimas sdo macromoléculas de natureza proteica, com funcdo bioldgica de alto poder
catalitico de reacdes quimicas e elevada especificidade ao substrato correspondente. As mais
utilizadas nestes testes sdo a fosfatase alcalina e a peroxidase (HRP).

Esté ultima possui quantidades de carboidratos em suas cadeias, que com a oxidacéo
de seus residuos de agucares associados ao metaperiodato de sodio gera grupos reativos de
aldeidos que se acoplam aos grupamentos amina do anticorpo, e borohidreto age como agente
redutor na reacdo. (NAKANE, 1974).

Em geral, ha um elevado grau de especificidade nas rea¢Ges antigeno-anticorpo, no

entanto podem acontecer ligacdes inespecificas que podem ser minimizadas com utilizagéo de
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solucBes de blogueio, pelos usos detergentes ou outras proteinas (VENKATESAN
EWAKELIN, 1993; CAVALCANTE, 2019).

Os anticorpos podem distinguir pequenas diferencas na estrutura quimica de um
antigeno e a reatividade cruzada se refere a habilidade de uma populacdo de moléculas de
anticorpos de reagir com mais de um antigeno, quando este compartilha um mesmo epitopo
com o antigeno imunizador ou porque ele tem um epitopo que € estruturalmente semelhante
ao epitopo no antigeno imunizante (multiespecificidade) (L1 et al., 2016; ZHAO et al., 2018).

A afinidade se refere a forca de ligagdo entre um Unico determinante antigénico e um
sitio de combinagdo de um anticorpo particular e quanto maior a afinidade mais estavel a
interacdo entre as moléculas, enquanto que avidez se refere a forca total de ligagdo entre
anticorpo e antigeno, ou seja, leva em consideracao que a dobradica da regido dos anticorpos
fornece a eles flexibilidade, permitindo-o que um unico anticorpo seja capaz de se ligar a
antigenos multivalentes por mais de um local de ligacdo, esta avidez do anticorpo amadurece
durante a resposta imunoldgica (MITSUKA-BREGANO et al., 2010).

No entanto podem ocorrer ligacGes fracas que unem o antigeno ao sitio de ligacdo do
anticorpo, todas nao-covalentes e de natureza reversiveis. Elas incluem pontes de hidrogénio,
ligages eletrostaticas, forcas de Van der Waals e hidrofébicas. Muitas ligagfes multiplas
entre 0 antigeno e o anticorpo garantem que o antigeno seja ligado fortemente ao anticorpo
(ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2012).

Estudos anteriores foram realizados buscando otimizacdo da conjugacdo atraves de
alteracdes nas concentracdes de metaperiodato e de borohidreto, a fim de verificar se haveria
a formacdo de conjugados mais homogéneos e se estes seriam mais eficientes e estaveis
(MENDES, 2013).

No entanto, estes estudos ndo contemplaram a otimizacao da estequiometria da reagédo
entre a HRP e a 1gG. A estequiometria ideal para que ndo haja diminuicdo da resposta
imunolégica ou da atividade enzimaética, de acordo com NAKANE (1974) seria de 1 molécula
de imunoglobulina para 1 molécula de HRP.

Apesar disto, o autor cita a possibilidade da ligagdo de mais de 1 molécula de HRP (5-
6) a uma molécula de 1gG, o que ocasiona a formagcdo de um conjugado muito grande,
gerando um decréscimo na taxa de penetracdo nos tecidos, no caso de ensaios
imunohistoquimicos, contudo se o conjugado for utilizado unicamente para deteccdo de
antigenos, como por exemplo para microscopia, o tamanho do conjugado ndo afeta no ensaio
(NAKANE, 1974).
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No caso do ensaio de ELISA a presenca de fluorescéncia inespecifica pode gerar
adsorcdo de moléculas de anticorpo a superficie celular sem haver reagdo antigeno-anticorpo,
0 que pode evidenciar um falso evento. Para evitar a interferéncia de falsa positividade nos
resultados € preciso quantificar e eliminar a fluorescéncia inespecifica (GOLIM et al., 2007).

Além disso, a presenca de agregados de imunoglobulinas no conjugado poderia afetar
atividade bioldgica, causando diminuicdo da especificidade assim como da reprodutibilidade
do ensaio (VAZQUEZ; LANG, 2011).

De acordo com dados atuais, a estequiometria preconiza para a producdo dos
conjugados de imunoglobulinas com peroxidase varia entre 1:1-1:4 (IgG:HRP), sempre
considerando a possibilidade da purificacdo pds-conjugacdo para a separacdo das formas
livres (Protocolos Roche Diagnostics GmbH, Interchim, Sinapse, Sigma-Aldrich, GE Life
Science, Thermofisher).

Baseado nestas informagdes referentes a producdo de conjugados e na necessidade de
otimizacdo do kit de deteccdo da Leishmaniose visceral canina, estrategicamente desenhamos
nossos experimentos produzindo 4 grupos de conjugados, onde estudamos a estequiometria
ideal e condicdes de aperfeicoamento.

Os conjugados do grupo 1 foram produzidos a partir da variagcdo na concentracao de
massa entre HRP e do anticorpo. A analise por SEC demonstrou que todos os conjugados
deste grupo apresentaram perfis cromatograficos semelhantes, mostrando sobras de IgG e
HRP ndo conjugadas, além de formas agregadas do anticorpo.

Deste grupo, o conjugado B (formado com mesma massa de HRP e IgG) foi o que
apresentou menos sobras de HRP e de IgG livres, porém o pico cromatografico referente ao
conjugado possuia alto peso molecular, ndo apresentando a forma monomérica da molécula
de IgG, o que indicou a necessidade de ajuste na estequiometria entre a HRP e IgG.

A analise destes conjugados por teste de ELISA foi realizada para verificar se 0s
conjugados obtidos apresentariam habilidade para reconhecer a presenca do antigeno, e evitar
um resultado falso positivo ou falso negativo, o que afetaria os parametros de sensibilidade e
especificidade do teste.

Foi observado, nos testes de ELISA que os diferentes conjugados do grupo 1 foram
capazes de reconhecer o anticorpo presente no soro gerando resultados esperados ao utilizar
controles positivos e negativos.

Os resultados dos testes de ELISA para este grupo apresentaram dados compativeis

com os obtidos por SEC, onde o conjugado B apresentou a melhor resposta de reatividade do
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controle positivo de acordo com manual de EIE de Bio-manguinhos, o que corrobora a
estratégia de otimizar a estequiometria do conjugado produzido.

O grupo 2 foi desenhado estrategicamente baseado na razdo molar dos insumos,
considerando a massa molecular da 1gG (150 kDa) é 6,6 vezes maior que a massa molecular
da HRP (44 kDa).

Verificou-se por SEC, que o conjugado F (0,2 uM de IgG para 1,0 uM HRP),
apresentou melhor perfil, com Unico pico proteico, com poucas sobras de 1gG e de HRP,
evidenciando que quanto mais equilibrada a estequiometria da reacdo melhor condi¢do de
ligacdo entre IgG e HRP no processo de conjugagéo.

Apesar da identificacdo da melhor proporcéo este estequiométrica para reacdo entre
estes 2 insumos, verificou-se que o conjugado ainda apresentava alto peso molecular, muito
possivelmente pela presenca de formas agregadas na imunoglobulina.

No ensaio de ELISA indireto os resultados das médias de DO do conjugado F com a
estequiometria ajustada frente os soros positivos, negativos e (SS) confirmaram que este
conjugado mostrou a melhor resposta de reatividade do soro positivo.

Os experimentos de SEC do grupo 3 evidenciaram que a purificacdo prévia da
imunoglobulina (conjugado I) demonstrou um perfil que apresentava um Unico pico de massa
molecular proxima a esperada para a conjugacdo entre 1gG:HRP. Este conjugado também foi
0 que apresentou melhor resposta de reatividade do soro positivo nos testes de ELISA,
demonstrando que a otimizacdo da estequiometria e a purificacdo do anticorpo levam a um
conjugado de melhor performance.

Apos estabelecermos as melhores condicdes de producdo do conjugado, ainda
pretendiamos verificar a possibilidade de uma reducdo no tempo desta conjugacao.

Devido ao volume dos “mini” conjugados produzidos no grupo 4 sé foram avaliados
pelos testes de ELISA indireto. Mais uma vez, obteve-se o melhor resultado para o conjugado
K onde foi utilizado o anticorpo purificado em tempo normal de incuba¢do com NaBH4. A
reducdo no tempo de incubacdo (conjugado L) apresentou melhor performance do que a
obtida para o conjugado J, produzido com anticorpo sem purificagdo, embora em
estequiometria ideal previamente estabelecida. Novos experimentos serdo realizados na
tentativa da diminuicdo do tempo de producéo dos conjugados, uma vez que a estequiometria
ja foi estabelecida.

Baseado na literatura foi obtido os seguintes dados comprovando a melhor média das
leituras da reatividade dos conjugados, em unidades arbitrarias (UA) em que o conjugado K

mondmero tempo normal com valor obtido de 11,267 conjugado L mondémero tempo reduzido
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= 9,399 e o conjugado J produzido sem IgG purificada com a mesma estequiometria utilizada
para 0s mondmeros = 5,339118607.

Pode-se observar o maior valor de UA obtido foi referente ao conjugado K, que foi
produzido com a forma monomérica da imunoglobulina, em estequiometria ja estabelecida
(grupos 2 e 3). Também foi possivel verificar que o conjugado L teve desempenho melhor
que o conjugado J, indicando que embora tivessem a mesma estequiometria, o fato de utilizar
a forma monomérica da imunoglobulina ao invés da proteina sem purificacdo otimizou o
processo de conjugagdo, mesmo utilizando menor tempo de reacédo de reducdo com o NaBH4.
Foi escolhida como a melhor titulagdo aquela que apresentou os maiores resultados de UA,
com baixos valores de leitura no branco e amostras negativas e as altas leituras das amostras
positivas (SANTOS, 2012).

O parametro de variacdo expressa a precisdo e repetitividade de um ensaio, e foi
verificado que o conjugado K produzido com anticorpo purificado (forma monomérica)
apresenta menor coeficiente de variagdo comparado com conjugado J produzido com
anticorpo sem purificar, o que indica a maior precisdo dos dados, garantindo maior
reprodutibilidade e homogeneidade dos dados do ensaio realizado.

O conjugado L produzido utilizando a forma monomérica da IgG em menor tempo de
incubacdo também apresentou menor coeficiente de variacdo comparado ao conjugado J
produzido sem purificar o anticorpo.

Estes dados sugerem que a otimizacdo na estequiometria é de suma importancia na
producdo do conjugado, porém a purificacdo do anticorpo utilizado nesta reacdo é primordial

para garantir a reprodutibilidade e precisdo dos dados obtidos.

Todos os resultados obtidos foram validados pelo teste do manual do EIE
Leishmaniose visceral canina. A homogeneidade das médias dos “mini” conjugados no teste
de ELISA foi avaliada através do teste de qui-quadrado, evidenciando assim a normalidade e
confiabilidade dos dados. Com base em nosso estudo estatistico mostramos que as amostras
positivas obtidas pelo teste de ELISA demonstraram homogeneidade a um nivel de
significancia de 0,05 ou seja hum grau de confiabilidade dos dados de 95% (DORIA, 1999).
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7 CONCLUSAO

O presente estudo reportou a otimizacdo da producdo do conjugado anti-lgG de céo,
componente de suma importancia utilizado para compor o KIT EIE LVC de BIO-
MANGUINHOS, contribuindo assim para o diagnostico da doenga Leishmaniose visceral
canina, diante das recomendacbes do Ministério da Salde para uso deste kit como técnica

confirmatoria para monitoramento da doenca.
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8 PRODUTO TECNOLOGICO

O presente trabalho teve como produto tecnolégico o processo de otimizacdo do
conjugado, que podera fazer parte da producdo e controle de qualidade do kit EIE
LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA produzido por BIO-MANGUINHOS de uso
veterinario, que sdo controlados pela vigilancia sanitaria nacional (FUNED e MAPA).

O processo de otimizagdo sera reportado por meio de relatdrio técnico aos gestores de
BIO-MANGUINHOS.

A otimizagdo deste processo poderd ser implementada para produtos de
imunofluorescéncia indireta produzidos por BIO-MANGUINHOS.

9 PERSPECTIVAS

Uma vez determinados os pardmetros ideais para a producdo dos conjugados,
poderemos estudar uma cinética de incubacao, a fim de estabelecer a diminui¢cdo no tempo,
para que em Ultima analise haja reducdo no custo do teste oferecido para o Ministério da
Saude.
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APENDICE A - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA PRODUGCAO DOS CONJUGADOS

titulo minimo de soro 1:32

Obtengdo soro hiperimune e

v

Precipitacdo, Dialise e

Cromatografia DEAE-Sephacel

v

Quantificacdo de proteina

v
Produgdo dos conjugados/HRP

v

Ativacéo da enzima com NalO4

Y

Cromatografia de gel filtracdo
Sephadex G-25

v

anti cdo por superdex G 200

Purificagdo da 1gG

Producéo dos

mini conjugados/HRP

Ativacdo da enzima com
NalO4

Cromatografia de gel filtracdo
Sephadex G-25

Incubacdo da IgG com a HRP

2 horas

Incubacédo da IgG

com a HRP 2 horas

v

Incubacdo com NaBH.

2 horas

Incubacdo com NaBH.

1 hora

\ 4

Cromatografia de gel filtragdo
Sephadex G-25

Cromatografia de gel

v

filtragdo Sephadex G-25

Conjugados

Mini Conjugados

v

Purificagdo do conjugado por superdex 200

Teste de ELISA Indireto

v

v

Teste de ELISA Indireto

<Anélise de variancia

Fonte: A autora, 2020.




