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RESUMO

RESENDE, Marcos Roberto; BERNARDES, Priscilla Silveira de Melo. Producio de
antissoro hiperimune anti — alfa-1-glicoproteina dcida para uso em diagnostico in vitro
pela téenica de turbidimetria. 2006. 33 f .Trabalho de Conclusao de Curso (Graduagao) —
Centro Universitdrio do Sul de Minas — UNIS \ MG, Varginha, 2006.

A determinagio da alfa -1- Glicoproteina dcida € qtil no diagnéstico e acompanhamento de
patologias em estado de fase aguda e processos inflamatérios. Porém a produgio do reagente
s6 pode ser realizada mediante a importagdio da matéria-prima “anticorpo anti alfa-1-
glicoproteina dcida”, fato este que aumenta o custo e dificulta a produgio. O presente trabalho
tem como objetivo a produgdo e purificagio de anticorpo anti alfa-1-glicoproteina dcida,
através da imunizagdo em coelhos. Apresenta-se como estudo experimental hipotético
dedutivo realizado na BioTécnica Indistria de produgdo e desenvolvimento de kits para
laborat6rio e no Centro Universitdrio do Sul de Minas em Varginha (MG). Foram utilizados
na pesquisa coelhos albinos, jovens, machos, as raga Nova Zelindia com peso variante de 2 a
2,5 Kg.Foram estudadas varidveis como a resposta imunolégica dos coelhos, a quantidade da
reacdo imunol6gica e a qualidade do antissoro. Analisando os resultados obtidos nos
experimentos, conclui-se que € possivel a producao do reagente para a detecgao de alfa — 1-
glicoproteina dcida, através da imunizagio dos coelhos desde que sejam realizados testes de
padronizagao do reagente de trabalho para turbidimetria, tais como, linearidade, ponto final,
exatidio ¢ formulagdo do tampao diluente.

Palavras-chave: Alfa-1-glicoproteina  4cida. Marcador inflamatério. Fase aguda.
Turbidimetria. Imunizagao.



ABSTRACT

RESENDE, Marcos Roberto; BERNARDES, Priscilla Silveira de Melo. Produgio de
antissoro hiperimune anti — alfa-1-glicoproteina acida para uso em diagnostico in vitro pela
técnica de turbidimetria. 2006. 33 [ .Trabalho de conclusao de curso (Graduagao) — Centro
Universitario do Sul de Minas — UNIS \ MG, Varginha, 2006.

The determination of alpha -1 - acid Glycoprotein is useful in the diagnosis and inflammatory
accompaniment of patologias in state of acute phase and processes. However the production
of the reacting one only can be carried through by means of the importation of the raw
material “antibody anti acid alpha-1-glycoprotein”, fact this that increases the cost and makes
it difficult the production. The present work has as objective the production and purificagido of
antibody anti acid alpha-1-glycoprotein, through the immunization in rabbits. It is presented
as deductive hypothetical experimental study carried through in the Human engineering
Industry of production and development of kits for laboratory and in the University Center of
the South of Mines in Varginha (MG). Albinic, young, male rabbits had been used in the
rescarch, the New race Zelandia with variant weight of 2 the 2,5 Kg.Foram studied
changeable as the imunolégica reply of the rabbits, the amount of the imunolégica reaction
and the quality of antissoro. Analyzing the results gotten in the experiments, it is concluded
that the production of the reagent for the alpha detention is possible - | - acid glycoprotein,
through the immunization of the rabbits since that tests of standardization of the reagent of
work for turbidimetria are carried through, such as, linearity, end point, exactness and
formularization of the drain plug diluente.

Keywords: acid Alpha-1-glycoprotein. Inflammatory marker. Acute phase. Turbidimetria.
Immunization.
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INTRODUCAO

Este trabalho tem como objetivo a produgio e purificagio de anticorpo anti-alfa -1-
glicoproteina dcida (AAGPA). Os anticorpos serdo obtidos através da imunizag¢dao em coelhos
¢ o seu isolamento, a partir de soro hiperimune, serd realizados através de precipitagio
quimica usando o sulfato de aménio.

Fregiientemente os imunologistas necessitam produzir e isolar anticorpos puros, que
tanto podem ser monoclonais quanto policlonais visando a fabricagdo de kits para o
diagnéstico “IN VITRO” de doengas infecciosas, inflamatorias, auto-imunes ¢ das
imunodeficiéncias. A escolha do tipo de antigeno a ser utilizado € um critério essencial para
induzir a produgio de altas concentragoes de anticorpos, ter imunogenicidade suficiente para
gerar respostas imunoldgicas altamente especificas. Além disso a escolha da via de
administragdo do antigeno, a escolha do animal, bem como o tempo e o nimero de
inoculagdes ¢ importante para a produgao de anticorpos.

Sabe-se que certas substincias, adicionadas ou emulsificadas com um antigeno,
potencializam sobremaneira a produgio de anticorpos, ou seja estas substancias atuam como
adjuvantes. Com o entendimento moderno dos processos que levam a melhor resposta
imunolégica, esfor¢os considerdveis tém sido feitos na produgao de melhores adjuvantes, para
as respostas imunoldgicas. Os adjuvantes tém func¢do depésito, induzindo pequenos
granulomas nos quais os antigenos sao retidos ¢ isso estimula enormemente a produgao de
anticorpos. Tais adjuvantes sdo compostos por particulas inertes que tem a finalidade de
aumentar a resposta imunoldgica e reduzir o tempo de sua produgdao. Uma variedade de
substincias estranhas como lipossomos, blocos de polimeros, sais inorganicos e etc... podem
agir como adjuvantes.

O anticorpo AAGPA serd utilizado na produgido de reagentes para procedimento
analitico imunoturbidimétrico para a quantificagido de alfa -1-glicoproteina em laboratérios
para diagnéstico "IN VITRO”, ja que a determinagdo da alfa | glicoproteina 4cida ¢
empregada clinicamente no monitoramento das doengas inflamatérias e infecciosas de fase
aguda, no acompanhamento das flutuagoes da doenga, bem como na avaliagio das
terapéuticas antiinflamatérias, na artrite reumatéide e nas neoplasias.

O presente trabalho foi realizado na BioTécnica, que € uma industria de produgio e
desenvolvimento de kits de bioquimica ¢ imunologia para o diagnéstico "IN VITRO”. A

execugdo da pesquisa proporcionou uma interagao entre a universidade e a industria.
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As técnicas imunolégicas sao cada vez mais utilizadas pelos laboratérios de anélises
clinicas para andlise “IN VITRO” de uma variedade de analitos, dentro delas destaca-se a
téenica de turbidimetria.  Atualmente, os laboratdrios tem intensificado cada vez mais as
andlises em sistemas automatizados, diminuindo os custos dos testes e aumentando a rapidez
¢ precisdo dos resultados. A turbidimetria ¢ uma téenica imunoldgica que atende esses
requisitos por ser altamente especifica, automatizdvel, de baixo custo operacional que
quantifica com exatidao e rapidez a ligagdo antigeno-anticorpo. Infelizmente no mercado de
diagnéstico “IN VITRO” no Brasil existe uma caréncia enorme de fabricantes de kits
destinados a testes imunolégicos turbidimétricos, os que existem sdo de fornecedores
estrangeiros ¢ de alto custo, além das taxas de importagdo, frete e remessa de divisas para fora
do pais.

Diante do exposto este projeto visou a produgdo de anticorpos AAGPA para a
fabricagao de kits de imunoturbidimetria que ird substituir a importagao dos mesmos além de
que serd a fonte de subsidios cientificos e tecnolégicos para o desenvolvimento de outros

produtos da linha de turbidimetria.



1 ALFA-1-GLICOPROTEINA ACIDA

A alfa -1-glicoproteina acida (AGPA) ¢ uma proteina de fase aguda ¢ , como tal |
tem a propriedade de aumentar a sua concentragdo plasmatica em resposta ao estado
inflamat6rio que ocorre em infecgbes, ferimentos, cirurgias, trauma, ou outras lesoes
teciduais. Conforme Downton (1988) a eclevagdo dessa proteina indica um refor¢o nos
mecanismos de defesa do organismo com a fun¢do de inibir ou neutralizar as enzimas
lisossomais liberadas pelos leucoeitos fagocitarios durante a necrose tissular.

Para Gorina (1996) a AAGP aumenta durante as inflamagoes agudas e cronicas. Esta
elevada ap6s o infarto do miocédrdio, em doengas auto-imunes, nas neoplasias malignas, na
obesidade, na artrite reumatéide, no uso dos glicocorticéides (endogenos e exdgenos),durante
0s exercicios fisicos ¢ nas anormalidades hematologicas. A diminui¢ao da AAGP ¢
encontrada em doengas hepaticas cronicas, sindrome nefrética, gravidez, administragio de
estrégenos, perdas protéicas gastrointestinais ¢ na infancia.

Burtis (1999) define que a AGPA ¢ constituida de 181 residuos de aminodcidos e
apresenta massa molecular de aproximadamente 41kDa a 43kDa. Cerca de 45% deste peso
sao devidos a carboidratos, com hexose, hexosamina e édcido sidlico presentes em iguais
propor¢oes. Esta proteina, também conhecida como “orosomucdide”, é o componente
quantitativamente mais importante da fra¢dio mucoproteina presente no soro sendo a porgiao
carboidrato da molécula relacionada a processos de modulagio do sistema imune.

A AGPA pertence a classe das glicoproteinas, segundo Ritchie (2000) mais de sessenta
proteinas ja foram identificadas e caracterizadas no plasma sangiiineo. Essas proteinas podem
ser grosseiramente divididas em proteinas que ndao contém carboidratos (albumina) ¢ nem
glicoproteinas. Henry (1995) afirma que as glicoproteinas sdo proteinas simples unidas a
carboidratos, geralmente, polissacarideos, ao que se deve a viscosidade das suas solugdes; sio
proteinas formadoras de muco nos tecidos ¢ nas secregoes e, do ponto de vista estrutural,
intervém como componentes de ligamentos, tenddes, cartilagens, etc. Sua caracterfstica
estrutural a torna muito estdvel e muito solivel passando pelo filtro glomerular em larga
extensdo, resultando em uma meia vida de apenas 5 dias na circulagio. Ela é a maior proteina
de fase aguda que ¢ encontrada na manutengido da homeostase, fato este analisado por Chmid

(1989).

A maior sintese de AGPA € no figado; também pode ser sintetizada pelos leucéeitos e
por c€lulas tumorais. O nivel de AGPA no sangue varia de acordo com o sexo ¢ a idade.

Chmid (1989) considera que a fungiio fisiolégica da alfa-1-glicoproteina 4cida ¢
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desconhecida, porém, sabe-se que a mesma pode ligar-se a hormdnios como progesterona, a
anestésicos, aos antibidticos, aos psicotropicos, aos anti-coagulantes, aos anti-arritmicos, entre

outros.

O interesse essencial de dosar as proteinas de fase aguda ¢ permitir registrar os surtos ou
acessos inflamatdrios, apreciar o fim do estado inflamatério e, nas inflamagdes cronicas,
acompanhar as flutuagdes da doenga, bem como avaliar a acgdo das terapéuticas

antiinflamat6rias segundo Borel (1987).

Picheth (2002) afirma que a quantificagido sérica da AGPA ¢ qitil no diagnéstico € no
acompanhamento dos processos agudos. Esta proteina também pode ser estimada pela
quantificagdo da mucoproteina (Muco), ensaio que reflete as glicoproteinas com elevado teor
de agtcar, entre as quais a AGPA ¢ majoritdria. A quantificacio da AGPA utilizando
anticorpos especificos estd disponivel para uso nos laboratérios clinicos hd cerca de trés
décadas, ¢ vérios laboratérios introduziram este ensaio em suas rotinas em substitui¢dao a
quantificagio da Muco. Entre as vantagens dessa metodologia, podem ser citadas:
especificidade, precisio e capacidade de automagdo do procedimento. Os reagentes
comerciais disponibilizam calibradores e controles, possibilitando resultados confidveis. A
determinacao da AAGP substitui com vantagens a dosagem de mucoproteinas por ser um
teste mais especifico, tecnicamente mais exato, podendo ser aplicado na rotina laboratorial,
sendo necessdrio, entretanto, uma maior divulgagao junto a classe médica.

Os procedimentos analiticos em maior uso para quantificagio da AGPA sdo a
turbidimetria ¢ a nefelometria, automatizadas, realizadas na presenca de anticorpos
especificos. As excelentes reprodutibilidade ¢ confiabilidade destes procedimentos os tém
recomendado para substituir a determinagio da mucoproteina. A quantificagio da
mucoproteina sérica pelo método de Winzler ndo ¢ citada em publicag¢des internacionais ha
mais de duas décadas, tendo sido substituida amplamente pela quantificacio da AGPA em
paises de primeiro mundo como mostra Picheth (2002).

Segundo Ferreira (2001) para quantificar a AGPA “IN VITRO” utiliza-se o
procedimento analitico turbidimétrico, uma técnica imunoldgica, baseada em testes analiticos

que utilizam anticorpos e que se caracteriza por trés importantes propriedades dos anticorpos:

a) Habilidade de ligar-se a uma grande quantidade de moléculas quimicas naturais ou
sintéticas, biomoleculares, células ¢ virus. Isto porque os anticorpos sdo proteinas ¢
seus sitios de ligagdo derivam de um alto nmimero de combinagdo das seqiiéncias de

aminoécidos;



b) Especificidade excepcional para substincia que cada anticorpo liga;
¢) A forga de ligagdo entre o anticorpo e seu alvo.

Como mostra Masson (1981) a turbidimetria baseia-se na medida de diminui¢ao da luz
transmitida ao atravessar uma amostra em que ocorreu a reagdo antigeno-anticorpo. E
considerada hoje uma técnica altamente especifica, determinando com exatidao o nivel de
ligagdo antigeno-anticorpo. Na determinagdo turbidimétrica da AGPA, o antissoro especifico,
presente no reagente do kit, contendo anticorpos anti-AGPA, forma com a AGPA presente na
amostra do paciente, um complexo antigeno-anticorpo insolivel dando uma turbidez cuja
intensidade ¢ proporcional a quantidade de antigeno (AGPA) determinado no
espectrofotdmetro. Os dados obtidos sdo comparados com padrdes para se obter a

concentragao do analito presente na amostra.

Como mostra Englebienne (1996), desde 1960, as imunodosagens tém sido aplicadas,

seu uso ¢ muito difundindo na drea de bioquimica analitica.

Para assegurar a qualidade dos servigos em laboratério médicos ¢ necessdrio
implementar um sistema de qualidade que inclua um conjunto de processos. O uso de
reagentes de qualidade nos processos industriais visa desenvolver produtos aceitdveis para sua

finalidade pretendida.

A calibragao ¢ um processo de verificagio e ajuste o sistema analitico. Onde Padrdes ou
calibradores protéicos sio utilizados para designar um valor numérico a concentragio presente
em amostras com valores desconhecidos usando as leituras ou respostas analiticas

encontradas.

De acordo com Westgard (1981) os materiais de controle de qualidade sdo usados na
avaliagao da confiabilidade de um processo analitico, particularmente a referente e a precisao
e a exatidao e também como um meio de monitorar o desempenho analitico durante um

determinado periodo.

A prevengio de erros implica no desenvolvimento de processos analiticos capazes de
atingir os requerimentos da qualidade para a produgdo de resultados de utilidade médica.E

uma atividade que determina a qualidade inerente dos processos de medida.



2 MATERIAL E METODO

2.1 Fase A —aclimatacio
Antes de iniciados os experimentos os coclhos permaneceram em  periodo de

aclimatagao de 10 dias na sala de experimentos do UNIS. Este periodo foi essencial para que
estes animais se acostumassem a lemperatura, a iluminagio, a umidade, as gaiolas, ¢ aos
tratadores.
2.2 Fase B - seqiiéncias das imunizagoes

Foram realizadas no total seis imunizagdes com intervalos de sete dias entre a primeira ¢
a segunda imunizagdo e com intervalos de trés dias entre as demais. As imuniza¢des foram

realizadas na segunda e quinta feira de cada semana.

Foram utilizados 100 mg de alfa — | — glicoproteina dcida purificada (SIGMA). A
primeira aliquota protéica foi ressuspendida em adjuvante completo de FREUND (Laborclin)

¢ as demais em adjuvante incompleto de FREUND (Laborclin).
2.2.1 Procedimento das imunizagdes

1" Imunizacdo: Foi inoculado 10 mg/dL de AGPA pura diluida em 0,5 mL de solugao Salina

(NaCl a 0,85 %) e misturada em 0,50 mL de adjuvante completo de Freund por meio de

injecao subcutinea.

2" Imuniza¢dio: 10 mg/dL de antigeno AGPA pura diluido em 0,5 mL de solugio Salina
(NaCl a 0,85 %) e misturada em 0,50 mL de adjuvante completo de Freund por meio de

inje¢ao subcutinea.

3" Imunizacio: 15 mg/dL de antigeno AGPA pura diluido em 1 mL de solugio Salina (NaCl

a 0,85 %) ¢ misturada em 1 mL de adjuvante incompleto de Freund por meio de injegio

subcutinca.

4" Imunizacdo: 15 mg/dL de antigeno AGPA pura diluido em 1 mL de solugio Salina (NaCl

a 0,85 %) ¢ misturada em 1 mL de adjuvante incompleto de Freund por meio de injegio

subcutanea.



5" Imunizagdo: 25 mg/dL de antigeno AGPA pura diluido em | mL de solugdo Salina (NaCl
a 085 %) e misturada em 1 mL de adjuvante completo de Freund por meio de injegio

subcutinea.

6" Imuniza¢fo: 25 mg/dL de antigeno AGPA pura diluido em | mL de solugio Salina (NaCl
a 0,85 %) e misturada em | mL de adjuvante incompleto de Freund por meio de inje¢io

subcutinea.

2.3 Fase C — Seqiiéncia das Sangrias
Os coelhos foram sangrados na artéria central da orelha antes da primeira e da terceira

inoculagio ¢ apés sete dias da ultima inoculagio. Foram coletados aproximadamente 5 mL de

sangue em cada sangria.

Ao final de todas as imunizagoes foi realizada a sangria branca, onde os coelhos foram
anestesiados ¢ em seguida realizada uma pungido cardiaca, na do qual foi extraido todo o
sangue do animal, procedimento este realizado por um médico veterindrio

2.4 Fase D — Avaliagiio da resposta imunoléogica dos coelhos

As amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos ¢ analisadas para a
detecgao da anticorpos anti AGPA. O estudo da resposta imunoldgica dos coelhos foi
realizada no Laboratério de Pesquisa e Desenvolvimento da BioTécnica pela técnica de

imunodifusio dupla e turbidimetria realizada nos aparelhos COBAS MIRA E FEMTO.
24.1 Comportamento cinético

Em espectrofotdometro marca FEMTO — filtro 340 nm, foi realizado a leitura da
absorvincia de 2 mL de soro do coelho previamente diluido 1:40 com tampao padronizado
(BioTécnica) apés a adi¢io de 100 pL de calibrador multiparimetro médio (ROCHE) diluido
previamente em solugao salina (conforme anexo B) imediatamente e a cada minuto, durante
20 minutos, mantendo o tubo de rea¢do em banho de dgua a 37° C.  Este procedimento foi
realizado da mesma forma para os soros obtidos das sangrias realizadas antes da primeira
imunizagdo, antes da terceira imunizag@o e apés a sexta imunizagao.

O método acima foi utilizado também com o soro purificado diluido 1:40 e 1:25 (85 uL

de soro purificado diluido previamente em 2 mL de tampao padronizado BioTécnica).



2.4.2 Exatiddo

Em espectrofotdmetro autoanalizador marca Roche modelo COBAS MIRA S. foi
realizada a calibragiio com soros controles (calibradores): controle 1 — marca BioRad Nivel 2
— lote: 52222 validade: 05/2007; controle 2 — marca BioRad nivel 3 — lote: 52223 validade:
05/2007: controle 3 — marca CMM — lote 20N33 validade: 05/2007; controle 4 — marca Cal
AltB — lote 20311 validade: 06/2007; controle 5 — marca Cal AItB nivel | — lote: 46897
validade: 10/2006. Em seguida foi dosado o AAGPA do soro purificado.

2.4.3 Lincaridade

A linearidade foi feita em espectrofotdbmetro FEMTO, onde foram dosadas com
calibrador puro, com concentragdo de 1040 mg/dL, diluido a 1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32 em
solugao salina. Foi usado como reagente de trabalho uma solugao contendo o soro AAGPA da
pesquisa diluido 1:25 em tampdo padronizado BioTécnica. As diferentes diluigdes do

calibrador puro foram utilizadas como amostras.
2.5 Fase E — purificacdo do antissoro.

A téenica de purificagio do antissoro foi realizada no laboratério da BioTécnia e teve

como intuito purificar o antissoro policlonal obtido apés a sangria total do animal.

O procedimento da purificagio foi realizado usando sulfato de amoénio a 50% conforme

anexo C.

2.6 Fase F — Avalia¢do da especificidade do antissoro.

A especificidade foi avaliada pelas técnica de Imunodifusio dupla .

A téenica de imunodifusio dupla em gel de dgar, baseia-se na precipitagio que ocorre na
regido de equivaléncia Ag-Ac, perpendicular a linha do eixo entre os orificios, quando o
antigeno e o anticorpo se difundem no agar. O complexo antigeno-anticorpo se apresenta sob
a forma de linha ou arco de precipitagao. A velocidade de difusio de cada substincia e regida
pelas leis de difusdo e depende da concentragiio ¢ do tamanho de cada molécula, do tamanho
dos poros do gel, da temperatura, da concentra¢dao do dgar ¢ de sua pureza de acordo com
Ferreira (2001).

Neste procedimento foram utilizadas duas placas de Petri contendo dgar 1%, no qual
foram feitos seis orificios periféricos e um orificio central em cada uma (como mostra a figura
a baixo) onde foi adicionado o soro purificado puro, nas seguintes diluigoes 1:2; 1:4; 1:8;

[:165 1:32;1:64; 1:128; 1:256; 1: 512; 1:1024; 1:2048 e o antigeno AGPA no centro da placa.
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Figura | - Placa de imunodifusao I: Mostra as posi¢oes do anticorpo anti AGPA puro e em

diferentes diluigdes nos orificios da placa de Petri.
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Figura 2 - Placa de imunodifusao II: Mostra as posi¢oes dos orificios nas placas de Petri ¢ as

diluigdes empregadas de 1/64 ate 1/2048.



3 RESULTADOS

3.1 Comportamento cinético

Figuras 3 e 4: Analise do comportamento da reagdo cinética do anti - soro 1 ¢ anti - soro 2
(diluido 1:25 em tampdo padronizado BioTécnica) — antes do processo de imunizagio.

Este teste foi realizado para avaliar a intensidade da resposta imune do coelho |1 ¢ do
coelho 2. Nestes graficos pode-se perceber que ndo ha presenga de anticorpos AAGPA pois
ndo ocorreu reagdo quando o soro entra em contato com o antigeno AGPA, ndo ocorrendo
elevagido da absorvancia em fungdo do tempo.
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Figura 3 - Comportamento cinético |

Figura 4 - Comportamento cinético 11

Grafico 5 ¢ 6 : Analise do comportamento de reagio cinética do anti - soro | e anti - soro 2 (
diluido 1:25 em tampdo padronizado BioTécnica) - antes da terceira imunizagao.

Observa-se no grafico 2 A que embora a reagdo ndo tenha atingido um ponto final, ocorreu
resposta imunologica e produgdo de anticorpo AAGPA. Ja no grafico 2B observa-se que a
reagdo atingiu um ponto final, ocorreu resposta imunoldgica e produgio de anticorpo
AAGPA. A concentragio do anticorpo produzido aparece baixa em ambos os graficos pois
foram realizadas apenas duas imunizagdes.
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Figuras 7 ¢ 8: Andlise do comportamento da reagdo cinética do anti - soro | ¢ anti - soro 2
(diluido 1:25 em tampdo padronizado BioTécnica) apos a sexta imunizagio.

Observa-se que mesmo ndo atingindo o ponto final a reag¢io ¢ mais intensa quando comparada
as reagoes dos graficos anteriormente analisados, pois apds a sexta imunizagdo ocorreu um
maior estimulo da resposta imunoldgica dos coelhos.
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Figura 9 e 10: Analise do comportamento cinético do reagente de trabalho composto de anti -
soro purificado diluido 1:25 no tampéo padronizado BioTécnica.

No grafico 4 A observa-se grande concentra¢do de anticorpos como no grafico 3A. Ja no
grafico 4B observa-se menor concentragdo de anticorpos (porém mais especificas) quando
comparado ao grafico 3B, isso deve-se provavelmente a resposta imunologica do animal.

O reagente de trabalho (anti - soro purificado e tampdo BioTécnica) ainda nio esta
otimizado em relagdo a estabilidade da reagdo, uma vez que a reagdo continua ocorrendo com
o passar do tempo, ndo atingindo ainda um ponto final.

Comportamento Cinético Comportamento Cinético
0313 —— = ey : = 0,33 — - {
£ 028 o € 0209 P
2 0213 —_ 4 0.213 mret DT
g T g = i
s 0,163 Pl A 0, %3 /.
5 0,113 _/ & 0,112 7
5 0,063 4 g 0,009
0,012 T T 0,013 . - v '
o § 10 15 20 25 0 -] ] " 20 20
Tempo (minutos) Tempo [minutosg)
Lrahco 4A - Comportamento cinetico do antl - soro 1 punificadn @ Grafico 48 - Comportamento cinético do antl - Soro 2 purificado & diluido
oo 125 als

Figura 9 - Comportamento cinético VII Figura 10 - Comportamento cinético VIII



Figura 11 ¢ 12 : Andlise do comportamento cinético do reagente de trabalho do soro diluido
[:40 em absorvancia em relagido ao tempo.

Observa-se que a reagdo for menor devido a maior dilui¢do do reagente de trabalho,
conseqiientemente resultando em uma menor concentragdo de anticorpos.

Esta diluigdo foi realizada com o intuito de avaliar se a reagdo poderia estar sendo
inibida por excesso de anticorpos (efeito prozona) e também para otimizar o ponto final.
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3.2 Linearidade

A lnearidade é a capacidade de um determinado método quantificar as maiores
concentragoes possiveis de um determinado analito sem que seja necessaria a diluigdo da
amostra.

Tabela 1: Resultados de linearidade do antissoro 1,referentes ao grafico 6A.

Dilui¢des do calibrador ROCHE
Concentragoes Dilui¢des Absorvincia
1040 Puro 0,518
520 1:2 0.341
260 1:4 0,288
130 1:8 0,168
65 1:16 0,088
32,5 1:32 0,056
16,3 1:64 0,039

Tabela 2: Resultados de linearidade do antissoro 2 referentes ao grafico 6B.

Dilui¢des do calibrador ROCHE
Concentracoes Dilui¢oes Absorvincia
1040 Puro 0,459
520 1.2 0,315
260 [:4 0,185
[30 [:8 0,117
65 1:16 0,085
32.5 1:32 0,052
16,3 1:64 0,033
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Figuras 13 ¢ 14: Observa-se que os graficos apresentaram linearidades semelhantes, embora
estas ainda ndo se adequaram aos padroes de controle de qualidade, sendo o ideal uma
linearidade até 200 mg/dL para kit da AGPA, o que demonstra a necessidade de ajustes
téenicos do regente de trabalho.
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3.3  Teste de exatidio

A exatiddo caracteriza-se como o grau de concordancia entre o valor encontrado ou
medido de um material e o valor verdadeiro dos materiais de controle.

A tabela 4 consiste na avaliagdo da performance do reagente de trabalho através da
dosagem de soros controles Calibrador multiparametro médio (CMM), BioRad nivel 2,
BioRad nivel 3, Calibrador Alto BioTécnica ¢ Cal Alt Bl realizado no Cobas Mira.

Os resultados obtidos nos testes de exatidio do antissoro 1 com o0s soros controles
apresentaram valores superiores ao valores de referéncia, sugerindo a necessidade de
padronizagdo do reagente de trabalho.

Tabela 3 - teste de exatiddo do antissoro |
Intervalo de referencia Resultados

83-125 mg/dL 140 mg/dL

BioRad 2 53-80 mg/dL 99,5 mg/dL

BioRad 3 70-105 mg/dL 141 mg/dL

Cal AltB 153 mg/dL 177 mg/dL

Cal AltB | 76,5 mg/dL 107 mg/dL
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A tabela 5 consiste na avaliagdo da performance do reagente de trabalho através da

dosagem de soros controles Calibrador multiparimetro médio, BioRad nivel 2, BioRad nivel
3, Calibrador Alto BioTécnica e Cal Alt BI.
Os resultados obtidos nos testes de exatidio do antissoro 2 com soros controles CMM e
BioRad 3 apresentaram valores dentro da faixa de referéncia enquanto que o BioRad2,Cal Alt
B ¢ Cal Alt B | apresentaram valores inferiores aos valores de referéncia, sugerindo a
necessidade de padronizagio do reagente de trabalho.

Tabela 4 - Teste de exatidao antissoro 2

Fornecedor | Faixa de Referéncia Resultados
CMM 83-125 mg/dL 99 mg/dL
BioRad 2 53-80 mg/dL 93 mg/dL
BioRad 3 70-105 mg/dL 96,5 mg/dL
Cal Alt B 153 mg/dL 108 mg/dL
Cal AltB | 76,5 mg/dL 69 mg/dL




3.4 Imunodifusio dupla ou OUCHTERLONY

AAGP

Figura 15: Reagdo de Imunodifusido dupla

A figura 15 demonstra a reagdo de imunodifusdo dupla do antissoro 1 ¢ antissoro 2 com o
intuito de verificar a especificidade do anticorpo.

Observa-se que a presenga de linhas de precipitagdo ocorreu até a diluigdo 1:32. A
auséncia de linhas de precipitagao paralelas a linha de reagdo indica que ndo houve reagdo
cruzada, portanto o anticorpo ¢ especifico para AGPA. Também foi possivel verificar que a
reagdo at¢ a diluigdo de 1:32 ¢ um bom titulo de anticorpo para a fabricagdo de reagente para
trabalho de turbidimetria.
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Figura 16 - Resultados das imunodifusoes dupla do antissoro 1
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Figura 17 - Resultados das imunodifusdes dupla do antissoro 2
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CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que houve a
produgio de antissoro AAGPA, porém o reagente de trabalho em questdo necessita de ajustes,
afim de que apresente performance segura e efetiva para seu uso pretendido cumprindo os
requisitos para a sua utilizagdo especifica que € a utilizagao do reagente imunoturbidimétrico
para diagnostico “IN VITRO”. Atualmente, exames laboratoriais tornaram-se ferramentas
imprescindiveis a uma prética médica de alto nivel. As decisdes clinicas criticas sdo, cada vez
mais freqiientemente tomadas mediante a avaliagio de parimetros laboratoriais. E de suma
importéincia a utilizagio de reagentes que atendam a requisitos de garantia de qualidade, com
a finalidade de gerar resultados seguros e eficazes.
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ANEXO A - Adjuvante de Freund

Principio da técnica: Os adjuvantes proporcionam ao antigeno emulsificado uma liberagao
mais lenta , durante um maior periodo de tempo.A adigido da micobactéria a este adjuvante
(completo) faz com que aumente a resposta imune aos antigenos, particularmente aos
antigenos solidveis.
Reagentes:
* Adjuvante completo de Freund — € uma suspensao de Mycobacterium tuberculoses em
6leo mineral (MARCOL 52) ¢ um agente emulsionante (MONTANIDE 888). E

preparado de acordo com a técnica de FREUND que utiliza M. tubreculosis H 37 Ra
no lugar do M. butyricum.

MONTANIDE... reeerreseseseaesrieresesresesresrareersneersessasenranensaneess 19 ML
Gleo Mineral ( MARCOL 52) ... R S8 TS
M. tuberculosis H 37 Ra (morto e dcssccado) sransawisssssersei U HOD

e Adjuvante incompleto de Freund — € similar ao adjuvante completo, sem a adigao do
M. tuberculosis
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ANEXO B - Dilui¢des para teste de comportamento cinético.

Dilui¢ao 1:40

e Solugdo 1: Diluigao de 50 pL de calibrador multiparimetro (Roche) em 500 pL de
solugo salina .

e Solugio 2: Diluigao de 50 pL de soro do coelho em 2000 pL. de tampdo padronizado
BioTécnica .

1 Leitura do Branco: solugio 2

2 Leitura a cada minuto, durante 20 minutos: 100 pL da solugao 1 adicionado na solugao 2.
Dului¢ido 1:25

e Solugdo 1: Dilui¢dao de 50 pL de calibrador multipardmetro (Roche) em 500 pL de
solugdo salina .

e Solugio 2: Dilui¢do de 85 pL de soro do coelho em 2000 pL de tampio padronizado
BioTécnica .

| Leitura do Branco: solugio 2

4  Leitura a cada minuto, durante 20 minutos: 100 puL da solugio I adicionado na solugio 2.
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ANEXO C - Procedimento da purificagéio.

I Coloca-se 10 mL do soro do coelho em um béquer de 500 mL e acrescente uma barra
magnética.

2 Acomoda-se o béquer em um recipiente contendo gelo.

3 Coloca-se este sistema sobro um agitador magnético.

4 Durante agita¢do acrescente o 10 mL de sulfato de aménio gota a gota.

5 Deixa-se agitar por 20 minutos.

6  Centrifuga-se por 30 minutos a 3000 rpm.

7  Despreza-se o sobrenadante.

8  Acrescenta-se sulfato de aménio a 50% e centrifugue durante 15 minutos a 3000 rpm.
9  Despreza-se o sobrenadante.

10 Repete-se a lavagem 3 vezes.

11 Ressuspender com 3 mL de tampio fosfato pH 7,2.

Obs: Purifica-se 0,3 a 0,5 % do valor inicial do soro.
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ANEXO D — Comportamento cinético

Segundo o manual da Labtest (Servigo de Apoio ao Cliente Labtest — 2003) a reagdo de
ponto final ¢ especialmente dedicada aquelas reagdes que formam um produto cuja
concentragdo chega a um ponto maximo, permanecendo inalterada por um determinado tempo
em funcdo da estabilidade do produto. Estas reagdes podem ser colorimétricas ou ultravioleta
(UV). Um namero bastante elevado de ensaios utiliza as reagdes de ponto final ¢ a
concentragdo do produto formado ¢ medida através de leituras fotométricas. A reagdo de
ponto final ¢ a mais empregada no laboratorio devido a sua flexibilidade de aplicagao
instrumental, pois pode ser utilizadas em metodologias manuais e automatizadas.

Reagao de Ponto final

0,6
0,5
0,3

0,2
0.1

absorbancia

0 I T T T = i O il . I

123 4567 8 91011121314 1516 17 18 1920 21

tempo (minutos)

O grafico de ponto final padriao. Mostra o inicio da formagdo do produto em
A, o ponto B ate o ponto C marca o periodo de estabilidade onde a medida
fotométrica ¢é realizada. A partir do ponto C a estabilidade do produto e
perdida.



