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A contaminacdo da agua para consumo humano por toxinas produzidas por cianobactérias € um
problema de saude publica e das autoridades em todo o mundo. Microcistina-LR (MCLR) é uma
cianotoxina heptapeptidica ciclica que inibe as proteinas fosfatases PP1 E PP2A nos hepatdcitos.
Microcistinas sdo produzidas por diversos géneros de cianobactérias e mais de 70 variacdes
estruturais tém sido caracterizadas em floragdes naturais. Por serem haptenos, as microcistinas sdo
incapazes de induzir uma resposta imune em animais. Conseqilentemente, foi necessario aplicar
métodos de conjugacdo envolvendo a adicdo de uma proteina carreadora, mcKLH (cationized
Keyhole Limpet Hemocyanin). Portanto, o objetivo inicial desta tese foi o de obter anticorpos
monoclonal (em camundongos) e policlonal (em coelho) anti-MCLR. Com relacdo ao anticorpo
monoclonal foram obtidos 9 hibridomas (k»9, k210, k317, k248, k84, k»90, k»161, k226, k,232), sendo
gue apenas 5 se mostraram estaveis (k»9, ksl7, k.48, k.84, k,232). Estes foram selecionados para
serem isotipados, expandidos em liquido ascitico, purificados em coluna cromatogréfica de proteina-A
e titulados. Dentre estes cinco hibridomas secretores de anticorpos, o clone k317 foi o que melhor
reconheceu (mais especifico) a toxina MCLR. Os anticorpos do sobrenadante de meio de cultura do
hibridoma e o fluido ascitico purificado foram identificados pelo ensaio ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) previamente padronizado. Mesmo sensibilizando a placa de ELISA com
diferentes antigenos, tais como MCLR-cBSA, MCLR, MCLR, MCRR, MCYR e MCLA, o clone 17 foi o
gue apresentou melhor linearidade frente as variantes de microcistina. Portanto, o clone 17 (is6tipo
IgG1) obtido € muito promissor e sera usado para deteccao de MCLR na agua para consumo humano
através do desenvolvimento de um kit de ELISA competicao. Com relacdo ao anticorpo policlonal, o
antigeno de imunizagcdo foi MCLR-mcKLH, enquanto que o antigeno de sensibilizacao foi MCLR-
cBSA para o ensaio de titulacdo de anticorpos de classe IgG por ELISA indireto. Na sequencia, foi
padronizado um ensaio ELISA competicdo utilizando somente a toxina MCLR como antigeno de
sensibilizacdo. Este método Caseina foi padronizado, validado e comparado com o kit comercial
Abraxis®. O kit ELISA competicdo que utiliza anticorpo policlonal, nomeado como método Caseina, foi
avaliado quanto Limite Inferior de Quantificacdo, Especificidade, Seletividade, influéncia do metanol
no ensaio, Recuperacgdo, Linearidade, Precisdo, Exatiddo e Robustez. Este método de triagem
apresentou excelente resultado quando comparado ao kit comercial Abraxis®, pois foi capaz de
detectar tanto variantes de microcistinas como nodularinas no ambiente aquatico. O ensaio ELISA
competicdo utilizando anticorpo policlonal anti-MCLR foi submetido a patente pela Agéncia USP de
Inovacdo (I.N.P.l. 018090046230).

Palavras chave: microcistina, nodularina, conjugacéo de peptideos, hibridoma, anticorpo monoclonal,

anticorpo policlonal, ELISA.




2T SN G TR SO ABSTRACT

Development of immunoassay techniques to detect microcystin in

environmental samples

The contamination of drinking water by cyanobacterial toxins is a public health issue and a concern for
water authorities throughout the world. Microcystin-LR (MCLR) is a hazardous cyclic heptapeptide
cyanotoxin, which inhibits protein phosphatase PP1 and PP2A in hepatocytes. Microcystins are
produced by several genera of cyanobacteria and presents more than 70 structural variations
characterized in natural blooms. As haptens, microcystins are unable to invoke an immune response
in animals. Consequently, the application of conjugation methods with an additional carrier protein, the
KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) was necessary. The main objective of this study was to obtain
monoclonal (in mice) and polyclonal (in rabbits) antibodies for reacting against MCLR. In what refers to
monoclonal antibodies, 9 hybridomas (k»9, k»10, k317, k248, k»84, k,90, k;161, k226, k,232) were
obtained; however only 5 were stables (k.9, k317, k»48, k.84, k,232). These were selected to be
isotyped, expanded in ascitic fluid, purified by protein-A column chromatography and then, they were
titrated. Out of these five antibody-secretor hybridomas, clone k317 was the best to recognize (more
specific) the MCLR toxins. Antibodies in hybridoma cell culture supernatant and purified ascites fluid
were identified by ELISA assay (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) as prior standardized. Even
when sensitizing ELISA plate with different antigens, as MCLR-cBSA, MCLR, MCLR, MCRR, MCYR
and MCLA, clone 17 presented the best linearity against microcystin variants. Therefore, the obtained
clone 17 (isotype IgG1) is a promising clone and shall be used for detecting MCLR in drinking water
through the development of a competitive ELISA immunoassay kit. In what refers to the polyclonal
antibody, MCLR-mcKLH was used as immunization antigen, while MCLR-cBSA was used as
sensitizing antigen for the IgG titration assay by indirect ELISA. In the sequence, a competition ELISA
assay was standardized using the MCLR toxin as sensitizing antigen. This Casein method was
standardized, validated and compared to the commercial kit Abraxis®. The competition ELISA kit using
polyclonal antibody, known as Casein method, was analyzed concerning its Quantification Inferior
Limit, Specificity, Selectivity, methanol influence of the assay, Recuperation, Linearity, Precision,
Accuracy and Robustness. This screening method reached excellent results if compared to the
commercial kit Abraxis®, for being able to detect both the microcystins variants and the nodularins in
aquatic environmental. The competition ELISA assay using anti-MCLR polyclonal antibody was
submitted to the grant of a patent by USP Innovation Agency (INPI 018090046230).

Key Words: microcystin, nodularin, peptide conjugation, hybridoma, monoclonal antibody, polyclonal
antibody, ELISA.
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2T Sar . GENEBE LISTADE ABREVIATURASE SIGLAS

ST

Abs: absorbancia lida em espectrofotdmetro

ACF: adjuvante completo de freund

AIF: adjuvante incompleto de freund

Ag: antigeno

Adda: &cido 3-amino-9-metoxi-10-fenil-2,6,8-trimetil-deca-4(E)6(E)-diendico
AGPRT: enzima adenina-guanina fosforribosiltransferase

Ala: alanina

ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria

APC: célula apresentadora de antigeno

Arg: arginina

Asp: &cido aspartico

BCR: receptor de antigeno de linfocitos B

BSA: soro albumina bovina

cBSA: soro albumina bovina cationizado

CETESB: Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental
Cis: cisteina

CMD: concentragdo média determinada

CO;,: diéxido de carbono

CQ: Controle de Qualidade

CV%: coeficiente de variagéo (%)

DCR: regiao determinante de complementaridade

Des (%): Desvio do Valor Nominal (%)

D-MeAsp: acido D-eritro-p-metilaspartico

DMSO: dimetilsulfoxido

DP: desvio padréo

DPR: desvio padréo relativo (%)

DTT: ditiotreitol

EDC: via de conjugagéo 1-Etil-3-[3-Dimetilaminopropil]lcarbodiimida Hidroclorido
ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

ESI: ionizacao ElectroSpray

EXT: amostra em matriz extraida



Glu: glutamato

HAT: hipoxantina, aminopterina e timidina

HGPRT: enzima hipoxantina-guanina fosforribosiltransferase
His: histidina

HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

HRP: peroxidase de rabano

HT: hipoxantina e timidina

i.p.: via intra-peritoneal

ICAM-1,2,3: molécula de adesao intracelular

ICH: International Conference on Harmonization

IFNy: interferon gama

IL: interleucina

LIQ: Limite Inferior de Quantificag&o

INMETRO: Instituto Nacional de Metrologia

IR: indice de Reatividade (%)

KLH: keyhole limpet hemocyanin

Lis: lisina

LB: linfécito B

LC-MS: Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massas
LD: limite de deteccdo

Leu: leucina

LFA-1: antigeno 1 com funcéo leucocitaria, integrina
LIQ: Limite Inferior de Quantificag&o

LQ: limite de quantificagéo

LMQ: Limite Maximo de Quantificagcéo

LSQ: Limite Superior de Quantificagao

LT: linfocito T

LTh-2: linf6cito T-helper 2

MBS: via de conjugacéo acido m-maleimidobenzoico N-hidroxisuccinimida ester
mcKLH: Megathura crenulata keyhole limpet hemocyanin
MCLA: microcistina-LA

MCLR: microcistina-LR

MCRR: microcistina-RR

MCYR: microcistina-RR
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MCLR-Ltx: microcistina-LR conjugada a particula de latex
MCLR-BSA-Ltx: microcistina-LR conjugado ao BSA e a particula de latex
MCLR-BSA: microcistina-LR conjugado ao BSA

MCLR-mcKLH: microcistina-LR conjugado ao mcKLH

MCLR-cBSA: microcistina-LR conjugado ao cBSA

Mdha: N-metildehidroalanina

Mdhb: N-metildehidrobutirina

MeOH: metanol

MMPB: 4cido 2-metil-3-metoxi-4-fenilbutirico

MOPC-1: plasmocitomas induzidos por 6leo mineral

MTZ: amostra em matriz

N2: nitrogénio gasoso

NH,: grupo amino

NH3": nitrato

NH4": amdnio

NOD: nodularina

O,: oxigénio gasoso

OPD: ortofenilenediamino

OVA: ovalbumina

PBS: tampéo fosfato salina (Na;HPO. 0,008M, KH,HPO. 0,00146M, NaCl 0,15M e
KCI 0,002M, pH 7,2)

PBS-T: tampé&o PBS contendo 0,05% de Tween 20

p.C.: peso corporeo

PCC: condensacéo prematura cromossdmica

PEG: polietilenoglicol

PLL: poli-I-lisina

PP1 e PP2A: enzimas fosfatases PP1 e PP2A

PSS/DDA: poliestireno sulfato/brometo de dioctadecildimetilamoénio

RMN: Ressonancia Magnética Nuclear

RPMI": meio de cultura RPMI 1640 suplementado com L-Glutamina 1%,
piruvato de sodio 2%, MEM nao essenciais 1%, Gentamicina 0,1% e HEPES 1,5%
RPMI™: meio de cultura RPMI 1640 enriquecido com soro fetal bovino 10%
R% quadrado do coeficiente de correlagéo linear

SCAO: amostra preparada em solucéo



SLD: soro lactato dehidrogenase

SBF: soro fetal bovino

SDS: sulfato dodecil de sodio

SSD: soro sorbitol dehidrogenase

TCR: receptor de antigeno de linfocitos T
Tir: tirosina

TK: enzima timidinocinase

TLC: cromatografia em camada delgada
TMB: 3,3,5,5-tetrametilbenzidina

Tso: tempo de 50 dias

MBI: metilisoborneol

XX
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X <§an< Q*’h #Y#ﬂ <®;§¢L 1.0INTRODUGAO

O material apresentado nesta introdugdo ndo tem como objetivo principal uma

revisdo sobre os temas abordados. Sdo citadas algumas referéncias que sao
consideradas importantes sobre os assuntos em questdo para auxiliar o leitor a
compreender o motivo dos experimentos realizados dentro de cada contexto e, para
a producdo de um ensaio imunoenzimatico nacional para a detec¢do de microcistina,
uma classe de toxina produzida por cianobactérias de agua doce.

A qualidade de rios, lagos e represas vém diminuindo drasticamente nas
Ultimas décadas, principalmente pela contaminagcdo da agua por acdes
antropogénicas, efluentes domeésticos e fertilizantes. Como conseqiéncia da
contaminacdo, cianobactérias podem crescer em grande quantidade em corpos
d’agua, fenbmeno denominado floracdo. As floracbes podem deixar a dgua com
odor e gosto desagradaveis, mesmo ap0s o tratamento, pois as cianobactérias
produzem substancias com essas caracteristicas, por exemplo, 0S compostos
metilisoborneol e geosmina. Além desse problema, em algumas ocasides, a agua
pode apresentar toxinas (cianotoxinas: microcistinas, saxitoxinas, anatoxinas e
cilindrospermopsina) também produzidas por cianobactérias. De fato, o
monitoramento de cianotoxinas € obrigatorio (Portaria N° 518/2004 - ANEXO [) em
dgua para consumo humano e apresenta custo elevado para as agéncias de
tratamento e fornecimento. Um fato que ressaltou a importancia do monitoramento
de cianotoxinas em &gua foi a “Sindrome de Caruaru” ocorrida em 1996 no Instituto
de Doencgas Renais em Caruaru - Pernambuco, onde pacientes entraram em contato
direto com microcistinas via hemodialise. Pelo menos 52 pacientes foram a 6bito.

Todas as cidades brasileiras devem garantir a qualidade da &gua para os
seus cidadaos. Os resultados desse trabalho podem ser potencialmente utilizados
por prefeituras e agéncias de tratamento de 4gua de vérias cidades brasileiras que
necessitam realizar o monitoramento de microcistinas rotineiramente. Org&os
ambientais governamentais e laboratorios privados também podem ter interesse por
esses resultados. Atualmente, as analises utilizadas para esse fim utilizam
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (custo aproximado de cada andlise -

R$200,00) e kits de diagnéstico por enzimaimunoensaio (= R$50,00 por amostra,
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pois sdo importados). Entretanto, um kit de ELISA para o monitoramento de
microcistinas em 4gua para consumo humano pode ser produzido aqui no Brasil,
reduzindo assim os custos de transporte e taxas de importagao.

Os métodos convencionais supracitados utilizam equipamentos de alto custo
e ndo estdo presentes em todas as agéncias de 4gua. Além disso, necessitam de
muito tempo para um resultado e mao de obra qualificada e, por isso, muitas
agéncias terceirizam estas analises. O desenvolvimento e a producdo de um Kkit
envolvem tecnologia 100% nacional e facilidade de utilizagdo. O ensaio descrito
nesse trabalho é baseado em anticorpos contra as microcistinas que, em contato
com essas toxinas e, na presen¢a de um substrato e de uma substéncia cromégena,
podem mudar de cor.

Diversos autores publicaram trabalhos relacionados a obtencéo, padronizagao
e aplicacdo de anticorpo anti-MCLR. A variante de microcistina, MC-LR, € a mais
comum. Entretanto, eles se diferenciam em pontos especificos durante as etapas do
ensaio imunoenzimético.

Brevemente, temos que, (i) como imundgeno utilizamos a toxina integra (sem
modificacdo sintética) conjugada a proteina carreadora cationizada mcKLH (MCLR-
mcKLH), (i) como modelo animal utilizamos coelho (anticorpo policlonal) e
camundongo (anticorpo monoclonal), (iii) no ensaio ELISA indireto para titulagdo de
lgG, tanto em coelho quanto em camundongo, utilizamos placa Corning® high
binding (EUA), sensibilizada com MCLR conjugada ao cBSA (MCLR-cBSA), (iv)
como solucao de bloqueio utilizamos Caseina 2,5%, (v) no ensaio ELISA competicdo
indireto a placa € sensibilizada com MCLR sem conjugagéo e, a amostra contendo a
toxina e o anticorpo policlonal diluidos séo pré-incubados durante 20min a 37°C e, a
placa contendo o imunocomplexo formado é incubada logo em seguida.

A grande maioria dos ensaios por ELISA descritos, além de ndo descreverem
a reatividade do anticorpo obtido frente a toxina nodularina (toxina com estrutura
semelhante a microcistina), também ndo avaliaram a influéncia do metanol no
ensaio, visto que este solvente pode estar presente no processo de extragdo de
amostras e, em alguns casos, interferir na detecgdo como falso positivo.

Alguns artigos relatam na literatura métodos moleculares que detectam a
presenca de cianobactérias com potencial genético para producdo da microcistina

independente de sua categoria taxondmica. Este método apesar de ser bem
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sensivel e de necessitar de pequena quantidade de amostra, baseia-se na detecgéo
de cianobactéria, podendo esta ser toxica ou ndo (patente nacional PI 0400576-7).

Existe também outro kit de modelo de utilidade chinesa (patente internacional
CN 201183798) que determina se uma parte do corpo de peixes de &gua doce
contém toxina como, por exemplo, a microcistina. Este ensaio baseia-se no nivel de
expressdo génica que codifica uma enzima que promove remocdo de toxinas no
corpo de peixes. Esse tipo de teste apresenta limitagdo de ser aplicado somente em
tecidos de peixe e ndo em &gua, que é onde a toxina se encontra com maior
frequéncia.

FISCHER et al. (2001) desenvolveu um ensaio ELISA competi¢do indireto
para detecgdo de microcistina. Este ensaio baseia-se (i) na utilizagdo de anticorpo
policlonal obtido em ovelha, sendo o imundgeno uma regido da microcistina
sintetizada, modificada e conjugada ao BSA (BSA-ADDA), cBSA (cBSA-ADDA) ou
OVA (OVA-ADDA), (i) a placa de ELISA utilizada no ensaio é a placa Nunc
(MaxiSorp Immuno™Plates, Dinamarca) sensibilizada com OVA-ADDA ou BSA-
ADDA, (iii) como reagente de bloqueio é utilizada solugdo de OVA e/ou BSA 1% e,
(iv) a amostra contendo a toxina e o anticorpo policlonal diluidos s&o acrescidos
diretamente a placa e incubados durante 2h a temperatura ambiente.

SHENG et al. (2006) elaborou um imunoensaio ELISA competicdo direto
(placa sensibilizada com anticorpo policlonal) para detectar microcistina e sua
variantes em agua. Apesar de o0 ensaio ter apresentado boa recuperacdo e
confiabilidade, o autor também utiliza (i) como imundgeno a toxina MCLR modificada
pelo acréscimo de um grupamento amino (NH,) na molécula antes de ser conjugada
ao BSA e, (ii) no ensaio ELISA indireto para titulagéo de IgG em coelho a placa Nunc
(MaxiSorp Immuno'™Plates, Dinamarca) é sensibilizada com MCLR-OVA por 0,5h a
37°C.

Em suma, as principais diferencas observadas entre os trabalhos publicados
estdo:

(i) modelo animal: galinha (McDERMOTT et al., 1995), camundongo (PYO et al.,
2005; SHENG et al., 2007) ou coelho (CHU et al., 1989; AN & CARMICHAEL, 1994;
BAIER et al., 2000; METCALEF et al., 2000; MIKHAILOV et al., 2001; MHADHBI et al.,
2006; YOUNG et al., 2006).

(i) imunégeno: MCLR conjugada ao cBSA (MCDERMOTT et al.,, 1995), MCLR
conjugada ao BSA sem cationizagdo (MHADHBI et al., 2006), MCLR conjugada ao
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EDA (BSA modificada) ou PLL (Poli-L-lisina) (CHU et al., 1989; AN & CARMICHAEL,
1994), MCLR modificada ao BSA (MIKHAILOV et al., 2001; BAIER et al., 2000;
SHENG et al., 2007)

(iii) solucdo de bloqueio: PBS (McDERMOTT et al., 1995), gelatina (CHU et al.,
1989; AN & CARMICHAEL, 1994), leite desnatado (Molico, Nestle®, Brasil) (YOUNG
et al., 2006), solugédo de OVA (PYO et al., 2005; MHADHBI et al., 2006; SHENG et
al., 2007), solugdo de BSA (BAIER et al., 2000; METCALF et al., 2000).

(iv) principio de reagdo: ELISA competicdo indireto com anticorpo marcado
(McDERMOTT et al., 1995), ELISA indireta (CHU et al., 1989; MHADHBI et al.,
2006), ELISA competicdo direto (AN & CARMICHAEL, 1994), ELISA competi¢cédo
indireto (BAIER et al., 2000; METCALF et al., 2000; MIKHAILOV et al.,, 2001;
YOUNG et al., 2006; SHENG et al., 2007), ELISA competicdo com MCLR marcada
(MATHYS et al., 2004; PYO et al., 2005).
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2.1 Poluicéo das aguas

A é4gua é o elemento fundamental da vida e sua importancia para a
manutencdo e sobrevivéncia dos organismos terrestres € inegavel. O
desenvolvimento das cidades, a crescente expansdo demogréfica (ha 2000 anos a
populacdo mundial correspondia a 3% da populagédo atual) e industrial observada
nas Ultimas décadas tém aumentado a demanda de 4gua doce de boa qualidade. O
aumento da poluicdo doméstica e industrial criou condicdes ambientais
inadequadas, propiciando o desenvolvimento de doencas, poluicdo do ar, aumento
da temperatura, e 0 comprometimento das aguas de rios, lagos e reservatorios. A
disponibilidade de 4gua doce na natureza € limitada e sua obtencdo para o consumo
humano de fontes menos convencionais tais como po¢os artesianos e destilagcdo da
adgua do mar séo de alto custo (SIVONEN & JONES, 2003).

O termo poluicdo da &dgua pode ser entendido como uma alteragdo de suas
caracteristicas por quaisquer acbes ou interferéncias, sejam elas naturais ou
provocadas pelo homem. Existem vérios tipos de poluicdo, os principais sdo (BAIRD,
1999):

(i) Poluicdo natural - E o tipo de poluicdo ndo associada a atividade humana,
causada por chuva, escoamento superficial, salinizagdo, decomposi¢cédo de vegetais e
animais mortos.

(i) Poluicdo industrial - Referem-se aos residuos gerados nos processos
industriais de uma maneira geral.

(iii) Poluicdo urbana - E aquela proveniente da populagdo urbana, que gera
esgoto doméstico lancado direta ou indiretamente nos corpos d’agua. O esgoto
doméstico contém, além de matéria organica, sabbes e detergentes, sendo
considerado um dos principais fatores de poluicdo de 4guas em regifes densamente
povoadas.

(iv) Poluicdo agricola - Decorrente de atividades ligadas a agricultura e
pecuaria por meio de defensivos agricolas, fertilizantes, excrementos de animais e

erosao.



32

2.2 Floracao algal e cianotoxinas

A principal espécie entre as algas toxicas que poluem as aguas esta a
Microcystis aeruginosa, a qual faz parte da Ordem Chroococcales, familia
Chroococcaceae. Apresenta colbnias formadas por poucas ou centenas de células,
podendo apresentar morfologia variada, tais como arredondada, alongada, lobulada
ou irregular; células esféricas, sempre com aer6topos, irregularmente distribuidas na
bainha de mucilagem, composta principalmente por polissacarideos (Figura 1C).

As cianoabactérias sdo organismos procariontes, isto €, ndo possuem nucleo
verdadeiro. Além disso, ndo tém conteudo celular diferenciado dentro de membranas,
formando estruturas como plastos e mitocondrias. Por ndo terem nucleo nem
estruturas definidas, esses organismos sdo semelhantes as bactérias, dai o nome
cianobactéria. Portanto, as cianobactérias se assemelham as algas por
apresentarem clorofila-a (pigmento fotossintético) e por serem organismos
fotossintetizantes (produtores de oxigénio). Ao mesmo tempo se assemelham as
bactérias por serem procariontes com reproducdo assexuada. As formas coloniais da
espécie Microcystis sp. (Figura 1B) multiplicam-se pela fragmentacdo da coldnia
atraves da divisdo celular simples (SANT'ANNA et al., 2004).

A floracdo algal ou eutrofizacdo (Figura 1A) tem como significado o
crescimento acelerado da biomassa vegetal (fitoplancton e plantas aquéticas)
decorrente do aumento da concentracdo de nutrientes e matéria organica num
ecossistema aquatico, entre eles os fosfatos e nitratos. A eutrofizacdo pode ser de
origem natural ou artificial. Na eutrofizagdo natural os nutrientes sdo trazidos pelas
chuvas que lavam a superficie terrestre, ocasionando a lenta e gradual eutrofizacéo
dos corpos d’agua. Na eutrofizagdo artificial, também chamada de eutrofizagédo
antrépica, ha um aceleramento do processo, com interrupcao dos ciclos bioldgicos e
quimicos. A utilizagdo desta dgua sem um tratamento eficaz pode trazer efeitos
nocivos a saude (BAIRD, 1999).
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Figura 1. Foto de uma floracdo na Represa Americana, Americana-SP - 2005.
A) Foto da floragdo local. B) Foto microscopica (40X) de uma aliquota da floracao
apresentando diversas espécies de Microcystis sp. C) Destaque da mucilagem presente na
col6nia de Microcystis (aumento 400X).

Floragdes superficiais que formam “natas” e que podem mudar a coloracdo da
agua (verde ou marrom) sdo compostas por cianobactérias que possuem aerotopos
(vesiculas gasosas) em suas células, possibilitando a flutuacdo e permanéncia na
superficie. Embora presentes em grandes quantidades, algumas espécies de
cianobactérias também com aer6topos ndo formam “natas” e nem tornam a agua
esverdeada em virtude de ndo possuirem bainhas mucilaginosas que agregam e
mantém o0s organismos juntos. Portanto a agua que apresenta aspecto claro, nao
necessariamente significa auséncia de altas densidades de cianobactérias. Estas
florac6es podem conferir gosto (de capim) e odor desagradaveis a agua devido aos
metabdlitos presentes, como a geosmina e o0 metilisoborneol (MBI) (SOUZA &
CARVALHO, 2006).

Vérios problemas de salde humana, apdés o0 contato com &aguas com
cianobactérias em floracdo, foram reportados mundialmente em atividades
recreacionais ou pelo consumo de aguas de reservatorios contaminadas (CODD et
al., 1989; ELDER et al., 1993; CARMICHAEL, 1994).

As algas se desenvolvem muito rapidamente. Elas utilizam a luz solar, o

diéxido de carbono (CO,) e a agua durante o processo de fotossintese (com
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liberagdo de O) ou para produzir matéria organica. Quando morrem, € consumido
por bactérias ou pelo zooplancton, que convertem a matéria organica, de novo, em
CO,, liberando na agua os nutrimentos do fitoplancton, utilizando oxigénio. Este
processo é chamado remineralizacdo e tem lugar, principalmente, nas &guas
superficiais. As cianobactérias (também chamadas blue-green algae) sdo organismos
muito discutidos, tanto pela capacidade de alguns géneros de converter N, em NHs,
como por serem provavelmente, um dos primeiros organismos responsaveis pela
geracao de O, na atmosfera terrestre. Elas sdo algas unicelulares que podem habitar
vérios ambientes em funcdo da sua pouca exigéncia nutricional (energia luminosa,
CO,, N,, agua e alguns minerais), sendo encontradas tanto em agua continental
como salobra (SVERCK et al., 2004; VIDOTTI et al., 2004). Para se desenvolver, 0
fitoplancton precisa de alguns nutrientes, tais como:

(i) Fosforo. As principais fontes humanas de fésforo sdo os detergentes e as aguas
dos esgotos. A melhoria das técnicas de tratamento das 4guas usadas e a utilizacéo
de detergentes sem fosfato permitiram limitar hoje, a introducéo de fésforo nos rios e
nos mares.

(i) Nitrogénio. A maior parte das células de fitoplancton ndo consegue captar o
nitrogénio que se encontra no ar (N2), porém ela pode estar presente sob a forma de
nitrato(NHz) ou o amoénio (NHs"). Assim, o plancton vegetal se desenvolve até
esgotar todo o nitrogénio e todo o fésforo disponiveis. Na maior parte dos oceanos, é
0 nitrogénio quem se esgota primeiro e diz-se que o desenvolvimento do plancton é
limitado por ele.

(iii) Vestigios de metais. O fitoplancton necessita de poucas quantidades de metais,
tais como o ferro, o cobre, 0 zinco e o cobalto. Em grandes regibes dos oceanos, 0
ferro ndo se encontra em quantidades suficientes para que o fitoplancton se
desenvolva.

O fitoplancton pode ser responséavel por alguns problemas ecoldgicos quando
se desenvolve demasiadamente. Em uma situagdo de excesso de nutrientes e de
temperatura favoravel, estes organismos podem se multiplicar rapidamente formando
0 que se costuma chamar de florescimento (ou "bloom", a palavra inglesa mais
usada). Numa situagdo destas, a agua fica esverdeada (dependendo da
temperatura), se tornando acastanhada quando o plancton esgota os nutrientes e
comeca a morrer. Nessa altura, a decomposicdo mais ou menos rapida dos

organismos mortos pode levar ao esgotamento do oxigénio na agua e, como
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consequéncia, a morte em massa de peixes e outros organismos. Esta situacédo pode
ser natural, no caso de um afloramento intenso, mas pode também ser devida a uma
situagdo de poluicdo causada pela descarga de excesso de nutrientes na agua.
Neste caso, diz-se que aquela massa de agua se encontra eutrofizada.

A grande maioria das cianobactérias é de agua doce (dgua continental), onde
podem viver no plancton (comunidade de organismos que vivem em suspens&o) e/ou
perifiton (comunidade de organismos que se aderem as superficies de pedras e
plantas). Algumas condi¢des fisicas e quimicas do local de coleta podem interferir
diretamente no desenvolvimento da comunidade fitoplanctbnica, tais como pH,
temperatura, transparéncia e concentragao de nutrientes.

Muitas espécies podem biosintetizar toxinas, aumentando ainda mais o risco a
populagdo (CARMICHAEL, 1994). Os incidentes toxicoldgicos relacionados com as
cianotoxinas incluem intoxicagdes de seres humanos e animais, trazendo como
consequéncia, morte de gado, animais selvagens, animais domésticos e até
humanos em todo o mundo (TURNER et al., 1990; HUMPAGE et al., 1994; CODD et
al., 2005).

Entre as espécies de cianobactérias que produzem cianotoxinas estao
Anabaena, Oscillatoria (conhecida também como Planktothrix), Nostoc, Microcystis e
Synechocystis (CARMICHAEL, 1994). Muitos incidentes toxicolégicos, incluindo
intoxicagbes humanas e animais, tém sido reportados em todo o mundo incluindo
América do Norte, Australia, China, Europa e Brasil (POURIA et al., 1998). O
envenenamento hepético causado pela ingestdo de agua contendo cianobactéria
(produtora da toxina nodularina) foi primeiramente observado no lago Alexandrina,
sul da Austrélia em 1878 (COOD et al., 1989).

Em 1988, durante a construcdo do Reservatério Dam em Itaparica, regido de
Paulo Afonso, Estado da Bahia, ocorreram mais de 2000 casos de gastroenterite,
resultando em 80 mortes em um periodo de 42 dias. Dados clinicos sugeriram que a
irritacdo gastrointestinal ndo foi causada por agentes como Vibrio cholerae, Shigela,
Yersinia e Campylobacter, mas, provavelmente por toxinas de cianobactérias
(género Microcystis sp. e Anabaena sp.), as quais causam gastroenterites e estariam
presentes na 4gua do Rio S&o Francisco tratada com sulfato de cobre. Este caso
ficou conhecido como o primeiro caso de contaminagdo por toxinas de
cianobactérias em humanos no Brasil (SIVONEN & JONES, 2003; TEIXEIRA et al.,
1993).
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Informacgdes recentes referentes ao Brasil relatam a presencga de floragdes de
cianobactérias pelo aumento de nutrientes nas aguas causando problemas de saude
publica (DOMINGOS et al., 1999; SANT'ANNA et al., 2004). Outro fato que ressaltou
a importancia do monitoramento de algas e suas toxinas nas aguas foi o acidente
ocorrido em fevereiro, 1996, cidade de Caruaru-PE, citado na introducdo deste
trabalho (JOCHIMSEN et al., 1998; AZEVEDO et al., 2002).

As cianotoxinas sdo metabdlitos secundarios das cianobactérias que causam
efeito deletério em tecidos, células ou organismos. Pelo fato de serem solliveis em
adgua (hidrofilicas), as microcistinas e nodularinas ndo sédo capazes de penetrar
diretamente na membrana lipidica de animais, plantas e paredes celulares de
bactérias. Em ambientes aquéticos, essas toxinas podem permanecer no interior
celular da alga ou serem liberadas para o ambiente com a lise celular
(CARMICHAEL, 1994; SIVONEN & JONES, 2003).

Os mecanismos de acdo das cianotoxinas sdo diversos, podendo ser
hepatotoxicas, neurotdxicas, dermatotoxicas, promotoras de inibicdo da sintese de

proteinas ou alteragcdo no sistema imune (KUJBIDA et al., 2006).
2.3 Aspectos gerais da microcistina e nodularina

Dentre as hepatotoxinas, as mais representativas sé8o as microcistinas,
heptapeptideos ciclicos que foram responsaveis pelo primeiro relato toxicolégico
relacionado com cianotoxinas envolvendo humanos. Atualmente, mais de 90
variantes de microcistinas sdo conhecidas na literatura sendo isoladas tanto de
floracdes como de culturas de laboratério (ZECK et al., 2001a).

As microcistinas, produzidas pelo género Microcystis, séo peptideos ciclicos e
apresentam como estrutura geral a seguinte seqiéncia de aminoacidos (Figura 2 e
3A): ciclo-(D-Alanina®-X?-D-MeAsp®-L-Y*-Adda®-D-Glutamato®-Mdha’), onde X e Y
sdo aminoacidos variaveis, D-MeAsp refere-se ao aminoacido acido D-eritro-3-
metilaspartico e, Mdha refere-se ao N-metildehidroalanina (Zeck et al., 2001b).

As diferengas estruturais entre as variantes das microcistinas tém sido
reportadas nos seus sete aminoacidos, sendo as mais freqlientes substituicées nos
L-aminoacidos nas posicdes 2 e 4 e desmetilacdo de aminoacidos nas posicdes 3
e/ou 7 (SIVONEN & JONES, 2003). A Figura 2 mostra a estrutura quimica geral das

microcistinas. A variante mais comumente encontrada na natureza é a microcistina-
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LR (MCLR). As variantes YR (MCYR), RR (MCRR) e LA (MCLA) sao encontradas em
menor freqiéncia, quando comparada & MCLR.

A MCLR apresenta este nome em decorréncia da presenca de uma leucina
(localizada na posicdo R2) e uma arginina (localizada na posicdo R4) em sua
estrutura. A MCRR apresenta uma arginina localizada na posicédo R2 e outra na
posicdo R4. A MCYR apresenta uma tirosina (posicdo R2) e uma arginina (posi¢ao
R4), enquanto que MCLA apresenta uma leucina (posicdo R2) e uma alanina

(posicéo R4).

(6) D-Glu (iso) (7) N-metildehidroAla
CO,H

(5) Adda

R, 0 CO,H O amino acido
amino acido (3) D-Erithro- variavel
variavel B-metilAsp

Figura 2. Estrutura da quimica da microcistina. Fonte: ZECK et al. (2001a).

CoH CHy O

NH

o] H,C

CHy
R o
CHs HN CHs

NH_/

P CHs

0 COH O (2) Leucina
(4) Arginina NH A

H NH,

Figura 3. Estrutura da quimica da microcistina-LR (A) e nodularina (B). Fonte: SIVONEN &
JONES, 2003.

A estrutura quimica na toxina nodularina (NOD) apresentada na Figura 3B, é

muito semelhante a microcistina, diferenciando-se apenas por ser um pentapeptideo,
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e ndo um heptapeptideo como a MCLR. As nodularinas, produzidas pelo género
Nodularia, também s&o peptideos ciclicos e apresentam como estrutura geral a
seguinte sequéncia de amino4cidos:
ciclo-(D-MeAsp*-L-Arginina’-Adda*-D-Glutamato*-Mdhb®), onde Mdha refere-se ao
aminoacido N-metildehidrobutirina (SIVONEN & JONES, 2003).

As nodularinas sédo predominantemente encontradas no ambiente marinho e
em agua salobra (COOD, 2005).

2.4 Mecanismo de agao das toxinas no organismo

As toxinas produzidas pelas cianobactérias sdo predominantemente
hepatotoxicas ou neurotdxicas (CARMICHAEL, 1994).

Embora doencas humanas atribuidas a MCLR e NOD estejam relacionadas a
gastroenterites e reacdes alérgicas, o alvo primario da toxina é o figado, onde o
desarranjo do citoesqueleto consequente da inibicdo das enzimas fosfatases 1 e 2 A
(PP1 e PP2A), causa hemorragia intrahepética macica (AN & CARMICHAEL, 1994).

A microcistina purificada é estavel a irradiagdo solar, porém a irradiacdo na
presenca de pigmentos contidos no interior da cianobactéria decompde
significantemente a toxina por isomerizagdo da dupla ligacdo presente na cadeia
lateral do aminoacido Adda (TSUJI et al.,, 1995). Este aminoacido presente na
molécula de microcistina (Figura 2) é essencial para a expressdo da atividade
biologica e, a estereoquimica referente & dupla ligagédo, por exemplo, resulta numa
diminuicdo da sua toxicidade. Essas toxinas foram facilmente decompostas pela luz
UV em comprimentos de onda proximos a absorcdo méxima da toxina, dependendo
da intensidade desta luz empregada. Em outras palavras, a MCLR é decomposta
totalmente por uma intensidade de irradiagéo de 2550 pW/cm? ap6s 10 minutos sob
luz UV. Porém, ao serem submetidas a irradiacBes fracas, observou-se uma
isomerizagdo no grupamento Adda presente na microcistina, tornando-a menos
hepatotoxica e diminuindo sua atividade de inibicdo de fosfatase (TSUJI et al., 1995;
DAWSON, 1997).

A agua quando tratada com cloro é capaz de eliminar as células algais, porém
com consequente liberagdo da toxina na &gua, sendo esta concentracdo de cloro

insuficiente para inativar a microcistina. Processos de tratamento convencional,
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como o tratamento com carvao ativado, ndo removem completamente a microcistina
da 4gua (LAMBERT et al., 1996).

A maioria das variantes de microcistina e nodularina sdo altamente toxicas em
uma faixa de 50 a 300 ug.kg’ p.c. (peso corporeo), via intra-peritoneal (i.p.)
(SIVONEN & JONES, 2003). Atualmente algumas variantes de microcistina toxicas
foram identificadas. Em geral, uma modificacdo estrutural na regido Adda-Glutamato
ou uma isomerizacao da cadeia Adda ou uma acilagdo do glutamato, pode reduzir a
toxicidade de ambas as toxinas, microcistina e nodularina. Em sua forma linear, sao
100 vezes menos toxicas que o mesmo composto em sua forma ciclica (HARADA et
al., 1991).

2.5 Quadro clinico das toxinas no organismo

As microcistinas podem causar intoxicagbes agudas ou cronicas e,
dependendo da dose ingerida, provocar a morte do animal em horas ou dias. No
quadro clinico apresentado por animais de experimentacdo sdo observados
fraqueza, palidez, erecdo de pélos, anorexia, vomitos, dor abdominal e diarréia. A
microcistina tem o figado como alvo, causando lesédo no citoesqueleto, necrose,
hemorragia intra-hepatica e choque hipovolémico com o conseqiiente aumento da
relagdo figado/peso corporeo de 5% para cerca de 8-10% (SOUZA & CARVALHO,
2006). Microscopicamente sdo observadas invaginagfes nos hepatocitos, com
desarranjo da estrutura lobular e sinusoidal do figado. A inibicao das fosfatases leva
a uma fosforilagdo das proteinas do citoesqueleto e das proteinas associadas (o-
actina e talina), com consequente redistribuicdo das mesmas. Estudos utilizando
figado de rato demonstraram que o colapso dos microfilamentos de actina precede o
deslocamento das proteinas associadas (MARCIAS-SILVA et al., 1994). A morte dos
hepatdcitos pode ocorrer em decorréncia do choque hemorragico dentro de poucas
horas apds altas doses de toxina. A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) sugere
gue 1 pg/L seria a concentragdo maxima que poderia estar presente na agua para
consumo humano (SIVONEN & JONES, 2003).

A microcistina ndo € um composto permeante celular e seu transporte para
dentro da célula é mediado por um carreador, tendo como consequéncia a inibicdo
protéica serina/treonina (PP1 e PP2A). Esta interacdo toxina-fosfatase é muito forte,

e a ligacdo é essencialmente estequiométrica. A MCLR apresenta uma afinidade
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crescente pelas fosfatases PP2C, PP1, PP2B e PP2A. Tanto a MCLR quanto a
MCLA inibem a fosfatase PP3 com um potencial similar aquele observado contra as
fosfatases do tipo PP1 e PP2A. A natureza da interagcdo da microcistina com essas
proteinas tem sido recentemente elucidada. A inibicdo da atividade enzimatica é
resultado de uma interacdo inicial ndo-covalente, ou seja, inclui o aminoéacido
hidrofébico Adda presente na cadeia lateral da microcistina e o grupamento
carboxilico presente no glutamato. Uma segunda ligagdo covalente ocorre entre o
carbono do residuo N-metildehidroalanina da microcistina com o grupamento tiol da
cisteina-273 presente na enzima fosfatase PP1 ou cisteina-266 da PP2A. A
formacdo da ligagdo covalente ndo é essencial para a inibicdo da atividade
enzimtica, embora uma reducdo na afinidade pela microcistina possa ser
observada em decorréncia de uma mutacdo no aminoacido cisteina-273 por uma
leucina, alanina ou serina (DAWSON, 1997).

2.6 Consequéncias da interagdo microcistina-fosfatase no organismo

Alguns autores propdem que o desarranjo no citoesqueleto em consequéncia
da inibicdo das fosfatases, pode causar uma alteragdo no acoplamento entre a
proteina G (proteina responsével pela transducdo de sinal para inameros
neurotransmissores) e a fosfolipase C (ou adenil ciclase) (NASEEM et al.,1991).

Dentre os efeitos relacionados a toxicidade induzida pela MCLR estdo a
ativagdo da fosforilase (que promove a reducgédo de glicogénio hepatico), redugéo nos
niveis de glutationa e aumento nos niveis de glicose, célcio e enzimas mitocondriais
hepaticas (SSD - Soro Sorbitol Dehidrogenase e SLD - Soro Lactato Dehidrogense)
(RUNNEGAR et al.,1991).

Experimentos realizados em nosso grupo de pesquisa comprovaram o
aumento de IL-8 em cultura de neutréfilos humanos pré-incubados com microcistina
(KUJBIDA et al., 2008).

Analisando os resultados obtidos por KUJBIDA et al. (2008), entende-se que
quando as microcistinas penetram no tecido hepético, através da interagdo toxina-
fosfatase, tém-se um estimulo & producdo de quimiocinas/citocinas por parte do
endotélio hepético. A partir deste momento a célula endotelial é ativada, ou seja,
pela presenca de toxinas no interior hepético, observa-se a producdo de quimiocinas

IL-8 (interleucina 8) pelas células endoteliais. Esta quimiocina se liga ao sulfato de
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heparana presente na superficie do endotélio do vaso, recobrindo toda a superficie,
sinalizando assim a migragéo do neutréfilo para aguele local especifico.

Concomitantemente, tém-se a expressao de selectinas que se ligam a
acucares na superficie de outra célula. Para aumentar a interagdo leucdcito-
endotélio (“espraiamento” celular), tém-se a ligagdo de Selectina-E expressa pelo
endotélio com Selectina-L expressa pelo neutréfilo. Ainda paralelamente a
expressdo de moléculas de adesdo e, seguindo uma ordem na expressdo das
mesmas, as moléculas ICAM-1,2,3 (molécula de adeséo intracelular) sdo expressas
na parede do endotélio. Isso faz com que as células que contenham a integrina LFA-
1 (antigeno 1 com funcgéo leucocitéria), como os neutréfilos por exemplo, interajam
com seus ligantes protéicos especificos (ICAM) presentes na superficie endotelial,
favorecendo o recrutamento dos leucécitos.

Em outras palavras, quando o neutréfilo aproxima-se do local sinalizado pela
quimiocina IL-8, ele “reconhece” a molécula de ades&o (interagdo LFA-1 do
neutréfilo com seu ligante ICAM-1 no endotélio) permitindo a finalizagdo do
rolamento leucocitario e inicio da transmigracdo, que € a passagem da célula
neutrofilica do vaso para o tecido, em encontro ao antigeno (toxina microcistina).

Outro fato importante € que a toxina microcistina provoca apoptose de
hepat6citos em decorréncia da inibicdo das fosfatases (MARCIAS-SILVA et al.,
1994) e, com isso tém-se a lesdo de mastocitos presentes nos sinusdides hepaticos
que liberam granulos de histamina. A histamina promove uma vasodilatagao,
diminuic&o da velocidade do fluxo sanglineo e aumento do volume sangiiineo. Em
resultado a essas alteracdes os neutrdfilos, por exemplo, comegam a fluir de uma
forma mais lenta. Com a vasodilatagdo dois processos podem ser observados. O
primeiro seria que os leucécitos, que antes fluiam no centro do vaso sangtineo,
passam a margear a periferia do vaso promovendo o rolamento, como foi explicado
acima. E, também com a vasodilatagdo tem-se a normalizacdo da movimentacgédo de
neutrofilo.

Com isso conseguimos explicar que o acumulo de neutréfilos no figado
ocasionado por um processo inflamatério induzido por MCLR principalmente, pode
ser devido as quimiocinas derivadas de neutrofilos (IL-8), causando injuria e necrose
hepatica (KUJBIDA et al., 2008).

Devido a répida, irreversivel e grave lesdo do figado causada pela

microcistina, a terapia é quase insignificante, e o efeito profilatico € critico.
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A Rifampicina, antibiético produzido pelo Streptomices mediterranei € muito
utilizado no tratamento da Tuberculose e outras infeccdes bacterianas. Além de
apresentar um mecanismo protetor contra os efeitos letais da toxina, ela também
previne mudancgas bioquimicas e patolégicas causadas pela MCLR (THOMPSON et
al., 1992). A ciclosporina-A também tem um efeito protetor contra a dose letal de
MCLR, porém estd mais relacionada & imunossupressdo, onde o tempo de
administracdo e dose de ciclosporina-A s&do determinantes criticos dos efeitos
quimioprotetores (HERMANSKY et al., 1990).

Em camundongos, por via intra-peritoneal (i.p.), a LDso da MCLR varia de 36 a
122 ug.kg® p.c. (peso corpéreo); para as demais microcistinas, esses valores
situam-se entre 50 e 120 ug.kg™ p.c., sendo esta variacdo atribuida as diferencas

entre as estruturas das moléculas dessas cianotoxinas (ITO et al., 1997).

2.7 Métodos de deteccdo e quantificacdo de variantes de microcistina

Existem na atualidade diversos métodos de deteccdo de variantes de
microcistina em amostras ambientais, porém alguns sdo mais sensiveis (ELISA)
(MOUNTFORT et al., 2005), outros mais seletivos (LC-MS) (DAHLMANN et al.,
2003), outros de baixo (Bioensaio) ou alto custo (RMN e LC-MS) (BLOM et al., 2001)
e, outros mais viaveis e de mais facil acesso (PP-2A - ensaio de inibicdo da enzima
fosfatase PP-2A).

O kit comercial Abraxis®, EUA, utilizado rotineiramente, tem como principio
competicdo indireta. E um kit baseado em anticorpo policlonal obtido em ovelha.
Como todo ensaio por ELISA, € um método de triagem e que ndo diferencia as
variantes de microcistina. Este kit sofre a influéncia do metanol presente na solugdo
de extracdo de amostras extraidas e tém como principal desvantagem, as
burocracias de um processo de importagdo, devido a necessidade de temperatura
especifica para transporte e armazenamento, além do alto custo.

Um esquema que correlaciona sensibilidade e seletividade entre diferentes

métodos analiticos para detecgdo de microcistina € mostrado na Figura 4.
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Figura 4. Relacédo entre sensibilidade e seletividade de métodos analiticos para deteccao de

microcistina.
TLC (Cromatografia em camada delgada), LC-MS (Cromatografia Liquida-Espectrometira de Massas), MMPB

(acido 2-metil-3-metoxi-4-fenilbutirico), HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), ELISA (Enzime Linked
Immuno Sorbent Assay), RMN (Ressonancia Magnética Nuclear), PP-2A (ensaio de inibicdo da enzima fosfatase

2A).

Como pode ser observado na Figura 4 acima, o ensaio por ELISA é mais

todo analitico LC-MS é mais seletivo

7

| que o sistema por LC-MS, porém o mé
(SIVONEN & JONES, 2003).

z

sensive

O método por HPLC muito utilizado na detecgdo de variantes de microcistina

(MERILUOTO et al., 1997) é limitado devido a forte influéncia de interferentes. Esse

método ndo é muito efetivo para andlises de toxinas em amostras de agua in natura

de picos contendo impurezas. E para solucionar esse problema,

a ocorréncia

BN

devido

é indicado um prévio clean up das amostras a serem analisadas por HPLC. Além da

relativa sensibilidade deste método, € também comum observar picos referentes a

microcistinas que coeluem em um mesmo tempo de retengdo (microcistinas de

polaridade muito proximas), dificultando, portanto, a identificacdo das mesmas.

Neste caso devem ser adaptadas as fases estacionaria e/ou moével do sistema

cromatografico para que haja uma separagdo dos picos em tempos de retencdo

diferentes (LI et al., 2006).
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Alguns estudos tém demonstrado que os ensaios de inibicAo da enzima
fosfatase (PP-2A) tém sua resposta alterada frente as diversas variantes de
microcistina, dependendo da sua toxicidade (MOUNTFORT et al., 2005).

Apesar dos métodos por HPLC e LC-MS detectarem microcistinas
individualmente com alta seletividade e acuricia, eles necessitam de uma analise
prévia, ou seja, de uma corrida analitica dos padrbes de toxina disponiveis
(MOUNTFORT et al., 2005) ou de cepas comprovadamente produtoras da toxina a
ser analisada, para que sejam quantificadas outras amostras através de uma curva
de calibragdo estabelecida. Em outras palavras, uma amostra pode ser quantificada
por HPLC baseada em uma curva de calibragdo construida a partir de uma
concentracdo conhecida do padrdo comercial (por exemplo, padrdo Sigma®, EUA).
Entretanto, podemos quantificar uma amostra pelo mesmo método, porém utilizando
uma cepa sabidamente produtora de determinada toxina. Neste Ultimo caso a
qguantidade de toxina produzida pela cepa pode variar dependendo das condigbes de
crescimento da mesma em meio de cultura, alterando a concentrago inicialmente
pré-estabelecida na curva de calibrag@o, ocasionando falsos resultados e erros de
quantificagcdo (FASTNER et al., 2002).

Certa incompatibilidade entre diferentes sistemas de detecg&o de microcistina
e nodularina, como por exemplo, entre 0s ensaios por ELISA e PP-2A, tém sido
observadas (AN & CARMICHAEL, 1994). Este fato pode ser justificado pelo fato de
gue ensaios por ELISA estimam a quantidade total de microcistina e nodularina
presentes na amostras, enquanto que os ensaios de inibicdo de fosfatase estimam a
toxicidade das mesmas (MOUNTFORT et al., 2005). Portanto, ensaios combinados
permitem a inclusdo de informagdes adicionais de toxicidade referente a uma
amostra especifica, protegendo os consumidores dos efeitos adversos das toxinas
produzidas por cianobactérias na 4gua para consumo humano e animal.

Alguns kits imunoenzimaticos para dosagem de microcistina utilizam
anticorpos policlonais para deteccédo de toxinas algais (GIL et al., 1999). Ja outros,
empregam anticorpos monoclonais. Apesar dos anticorpos policlonais serem mais
acessiveis economicamente, os monoclonais sdo mais especificos.

Véarios métodos de ELISA tém sido estudados na tentativa de detectar as
microcistinas e nodularinas (SHENG et al., 2007). Para desenvolver este tipo de
teste, os anticorpos devem ser obtidos por imunizacdo prévia de camundongos com

a toxina conjugada a uma proteina carreadora de alto peso molecular, como por
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exemplo, soro albumina bovina (BSA) (HERMANSON, 1996), “keyhole limpet
hemocyanin” (KLH) (McDERMOTT et al., 1995), poli-l-lisina (PLL) (CHU et al., 1989)
ou ovalbumina (OVA) (ZECK et al., 2001a,b). Obtendo o anticorpo especifico
(anticorpo monoclonal), pode-se desenvolver imunoensaios para deteccdo da toxina
em amostras ambientais.

O principio geral do ensaio por ELISA para avaliar a cinética de producdo de
anticorpos pelo camundongo € baseado na sensibilizagdo da placa com a toxina,
onde se acrescenta o anticorpo presente no soro do camundongo. A presenca do
imunocomplexo sera detectada ap6s adigcdo de conjugado anti-lgG de camundongo
(anticorpo de classe IgG marcado com HRP - peroxidase de rabano). E este, na
presenca do substrato produz uma cor que é lida em A =492 nm (YU et al., 2002).
Outro ensaio por ELISA pode ser aplicado, adicionando a 4gua contaminada a placa
previamente sensibilizada com o anticorpo monoclonal obtido (anti-MCLR-LR)
diluido em tamp&o carbonato/bicarbonato. Na sequéncia, acrescenta-se o conjugado
(que pode ser o proprio anticorpo monoclonal) marcado com peroxidase que
reconhecera o imunocomplexo fixado a placa de ELISA. Perdxido de hidrogénio
(H202), na presencga de tetrametilbenzidina (TMB) ou ortofenilenodiamino (OPD),
pode ser utilizado como substrato e, o acido sulfirico como solugdo de parada da
reacdo. A leitura pode ser feita em 450 ou 492nm, respectivamente (MIKHAILOV et
al., 2001).

2.8 Propriedades do peptideo

Anticorpos contra peptideos tém se tornado uma ferramenta essencial na
pesquisa cientifica, no qual as aplica¢des incluem a deteccdo e identificagdo de
produtos genéticos, estudos de processamento de proteinas, diagndstico,
localizacdo protéica, determinacdo de sitio ativo, estudo de proteinas homdlogas,
purificacdo protéica, etc. Além de ndo ser um procedimento simples, durante a
producdo de anticorpos contra peptideos, € importante levar em conta a aplicacdo
do anticorpo obtido (HARLOW & LANE, 1988).

Contudo, o primeiro passo no processo é a selecdo de uma sequiéncia
apropriada do peptideo. Se o anticorpo tiver como alvo um dominio especifico, a
escolha é simples. Por exemplo, em um estudo proteolitico, se o alvo for uma regido

N-terminal presente em uma proteina, anticorpos contra a regido N-terminal de
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interesse pode ser obtido. Da mesma maneira, se 0 objetivo for monitorar um estado
de fosforilagdo de uma sequéncia especifica, anticorpos contra essa seqiéncia
fosforilada podem ser usados.

J&, se o objetivo é o de gerar anticorpos que reconhecem a proteina em seu
estado nativo, o problema é mais complexo. Anticorpos anti-peptideo vao sempre
reconhecer o peptideo. No entanto, 0 mesmo anticorpo pode ndo reconhecer uma
seqliéncia dentro de uma proteina que esta intacta e compactada. Seqiéncias de
epitopos em proteinas geralmente consistem de 6 a 12 aminoécidos e podem ser
classificados em continuos e descontinuos.

Epitopos continuos sdo compostos por uma seqiéncia de aminoacidos
adjacentes na proteina. Neste caso, anticorpos anti-peptideo vao se ligar a esses
tipos de epitopos na proteina nativa, pois esta seqiéncia ndo esta internalizada na
proteina. Epitopos descontinuos consistem de um grupo de aminoécidos que néo
estdo adjacentes, mas que estdo juntamente expostos pelo dobramento de uma
cadeia de peptideo ou por justaposicdo de duas cadeias polipeptidicas separadas.
Neste caso, anticorpos anti-peptideo podem ou n&o reconhecer esta classe de
epitopo, dependendo se o peptideo usado para a geracdo de anticorpos tiver uma
estrutura secundéria similar ao epitopo e/ou se o epitopo presente na proteina tiver
uma sequéncia de aminoécidos adjacentes suficiente para permitir que o anticorpo
se ligue com baixa afinidade (HARLOW & LANE, 1988; HERMANSON, 1996)

O método mais comum de acoplamento conta com a presenca de grupos
amino livres (Lis, Arg), regides sulfidrilicas (Cis), ou grupos carboxilicos (Asp, Glu)
no peptideo. A lisina e a arginina sdo aminoacidos basicos com cadeias laterais
longas e muito polares, o que os tornam hidrofilicos. Ambos tém cargas positivas em
pH neutro. J& a cisteina contém uma sulfidrila (-SH) em sua cadeia lateral, tornando
este aminoacido mais hidrofébico comparando-o com outros aminoacidos, porém,
essa sulfidrila € muito reativa e exerce papel fundamental na estrutura da proteina
ao formar pontes dissulfeto. Os &cidos aspartico e glutdmico sdo aminoacidos
hidrofilicos e possuem cadeias laterais acidas com cargas negativas em pH
fisioldgico (HARLOW & LANE, 1988).
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2.9 Estratégias de acoplamento

Os tipos de reagdo de acoplamento podem empregar diferentes vias, entre
elas estéo a via (i) EDC (1-etil-3-(-3-dimetilaminopropil)carbodiimida hidroclorido),
que reage com grupamentos amino e carboxilicos da molécula, (ii) via MBS (&cido
m-maleimidobenzoico N-hidroxisuccinimida ester), que reage com sulfidrilas livres e,

(iii) via bis-diazobenzidina, que reage com residuos de tirosina.

2.9.1 Via EDC

A via EDC ou método carbodiimida € mais usado rotineiramente. A
carbodiimida ativa o grupamento carboxilico presente na cadeia lateral do
aminoacido do peptideo para que este sitio possa ser acoplado ao grupamento
amina priméria da proteina carreadora. Os peptideos ativados sdo misturados a

proteina carreadora para produzir um conjugado final.

2.9.2 Via Glutaraldeido

O glutaraldeido € um reagente de acoplamento bifuncional, que liga dois
compostos pelo grupamento amina (NH>). Ele proporciona um espagador altamente
flexivel entre o peptideo e a proteina carreadora para favorecer a apresentacdo ao
sistema imune. Infelizmente, o glutaraldeido é um composto muito reativo e vai
interagir com residuos de Cis (Cisteina), Tir (Tirosina) e His (Histidina). O resultado é
entdo, um conjugado pobremente definido. O método Glutaraldeido &
particularmente aplicado quando o peptideo contém somente um Unico grupo amino
livre na regido N-terminal. Se o peptideo tiver mais de um grupo amino livre,
complexos multiméricos grandes podem ser formados, os quais ndo sdo bem

definidos e podem apresentar uma imunogenicidade muito variada.

2.9.3Via MBS

Este éster (MBS) € um reagente heterobifuncional que pode ser usado para
ligar peptideos a proteinas carreadoras via cisteina. A reac@o ocorre entre o

grupamento tiol do residuo de cisteina presente no peptideo (Figura 5). Se o
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peptideo ndo contém na seqiiéncia um residuo deste aminoacido, seria interessante

inseri-lo na regido C- ou N-terminal para que se tenha um controle da ligacdo do

z

peptideo ao carreador. Para peptideos sintéticos é recomendado que a Cis seja
inserida na regido N-terminal do peptideo se possivel.
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Figura 5. Modelo esquematico de conjugacao pelo método MBS

O critério de escolha de uma proteina carreadora e uma conjugacao ideal
inclui o potencial de imunogenicidade, a presencga de grupos funcionais no hapteno e
as propriedades de solubilidade.

Os métodos disponiveis para acoplamento entre peptideos e carreadores sdo
muito variados, mas podem ser classificados dependendo do grupo funcional do

peptideo que é empregado na reacdo. A grande maioria dos peptideos usados como
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imundgenos é sintetizado com grupamentos amino e carboxilico livres, e estes sdo
mais comumente empregados para um acoplamento. Isto ocorre ndo somente
porque existem diversos metodos que envolvem estes grupos disponiveis, mas
também porque n&o é uma boa escolha modificar uma seqiiéncia de amino&cidos,
visto que isto poderia modificar a estrutura original da proteina.

A reacdo de conjugacdo da toxina MCLR & proteina carreadora pode ser
realizada de duas maneiras:

(i) Via residuo do acido glutdmico. Os anticorpos produzidos contra o complexo
reconhecem o grupo Adda (&cido 3-amino-9-metoxi-10-fenil-2,6,8-trimetil-deca-
4(E)6(E)-diendico), mas ndo o suficiente para reconhecer diferentes microcistinas.
Isso gera problemas principalmente quando os dois aminoacidos variaveis sao
expostos em células imunocompetentes durante o desenvolvimento de uma resposta
imune primaria (MIKHAILOV et al., 2001).

(if) Por introducdo de um grupo amino (NH) na molécula. Isto é feito através de uma
aminoetilacdo do residuo N-metildehidroalanina presente na molécula da
microcistina por ligacdo covalente. Este residuo de aminoéacido esta localizado
distante dos aminoé&cidos variaveis e do grupo Adda. Usando a aminoetilagcéo
seguida da conjugacdo com a proteina carreadora, pode-se obter um imundgeno
capaz de induzir uma alta resposta imune especifica sem uma toxicidade muito
grande (MIKHAILOV et al., 2001).

Um fator que freqlientemente atrapalha a conjugacdo quando usamos
peptideos sintéticos € o método de acoplamento do peptideo a proteina carreadora.
O mais importante é garantir que o peptideo sera apresentado ao sistema imune de
uma maneira muito similar ao que ele seria apresentado por uma proteina nativa
(natural). Por exemplo, sequéncias N-terminal poderiam ser acopladas em regioes
C-terminal de amino&cidos e vice-versa. Outro fator importante que deve ser
considerado € quando se trata de proteina empacotada, no qual algumas
seguéncias internas terminais sdo abundantes em acetilato e amidato, o que dificulta
a conjugacao, pois estas sequéncias ndo tém cargas terminais disponiveis para que
ocorra a reagao.

Para realizac@o da conjugacéo de haptenos, varias proteinas carreadoras tém
sido usadas com sucesso, entre elas o BSA/cBSA (soro albumina bovina, soro
albumina bovina cationizado, PM = 67kDa), lipossomas (lipideos biliares), polimeros
(dextran, PLL - poli-I-lisina), OVA (ovalbumina, PM = 43kDa), tireoglobulina (PM =
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660kDa), KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin, PM = 450 a 13000kDa) e alguns
toxodides, entre eles o tetanico e o diftérico. Ocasionalmente, outras proteinas podem
ser utilizadas, como a mioglobina, RSA (soro albumina de coelho) e até mesmo
moléculas de imunoglobulinas (IgG proveniente de soro de bovinos ou de
camundongo). Além do mais, proteinas carreadoras que apresentam alta
solubilidade e um grande numero de grupos funcionais sdo as escolhidas para a
reacdo de conjugacdo a um hapteno. Quando proteinas sdo usadas como
carreadoras na formac¢do de um imundgeno, os conjugados podem ser injetados em
qualquer animal, exceto no animal a qual deu origem a proteina carreadora. Em
outras palavras, o BSA nédo pode ser administrado em bovinos, mesmo porque auto-
proteinas ndo induzem uma boa resposta imune, mesmo quando utilizadas como
uma proteina carreadora.

O BSA (PM = 67 kDa) ou cBSA é uma proteina altamente soltvel que contém
numerosos grupos funcionais disponiveis a conjugacdo. Mesmo apds sua
conjugacdo ao hapteno este carreador mantém sua solubilidade, com excecéo
quando peptideos hidrofébicos sdo submetidos a reacdo de conjugacéo. Neste caso
a superficie hidrofilica da molécula pode ficar internalizada, resultando em uma
precipitagao.

Esta proteina carreadora apresenta 59 grupamentos amina provenientes do
aminoacido lisina (sendo que somente 30 a 35 destes estdo disponiveis para
conjugacdao), 1 grupo sulfidrila livre originado do aminoacido cisteina (sendo que 17
grupos estdo internalizadas dentro da estrutura tridimensional da molécula), 19
grupos fendlicos fornecidos pela tirosina e 17 grupos imidazolicos presentes no
aminoacido histidina. A carga negativa do BSA é resultante da grande quantidade de
grupamentos carboxilicos presente na molécula.

A presenca tanto de grupamentos carboxilicos quanto de grupamentos amino
na particula de BSA faz com que ela se auto-polimerize quando em contanto com o
etilenodiamino carbodiimida (EDC) durante a reagdo de conjugacéo. E sabido que,
por este método, a conjugacdo pode ocorrer pelo grupamento amino ou carboxilico
do BSA ao grupamento carboxilico ou amino do peptideo, respectivamente
(HERMANSON, 1996). E quando se tem como alvo uma regido especifica do
peptideo, esta aleatoriedade de conjugacdo pode dificultar a interpretacdo da
conjugacgdao, pois ndo se teria como fazer uma afirmacéo precisa do local exato da

ligagdo. E uma das formas parciais para resolver este problema seria a cationizagéo
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da proteina carreadora BSA, agora cBSA, o qual definiria que, estando assim
carregada positivamente (com grupamentos amino disponiveis) a reagdo de
conjugacao ocorreria preferencialmente na regido mais negativa do peptideo (nos
grupamentos carboxilicos disponiveis). Assim sendo, podemos direcionar a resposta
imune induzida a uma regido de interesse.

A Figura 6 mostra um dos esquemas de cationizagdo da proteina BSA,
mediada pelo etilenodiamino. Este composto diamino apresenta uma cadeia curta e
por isso minimiza os efeitos estéricos e ndo promove muitas interagdes hidrofébicas.
Na verdade o que ocorre € uma aminoalquilacdo, promovida pelo etilenodiamino,
isto é, se tem um bloqueio dos grupamentos carboxilicos presente nas cadeias
laterais dos aminoacidos &cido glutamico e &cido aspértico do BSA, formando uma
ligagdo amida com um grupo alquil, contendo uma amina priméria terminal. Além
desta modificacdo covalente dos acidos carboxilicos, a ligagdo amida elimina o

potencial negativo dos carboxilatos e acrescenta a carga positiva fornecida pela

amina terminal (HARLOW & LANE, 1988; HERMANSON, 1996). a
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Figura 6. Esquema de cationizacéo da proteina carreadora BSA, mediada pelo
etilenodiamino.

A proteina mcKLH (Keyhole Limpet Hemocyanin), isolada de hemolinfa do
molusco Megathura crenulata, pertence a uma grande familia de proteinas
respiratorias (proteina carreadora de oxigénio) conhecidas como hemocianinas, as
quais sdo encontradas em moluscos, artropodes e outros seres maritimos primitivos.
Devido ao seu alto peso molecular (PM que pode variar de 450 a 13000 kDa), o KLH
€ um importante imunoégeno. O grande numero de residuos de lisina disponiveis

para que seja realizada a conjugacéo, faz do KLH a proteina carreadora mais
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utilizada. Em pesquisas béasicas, pequenos peptideos podem ser acoplados ao KLH
atraves de varios métodos de conjugacao.

O KLH contém diversos grupos funcionais disponiveis para a conjugagdo com
haptenos. Por exemplo, um mol de KLH (PM = 5000 kDa) apresenta mais de 2000
aminas provenientes de residuos de lisina, mais de 700 sulfridrilas de residuos de
cisteina e mais de 1900 tirosinas. Este carreador é uma proteina constituida de
inimeras subunidades composta por um complexo contendo cobre quelado, e que
pode apresentar diferentes estagios de agregacdo dependendo do pH do meio e da
concentracdo de ion divalente (dois pares de ions localizados no sitio ativo do KLH).
Em pH acima de 9,5 a proteina pode ser completamente dissociada em
subunidades, enquanto que em pH 7,4 e na presenca de ions Ca®* e Mg*" a proteina
permanece em estado agregado. Em pH acima de 7,0 o KLH pode apresentar
coloracéo azul. J& em ambiente &cido (pH abaixo de 6,5) esta cor muda do azul para
verde (HERMANSON, 1996).

Acredita-se que essas proteinas apresentam uma maior imunogenicidade
quando suas subunidades estdo em estado dissociado, provavelmente devido a
exposicdo adicional de sitios do epitopo ao sistema imune, o que ndo acontece
quando uma proteina se encontra em seu estado intacto ou natural. Porém esta
afirmacdo sofre controvérsias, pois outros pesquisadores defendem a hipétese de
qgue complexos protéicos, que ainda ndo sdo bem definidos, podem ser altamente
imunogénicos em razéo de sua estrutura ser bem maior (BARTEL et al., 1959).

As propriedades de solubilidade da proteina carreadora ap6s a conjugacao
ndo representam grande importancia, visto que moléculas que se precipitam podem
ser altamente imunogénicas (e tém perda de toxicidade in vivo). Contudo, existem
carreadores  sintéticos que  apresentam  baixa  imunogenicidade e,
consequentemente, minimizam a produgéo de anticorpos contra ele mesmo. Quando
um hapteno é acoplado a essas moléculas, a resposta imune € direcionada
principalmente ao alvo desejado (ao peptideo) e ndo ao carreador, diminuindo assim
a presenca de anticorpos inespecificos que poderiam atrapalhar a analise da

cinética de cada animal imunizado.
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2.10 Resposta imune e seus componentes celulares apdés imunizagdo via

subcutanea

Para realizacé@o da fuséo celular podem ser utilizados os 6rgéos linféides bago
e linfonodo. Estes 6rgédos sé@o os principais locais para o inicio das respostas imunes
e para ativag&o dos linfécitos B e para producédo de anticorpos (APENDICE ).

Quando o antigeno de imunizagdo ndo é uma particula solavel, uma fracédo
deste antigeno injetado podera ser encontrada nas bainhas linféides periarteriolares,
que sdo ricas em ceélulas dendriticas e linfécitos T. Contudo, em individuos
previamente imunizados, os antigenos injetados formam imunocomplexos com
anticorpos, e a maioria deste complexo é fagocitada e destruida. Outra pequena
fragcdo é exibida na superficie das células dendriticas e este depoésito de antigenos
poderd persistir por semanas ou meses, proporcionando um estimulo de longa
duracdo para os linfocitos de memoria. Os sinusdides terminam em vénulas que
drenam para a veia esplénica, onde esta transporta o sangue do baco para a
circulagdo porta. Os antigenos sdo transportados para os linfonodos na forma
soltvel ou inseridos as superficies das células. O destino dos antigenos, depois que
estes entram nos linfonodos ainda ndo esta esclarecido, embora as caracteristicas
gerais provavelmente sejam semelhantes a do baco.

As células B podem ser ineficientes para ativar as células T virgens, e seu
papel como APC (célula apresentadora de antigeno) pode ser mais importante nas
respostas secundarias de produgdo de anticorpos. Os macrofagos (abundantes na
polpa vermelha do baco e na medula dos linfonodos) também atuam na captacéo de
antigenos particulados, bem como as células dendriticas. Esses macré6fagos, uma
vez dentro dos tecidos linféides podem migrar para zonas ricas em linfocitos T,
estimulando o desenvolvimento de células CD4" em células efetoras (APENDICE ).

Vale lembrar que os tecidos conjuntivos da derme apresentam linfécitos T
(CD4" e CD8") predominantemente em uma localizag&o perivascular, e macréfagos
dispersos. J4, quando um antigeno protéico entra através da pele, as células de
Langerhans ligam esses antigenos as suas superficies podendo processa-los, como
uma célula apresentadora de antigeno. E se houver um estimulo inflamatério
concomitante (tarefa exercida pelo adjuvante completo de freund), as células de
Langerhans migram da epiderme para os vasos linfaticos e linfonodos regionais,
respectivamente (ABBAS, 2000).
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Entretanto, se o antigeno protéico entra diretamente na derme, esses
antigenos devem ser apresentados as células T pelos macréfagos dérmicos (Figura
7). A maioria das células T na derme sdo células efetoras ou de memoria
previamente ativadas. Por isso, as reacfes das células T a antigenos associados a
macrofagos na derme poderdo ser mais importantes para gerar respostas efetoras
ao desafio antigénico em individuos anteriormente imunizados do que para iniciar

respostas primarias a antigenos encontrados pela primeira vez.
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Figura 7. Modelo esquematico dos componentes celulares que estao presentes em uma
imunizacgédo via sub-cutanea. (il. color. adaptada do livro Imunologia Celular & Molecular. ABBAS, 2000)

2.11 Estrutura e funcéo das imunoglobulinas

As moléculas de anticorpos sdo formadas por duas cadeias pesadas (H -
heavy) idénticas, e duas leves (L - light) também idénticas. As cadeias pesadas
determinam a classe ou is6tipo das imunoglobulinas e sdo designadas por letras
gregas: cadeia y (IgG), cadeia y (IgM), cadeia & (IgD), cadeia ¢ (IgE) e cadeia a
(IgA). A cadeia leve esta ligada covalentemente a uma cadeia pesada por uma ponte
dissulfidica e as duas cadeias pesadas estdo ligadas entre si por outras pontes

dissulfidicas. Tanto as cadeias leves quanto as cadeias pesadas contém uma série
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de unidades homdlogas, repetitivas, com cerca de 110 aminoacidos, os chamados
dominios, que se apresentam sob a forma de estruturas globulares devido a um
dobramento na molécula, produzido por pontes dissulfidicas intracadeia (Figura 8).

Tanto as cadeias leves quanto as pesadas contém regibes variaveis (V)
aminoterminais (N-terminais) e regides constantes (C) carboxiterminais (C-
terminais). A cadeia pesada H é composta por um dominio varidvel (VH) e trés ou
quatro dominios constantes (CH1, CH2, CH3, CH4). Os isttipos IgM e IgE sdo os
anicos que apresentam o dominio CH4. A cadeia leve L possui um dominio variavel
(VL) e um dominio constante (CL).

As regides variaveis sao assim designadas por apresentarem variabilidade na
sequéncia de aminoacidos que distinguem os anticorpos produzidos por um clone de
célula B de outro. A regido variavel de uma cadeia pesada (VH) é justaposta a uma
regido variavel de cadeia leve (VL) para formar o sitio de combinacdo com o
antigeno. Essas duas regides (VH+VL) constituem o fragmento variavel (Fv). Cada
mondmero de imunoglobulina possui dois sitios idénticos de combinacdo com o

antigeno, sendo, portanto, bivalente (MALE, 2006).
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Figura 8. Diagrama esquematico da molécula de Imunoglobulina. (il. color. adaptada do livro
Imunologia Celular & Molecular. ABBAS, 2000)
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O sitio de combinacdo com o antigeno é formado por regides hipervaridveis
na sequéncia de aminoacidos, dentro de cada regiéo varidvel das cadeias He L. E
sd0 essas regides hipervaridveis quem compdem o sitio de combinagcdo com o
antigeno e formam uma superficie complementar a estrutura tridimensional do
antigeno ligado, por isso sdo chamadas de DCRs (regibes determinantes da
complementaridade).

A regido da dobradica é uma pequena regido protéica flexivel localizada entre
os dominios CH1 e CH2 de certos isétipos, rica em prolina e serina. A flexibilidade
dessa regido permite que o anticorpo se ligue a isétipos distantes, chegando a
atingir um angulo de até 180° (ABBAS, 2000).

A maioria das funcbes efetoras dos anticorpos € mediada por ligacbes da
regido Fc com diferentes receptores de superficie celular e macromoléculas, tais
como proteinas do sistema complemento. Os isétipos ou subclasses de anticorpos
diferem na regido constante C e, portanto, nas suas fungdes efetoras. As funcdes
efetoras mediadas pelo isotipo IgG estdo mais relacionadas a opsonizagéo, ativagédo
do complemento, citotoxicidade, etc. Ja o isétipo IgM apresenta fungdo primaria
como receptor de antigeno em células B virgens. A IgM sérica tem importante fun¢éo
na ativacdo do complemento e na neutralizacdo. A neutralizacdo é a Unica funcéo
dos anticorpos mediada inteiramente pela ligacdo ao antigeno e ndo requer a
participacéo das regides constantes da imunoglobulina.

A resposta imune humoral é especializada de tal maneira que, diferentes
antigenos estimulam a célula B a trocar de isétipo para que ocorra a melhor defesa
do organismo. A troca (switch) das cadeias H que ocorre durante a sintese das
imunoglobulinas ira determinar a classe de imunoglobulina a ser secretada. Os
primeiros anticorpos produzidos na resposta humoral sdo de classe IgM,
subseqlientemente ocorre a troca da cadeia H e a célula passa a secretar anticorpos
de outra classe, como IgG ou IgE, em camundongos. A especificidade do anticorpo

(sitio combinatdrio) ndo muda com a troca de classe (APENDICE II).

2.12 Métodos imunoenzimaticos utilizados para deteccéo de anticorpos IgG em

soro de animais (camundongo e/ou coelho)
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2.12.1 Método indireto

Como mostra a Figura 9, o método indireto € amplamente empregado para
pesquisa de anticorpos, apresentando como vantagens a possibilidade de utilizar um
Unico conjugado em diferentes sistemas e, conjugado classes especificos, para
determinagcd@o de anticorpos de diferentes classes. Neste método, placas plasticas
sdo sensibilizadas com o antigeno que, apos bloqueio, reage com anticorpos na
amostra. Para revelar a reagdo, a enzima peroxidase presente no anticorpo anti-
imunoglobulina de camundongo reduz o substrato, peréxido de hidrogénio (H20,),
ocasionando a oxidagdo do cromdgeno sollvel, que passa de incolor para solucao
colorida, como OPD ou TMB. A reacgdo é interrompida, e a intensidade de cor é
medida em espectrofotbmetro. O grau de degradagdo do substrato, geralmente
indicado pela intensidade de cor da solucdo, € proporcional a concentragdo de
anticorpo.

X

* K4

* %

OPD cor lidaem

A =492 nm
2N

Conjugado Anti-
IgG marcado com
peroxidase

Ac anti-MC-LR

MC-LR

Figura 9. Esquema da técnica imunoenzimatica, Método indireto para pesquisa de
anticorpos de classe IgG.

2.12.2 Sistema Avidina-Biotina

O sistema esquematizado na Figura 10 € uma técnica de amplificacéo,
utilizada em reacdes de ELISA e testes de Imunofluorescéncia. Esse sistema é
semelhante ao método indireto, diferenciando-se pelo fato de que o anticorpo
secundéario esti ligado a biotina, e que, com uma etapa de incubacdo a mais,
acrescenta-se a avidina marcada com a peroxidase, e s6 depois a reagao é revelada

com uma solug&o cromogena.
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A avidina é uma glicoproteina derivada da albumina do ovo e possui alta
afinidade pela biotina, vitamina do complexo B. Os compostos da biotina, disponiveis
no mercado, contém o dominio quimicamente ativo, N-hidroxissuccinimida. A avidina
pode ser saturada com peroxidase, sem perder sua capacidade de ligagdo & biotina
(SANCHEZ, 2001). A biotina pode ser ligada covalentemente a um anticorpo e, em
uma segunda etapa, reagir com a avidina marcada com peroxidase. Apés a reacdo
da MCLR com o anticorpo ndo marcado alvo, um segundo anticorpo marcado com a
biotina é adicionado. Como muitas moléculas de biotina podem se ligar a um
anticorpo, a adi¢céo da avidina marcada com peroxidase resulta em uma amplificagéo

da reacdo enzimética.

Conjugado Anti-IgG % *
marcado com biotina *
Avidina marcada w w Dig
’7& com peroxidase P K
cor lidaem
+ A=492 nm

Ac anti-MC-LR

OPD + HzOzu

Figura 10. Esquema da técnica imunoenzimatica, Sistema Avidina-Biotina para pesquisa de
anticorpos de classe IgG.

2.13 Isotipagem de imunoglobulinas

As imunoglobulinas de mamiferos podem diferir entre si pelo peso molecular,
carga, aminoacidos e carboidratos presentes em sua estrutura (o que € pode ser
observado em uma eletroforese). Em geral, a classe IgG é a que apresenta uma
maior heterogeneidade quanto & sua carga, quando comparada as outras
imunoglobulinas.

As subclasses de imunoglobulinas surgem apdés uma especiacdo e, as
subclasses de humanos séo diferentes das subclasses de outras espécies, como em
rato, cabra, porco, coelho e camundongo. As diferentes moléculas de IgG nessas
espécies apresentam variagbes quanto a sua estrutura molecular e quanto ao
namero de is6tipos que eles trazem em seu genoma. Um exemplo seria no dominio

constante da cadeia leve de IgG de coelho, o qual apresenta duas pontes
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dissulfidicas dentro da cadeia (Figura 11). Em camundongos podemos observar as
subclasses 1gG1, 1gG2a, 1IgG2b e 1IgG3 (MALE, 2006).

Figura 11. Estrutura da cadeia polipeptidica de subclasses de IgG em camundongos. (il.
color. adaptada do livro Immunology. MALE, 2006)

2.14 Anticorpos policlonal e monoclonal

O sangue contém uma variedade de diferentes anticorpos, cada um derivado
de um clone particular de célula B, e cada um tendo uma estrutura e uma
especificidade distintas para o antigeno. Apesar disso, as imunoglobulinas séo
estruturalmente semelhantes entre si. Todavia, a heterogeneidade molecular desses
anticorpos policlonais (isto €, anticorpos produzidos por multiplos clones de célula B)
interfere na determinacdo da sequéncia dos aminocidos que forma esses
anticorpos. E por isso, dependendo do experimento em andlise, o anticorpo
policlonal pode apresentar uma aplicagdo limitada devido a sua mdltipla
especificidade para diferentes epitopos antigénicos e heterogeneidade da resposta
imune humoral.

O primeiro isolamento de células homogéneas de anticorpos veio através de
estudos de tumor de célula B. PopulacBes clonais dessas células podem ser
propagadas como um tumor em animais ou em expansdo em cultura de células.
Como todos os anticorpos secretados por clones de células B sdo idénticos, essas
células tumorais sdo uma fonte de anticorpos homogéneos (HARLOW & LANE,
1988).
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2.15 Producéo de hibridomas secretores de anticorpos monoclonais

Em animais, os anticorpos s&o sintetizados primariamente por células
plasméticas, um tipo de linfécitos B diferenciados. Como as células plasméticas nao
podem crescer em meio de cultura celular, elas ndo podem ser usadas como uma
fonte de anticorpos in vitro.

Em 1975, KOHLER & MILSTEIN descreveram um método para imortalizar
individualmente células secretoras de anticorpos a partir de um animal imunizado,
permitindo a selegcéo de anticorpos monoclonais de especificidade definida, ou seja,
de anticorpos homogéneos.

A técnica para produzir quantidades virtualmente ilimitadas de anticorpos com
uma Unica especificidade para um determinante antigénico em particular
revolucionou a imunologia. Em outras palavras, cada tumor monoclonal derivado de
um unico linfécito B, chamado mieloma, produz apenas anticorpos idénticos entre si.
Esses tumores ocorrem espontaneamente no homem e podem ser induzidos
experimentalmente por vérios tratamentos em camundongos (KOHLER, 1986). A
maioria dos mileomas secreta anticorpos com especificidades antigénicas
desconhecidas, porque o processo de transformagdo que da origem a esses
tumores afeta os linfocitos B aleatoriamente e ndo € possivel prever a especificidade
de qualquer clone transformado dos linfocitos B ao acaso. Uma vez que os linfécitos
B normais ndo conseguem crescer indefinidamente, tentativas tém se focalizado na
imortalizag&do dos linfocitos B para que produzam um anticorpo especifico. Descrita
em 1975, a primeira técnica a ser usada é conhecida por imortalizar os linfécitos B
(KOHLER & MILSTEIN, 1975).

Este método consiste na fusé@o celular ou hibridizag@o de células sométicas
entre um linfécito B normal produtor de anticorpo e uma linhagem de mieloma,
seguindo-se subsequentemente a selecdo de células fusionadas que secretam
anticorpo da especificidade desejada, derivada da célula B normal. Essas linhagens
celulares imortalizadas derivadas de fusbes sdo chamadas de hibridomas, e os
anticorpos que elas produzem sao anticorpos monoclonais.

As linhagens de hibridomas podem ser obtidas por diversas técnicas de
selecdo. Uma delas foi através do uso da oubaina, um inibidor da enzima ATPase,
enzima esta que promove a entrada K* e saida de Na* da célula. Outra forma foi

atraves do uso de analogos purinicos sintéticos. A resisténcia celular frente a esses
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compostos é mediada primariamente pela reducdo ou perda da enzima hipoxantina-
guanina fosforribosiltransferase (HGPRT). Outra técnica utilizada, e que deu origem
a linhagem de mieloma SP20, foi uma alteragdo no cromossoma 8 que desencadeia
uma deficiéncia na enzima adenina-guanina fosforribosiltransferase (AGPRT)
(HARLOW & LANE, 1988).

Essas primeiras linhagens de células de mieloma foram obtidas a partir de um
tumor induzido por injecdo de 6leo mineral via intraperitoneal em camundongos
Balb/c, as quais foram chamadas de MOPC-1 (plasmocitomas induzidos por 6leo
mineral). Apos serem adaptadas para sobreviver em meio de cultura e se dividirem
intensamente receberam o nome de MOPC-21. Apds fusdo com linfécitos B, alguns
desses clones eram secretores de imunoglobulina enquanto outros néo, e estes
ultimos foram selecionados para producéo de hibridomas.

Existem diversas linhagens células de mieloma (Figura 12), tais como P3K,
P3-X63Ag8, X63-Ag8.653, SP20/Ag-14, NSI/1-Ag4-1, FOX-NY, etc. Essas linhagens
foram obtidas de tumor de camundongo, com algumas especificagdes particulares. A
linhagem P3K, oriunda da linhagem MOPC-21, é secretora de imunoglobulina,
resistente & azaguanina e HGPRT negativa (alteragdo no cromossoma X). Quando
essa linhagem deficiente dessa enzima foi cultivada em meio seletivo contento
azacerina, a sintese de purina ficou bloqueada pela via de novo. Essa linhagem
ficou conhecida como FOX-NY (isoladas da linhagem NS1/1-Ag4-1) que sdo HPRT
negativa e AGPRT negativa (alteracdo no cromossoma 8) e também sintetizam a
imunoglobulina (HARLOW & LANE, 1988).

MOPC 21
/P3K\
P3-X63Ag8 NSI/1-Ag4.1
X63-Ag8.653  SP20-Agld  FOX-NY NOS/1

Figura 12. Arvore da familia de mieloma obtida em camundongos Balb/c, a partir da

linhagem MOPC21 até a linhagem SP20. (il. color. adaptada do livro Antibodies - A Laboratory Manual,
HARLOW & LANE, 1988)
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Através de andlises mais detalhadas, as linhagens de mieloma deveriam
crescer em meio de cultura normal, ou talvez, poderiam ndo crescer em um meio
seletivo, porque lhes faltava um gene funcional necesséario para a sintese de DNA
neste meio. As linhagens celulares que podem ser usadas como parceiras de fuséo
sdo criadas induzindo-se defeitos nas vias de sintese dos nucleotideos (Figura 13).
Na fuséo de células normais com células de mieloma defeituosas 0 gene necessario
para a sobrevida em meio seletivo é fornecido pelas células normais, de modo que
somente os hibridos das células somaticas poderiam continuar a crescer nesse
meio. Além disso, os genes das células de mieloma tornam esses hibridos imortais.

As células de mieloma utilizadas na fusdo provém de uma corre¢do génica
para fazer com que essas células possam se dividir continuamente em meio de
cultura in vitro, enquanto que as células secretoras de anticorpos provém de genes
funcionais de imunoglobulinas.

Células normais de animais sintetizam de novo nucleotideos de purina e
timidina, respectivamente, a partir do fosforribosil pirofosfato e do uridilato, em vérias
etapas, umas das quais consiste na transferéncia de um grupo metila ou formila do
tetraiodofolato ativado. Drogas antifolinicas, como a aminopterina blogqueiam a
reativagdo do tetraiodofolato, assim inibindo a sintese da purina e do timidilato.
Como estas sdo componentes necessarios ao DNA, a aminopterina bloqueia a
sintese do DNA pela via de novo. As células tratadas pela aminopterina podem usar
uma via de salvamento, na qual a purina é sintetizada a partir da hipoxantina
fornecida  exogenamente pelo uso da enzima  hipoxantina-guanina
fosforribosiltransferase (HGPRT), e o timidilato é sintetizado a partir da timidina pelo
uso da enzima timidinocinase (TK). Por isso, se o meio de cultura for também
suplementado com hipoxantina e timidina, as células crescem normalmente na
presenca da aminopterina (meio HAT). Entretanto as linhagens celulares (por
exemplo, SP20) poderéo se tornar carentes em HGPRT se for mutagenizadas e
selecionadas em guanina ou azaguanina, que sdo anélogas de metabdlitos normais

do HGPRT, mas dao origem a purinas nao funcionais.
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Viade NOVO Viade SALVAMENTO
FOSFORRIBOSIL PIROFOSFATO TIMIDINA HIPOXANTINA
+
URIDILATO l Timidinaquinase l
(TK) Hipoxantina
l """" R guanina l
l N fosforribosil
l N transferase l
l (HGPRT) l
l Enzimas ausentes em
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mieloma usadas para
fusBes

NUCLEOTIDEOS

Figura 13. Esquema da sintese de nucleotideos. (il. color. adaptada do livro Imunologia Celular &
Molecular. ABBAS, 2000)

Por outro lado, as células podem se tornar carentes em TK por mutagénese.
Essas células negativas em HGPRT ou em TK ndo podem usar a via de salvamento
e, portanto, poderdo morrer no meio HAT. Quando células normais séo fusionadas
com células HGPRT-negativas ou TK-negativas, as células normais proporcionam as
enzimas necessarias de modo que os hibridos sintetizem o DNA e cresgam no meio
HAT.

Este principio foi aplicado a geragdo de hibridomas produtores de anticorpo
pelo desenvolvimento de linhagens de mieloma HGPRT-negativas ou TK-negativas.
As linhagens de mieloma sdo as melhores células para se fundir aos linfécitos B,
uma vez que dao origem a hibridos estaveis mais eficientemente que outras células
(ABBAS, 2000).

Na época do desenvolvimento e estudo das primeiras fusGes realizadas, os
pesquisadores tiveram que buscar solugdes para alguns interferentes que
impossibilitavam a formacéo de hibridomas secretores de anticorpos, tais como (i)
encontrar um “parceiro” ideal para fuséo, (ii) definir condigdes ideais para que ocorra
fusdo célula-célula e (iii) escolher um sistema apropriado para selecionar células
hibridas contra um background de células néao fundidas (HARLOW & LANE, 1988).
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Neste trabalho de pesquisa foi fusionada uma linhagem de mieloma de
camundongos (SP20) com linfécitos presente no bago e nos linfonodos de
camundongo previamente imunizado com microcistina-LR conjugada ao mcKLH.
Foram selecionados os hibridos para crescimento em meio HAT. Nestas condicdes,
as células de mieloma ndo fundidas morrem, porque ndo podem usar a via de
salvamento, e as células B ndo podem viver mais do que uma a duas semanas,
porque ndo sdo imortalizadas, de modo que s6 os hibridos poder&o crescer. Dentre
as caracteristicas mais importantes da linhagem de célula de mieloma estdo a
capacidade deste tipo de célula ndo ser secretora de imunoglobulina e o uso do
polietilenoglicol como agente de fuséo, por sua maior facilidade técnica. As células
fusionadas séo entdo cultivadas, duplicadas e o sobrenadante de cada pog¢o no qual
as células estdo crescendo é analisado por ELISA para avaliar seu comportamento
frente ao antigeno solivel no qual o camundongo foi imunizado. Uma vez
identificados os pogos positivos, isto é, os que contém hibridomas produzindo o
anticorpo desejado, as ceélulas sdo clonadas por diluicdo limitante no minimo duas
vezes, para garantir que em cada poco de cultura contenha somente uma Unica
célula de hibridoma. Os clones que estdo produzindo anticorpos monoclonais de
especificidade Unica sdo entdo isolados. A fim de serem produzidas grandes
quantidades de anticorpos monoclonais, os hibridomas podem crescer em grandes

volumes em cultura ou como tumores asciticos em camundongos singénicos.
2.16 Fatores que influenciam a fuséo celular
2.16.1 Uso do PEG e aimportancia do seu pH

Os primeiros experimentos da década de 1980 para formac&o de hibridoma
utilizavam o virus Epstein Baar inativado pelo raio UV (GEFTER et al., 1977). Mas
por causa do perigo em contrair mononucleose, pesquisadores introduziram outro
fuségeno quimico, o PEG (polietilenoglicol 4000, Merk®, Darmstadt, Alemanha), um
agente aglutinante para protoplastos de plantas que leva a fuséo celular. Comparado
ao virus inativado, o PEG aumenta o numero de hibridos formados porque o virus
tem menos pontos de aglutinagdo na membrana da célula B (LAU et al., 1977).

Hoje, a maioria das fusOes utiliza o PEG esterilizado por filtragdo ou

autoclavagem. A concentracdo ideal do PEG é em torno de 50%. J& o peso
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molecular 6timo para monolayers e célula em suspensdo é entre 1000 e 4000
(HARLOW & LANE, 1988).

SCHNEIDERMAN et al. (1979) relata que, se houver uma redugéo nos niveis
de célcio 15 minutos apos a fusdo com PEG, pode haver aumento nas chances de
formacao de hibridos viaveis.

A freqléncia de hibridizagdo é altamente dependente do pH da solu¢do do
PEG e do meio RPMI" (SHARON et al., 1980).

Quando a fusdo ocorre entre uma célula na metafase e outra célula na
intérfase (metéfase-intérfase), dentro de aproximadamente 30 minutos, dois
fendmenos acarretam a formacdo de células binucleadas: a condensagéo
cromossdémica prematura (PCC) do nucleo na célula interfasica e a formagéo de um
envelope nuclear ao redor do cromossoma da célula metafasica. A frequéncia em
gue esses fendmenos podem ou n&o ocorrer dependem do pH do meio. Em pH de
6,6 a 8,0 a PCC predomina, jA em pH de 8,0 a 8,5 predomina a formacdo do
envelope nuclear. Parece que o mesmo pH que inclui a profase no ciclo celular é o
mesmo que favorece a formagdo da PCC em células metafase-intérfase. Sob a
mesma andlise o mesmo pH que inclui a teléfase e a formagéo do envelope nuclear
normal também favorece a formacdo da membrana em células metafase-intérfase.
Por isso, 0 numero maximo de clones é obtido quando a solu¢cdo do PEG usada na
fusdo apresenta pH entre 8,0 a 8,2 (OBARA et al., 1973a, b).

A fusdo membrana-membrana consiste em dois estagios distintos: (i)
aglutinacdo celular, onde as membranas plasmaticas das células adjacentes s&o
trazidas para as proximidades e (ii) a formagédo de pontes de citoplasmas entre as
células. Esses estagios sao seguidos pelo “inchago” celular osmético e formacéo de
heterocérion (dois tipos de nicleo presentes em um citoplasma comum) (HARLOW
& LANE, 1988).

2.16.2 Influéncia do DMSO

O acréscimo de DMSO (dimetilsulféxido, Sigma®, EUA) 5 ou 10% ao PEG
pode melhorar o nimero de hibridomas formados. Ele s6 atua como um fuségeno
quando é submetido & incubacgdo prolongada, o mesmo ndo ocorre em curtos

periodos de incubagdo. Cuidados devem ser tomados quando células sdo expostas
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ao meio contendo DMSO e HEPES, pois o DMSO permite que o tampao entre na
célula resultando em morte por toxicidade celular (HARLOW & LANE, 1988).

O inchago ou protuberancia celular observados pode ser explicado porque
tanto o PEG quanto o DMSO provocam uma diminuicdo do potencial de superficie
da célula, causando uma neutralizacdo da membrana bioldgica celular. E o PEG, em
solugbes aquosas, apresenta carga negativa fraca, tornando-o hidrofilico e levando a
agua para o interior celular (MAGGIO et al., 1976).

O primeiro minuto apds exposi¢cdo ao PEG os lipidios da parede das células
espalham entre si (WOJCIESZYN et al., 1981). J& a mistura das proteinas de
membrana n&o ocorre em todos os sistemas de fusdo. A comunicagdo inter-
citoplasmaética ocorre apos quatro minutos de exposicdo ao PEG, onde se tem a
formacdo de pequenas pontes (observadas somente em microscépio eletrénico). As
proteinas citoplasmaticas sollveis em &4gua nédo se difundem enquanto o PEG néo
for removido da reac@o. Essa mistura citoplasméatica ocorre a temperatura de 37°C e
€ intensa nos primeiros 40 minutos pos-fusédo, mas so é finalizada apds 4 horas. Nos
primeiros 30 minutos a membrana celular ainda se encontra “crenada” (MAUL et al.,
1976).

Um método também utilizado é a fusdo induzida por campo elétrico e tem a
vantagem de ser realizada em microscopio (BISCHOFF et al., 1982; VIENKEN &
ZIMMERMANN, 1982).

2.16.3 Fusdo do DNA entre duas células diferentes com formacdo de um

hibridoma

Durante a técnica de producgdo de hibridomas ocorre fusdo célula-célula, isto
€, fusdo do DNA entre duas células de forma aleatéria. A fusdo ocorre praticamente
ao acaso, independente da etapa do ciclo celular em que a célula se encontra
naquele exato momento.

O ciclo celular € uma série de eventos desde um determinado estagio em
uma célula até o estagio equivalente em uma célula filha. Por conveniéncia ele é
dividido em varios periodos: M, S, G1 e G2 (Figura 14). A mitose (M) é geralmente o
periodo mais curto do ciclo, durando aproximadamente 5 a 10% do ciclo. A sintese
de DNA ocorre durante o periodo S. G1 e G2 s&o intervalos entre S e M. Juntos, G1,

S e G2, constituem a interfase, o periodo entre as mitoses, antigamente chamada de
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“periodo de repouso”. O principal ganho da mitose € que cada cromossomo no
nucleo se duplica longitudinalmente, e entdo esta estrutura dupla se divide para se
tornar dois cromossomos filhos, cada um indo para um nucleo filho diferente. A
mitose produz dois filhos idénticos um ao outro e ao nucleo do qual se originaram
(GRIFFITHS et al., 1998). E € isso que garante a monoclonalidade dos hibridomas

apés clonagem final.

G2 Gl

S

Figura 14. Estagios do ciclo celular. M = mitose, S = sintese de DNA, G = intervalo. (il color.
adaptada do livro Introdugdo & Genética, GRIFFITHS et al., 1998)

Apos a fusdo celular, o sincronismo da sintese de DNA é essencial para a
sobrevivéncia dos hibridomas, isto é, deve haver um sincronismo entre a mitose e a
interfase. A fus@o de células mitéticas durante a interfase promove a entrada na
mitose precocemente. A cromatina do ndcleo na interfase condensa, mas nesta fase
0s cromossomas néo podem ser visualizados. Este fendbmeno foi conhecido como
condensagdo cromossOmica prematura (PCC). Esta PCC ocorre logo apos o0s
primeiros 10 minutos da fuséo. Elas também s&o separadas aleatoriamente para
formar as células filhas e/ou permanecem como fragmentos da cromatina no
citoplasma, os quais provavelmente s&do eliminados durante as mitoses
subsequientes. A PCC, que é ocasionada durante a mitose, ndo é observada apos
as primeiras 48 da fusdo (HARLOW & LANE, 1988).

2.16.4 Presenga de contaminantes celulares em meio de cultura

Os micoplasmas fazem parte de um grupo incomum de bactéria. Eles séo
particularmente pequenos, ndo apresentam parede celular e apresentam esteréis na
membrana. Os micoplasmas normalmente ndo causam mudang¢a no pH e nem na
turbidez do meio, portanto sdo impossiveis de serem detectados visualmente.

Desde que a introducdo de antibidticos nos meios de cultura de células

minimizou o problema das contaminacdes bacterianas e fungicas, os micoplasmas
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passaram a ser os contaminantes detectados com maior frequéncia em células
cultivadas in vitro. O tecido de origem das células, os meios de cultura
comercializados usados em cultivo, os soros de origem bovina (SFB), a pessoa
guem as repica, assim como o0 aerosol que se forma, podem ser fontes de
contaminagdo por micoplasma. A sua presenga no meio pode acarretar alteragcoes
metabdlicas relacionadas com alteracdo cromoss6émica (uma alteracdo no gene que
codifica para a imunoglobulina, por exemplo). A alta incidéncia de contaminagdo nos
soros bovinos deve-se principalmente, a falta de assepsia na coleta de sangue e na
separagdo do soro e a esterilizacdo imperfeita. Neste caso, formas viaveis de
micoplasma, por serem pleomorficas, podem passar até mesmo pelos poros das
membranas filtrantes de 0,22um, porque estes podem ter seu didametro alterado
quando grandes volumes séo filtrados sob presséo. Entretanto o aquecimento dos
soros de origem bovina a 56°C durante 30 minutos, inativa micoplasma. Uma vez
identificadas as culturas celulares contaminadas, sua substituicdo por outras livres
de micoplasma é altamente recomendével, j& que seu manuseio, juntamente com
culturas ndo contaminadas, geralmente ocasiona a disseminacdo deste
microorganismo (MIYAKI et al., 1989).

2.17 Validagéo de testes imunolégicos

Os conceitos, parametros, procedimentos e protocolos utilizados para
validagdo do ensaio ELISA competicdo utilizando anticorpo policlonal anti-MCLR-
mcKLH obtido em coelho foram baseadas nas normas da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéaria - ANVISA (Resolugédo - RE n° 899, de 29 de maio de 2003),
Instituto Nacional de Metrologia - INMETRO (DOQ-CGCRE-008 - Junho/2007),
International Conference on Harmonization - ICH, e em trabalhos publicados
relacionados ao tema, tais como KARNES et al., 1991; NAGAJARA et al., 1999; UH
et al., 2008.

Validagdo, segundo a norma ANVISA

“ A

€ a comprovacdo, através do
fornecimento de evidéncia objetiva, de que 0s requisitos para uma aplicagdo ou uso
especificos pretendidos foram atendidos”. O método aqui desenvolvido é
considerado ndo normalizado, isto €, é aquele desenvolvido pelo préprio laboratério
ou outras partes, ou adaptado a partir de métodos normalizados e validados, como

por exemplo métodos publicados em revistas técnicas, métodos de fabricantes de
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equipamentos, metodos utilizando conjuntos (kits) de ensaio e instrumentos
portateis.

Segundo a Resolucédo da ANVISA - RE n° 899, de 29 de maio de 2003, a
validacdo de um teste imunologico deve garantir, por meio de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, devem ser avaliados os
seguintes parametros (ou figuras de meérito) especificidade, linearidade, intervalo,
precisdo, sensibilidade, limite de quantificacdo, exatiddo, adequados a analise.
Deve-se utilizar substancias de referéncia oficializadas pela Farmacopéia Brasileira
ou, na auséncia destas, por outros cédigos autorizados pela legislagé@o vigente. No
caso da inexisténcia dessas substancias, sera admitido o uso de padrbes de
trabalho, desde que a identidade e o teor sejam devidamente comprovados.

Para a garantia da qualidade analitica dos resultados, todos os equipamentos
utilizados na validagédo devem estar devidamente qualificados e calibrados e os
analistas devem ser qualificados e adequadamente treinados.

Os parametros que necessitam ser calculados durante o processo de

validagéo podem variar de acordo com o tipo de ensaio, como mostra o Quadro 1.

Quadro 1. Parametros de validacdo conforme o tipo de ensaio

Tipo de ensaio
. Determinagdo | Anélise )
Parametros o o Propriedades
Qualitativo do Principal de .
Fisicas
Componente Tragos
Preciséo X X X
Especificidade /
X X X X
Seletividade
Tendéncia / Recuperacéo X X X
Robustez X X X X
Sensibilidade /
Linearidade / Faixa de X X X
Trabalho
Limite de Deteccéo X X
Limite de Quantificacéo X
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2.17.1 Conceitos de Validagao
2.17.1.1 Especificidade e Seletividade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em
presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de degradacéo e
componentes da matriz.

Uma amostra, de maneira geral, consiste em analitos a serem medidos, da
matriz, e de outros componentes que podem ter algum efeito na medicdo, mas que
ndo se quer quantificar. Um método que produz resposta para apenas um analito é
chamado especifico. Um método que produz respostas para varios analitos, mas
que pode distinguir a resposta de um analito da de outros, é chamado seletivo. O
efeito de erros constantes (interferéncias) e erros proporcionais (efeito de matriz)

podem ocorrer ao mesmo tempo.

2.17.1.2 Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que o0s
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado. Recomenda-se que a linearidade seja
determinada pela analise de, no minimo, 6 concentracdes diferentes.

A equacdo da reta que relaciona as duas variaveis é:

y=ax+b

onde:

y = resposta medida (absorbancia, altura ou area do pico, etc.);
X = concentracao;

a = inclinagédo da curva de calibragéo = sensibilidade;

b = interse¢cé&o com o eixo y, quando x = 0.

Os critérios de aceitagdo da curva de calibragdo incluem:
(i) desvio menor ou igual a 20% (vinte por cento) em relagéo a concentragdo nominal

para o Limite Inferior de Quantificagéo (LIQ);
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(i) desvio menor ou igual a 15% (quinze por cento) em relagdo a concentracao
nominal para as outras concentra¢des da curva de calibragéo;

(iii) no minimo quatro de seis concentra¢des da curva de calibracdo devem cumprir
com os critérios anteriores, incluindo o LIQ e a maior concentracdo da curva de
calibragéo;

(iv) o coeficiente de correlacgao linear deve ser igual ou superior a 0,98.

2.17.1.3 Intervalo

O intervalo especificado € a faixa entre os Limites de Quantificagdo Superior e
Inferior (LSQ e LIQ, respectivamente) de um método analitico. E estabelecido pela
legislagcdo de que o método apresenta exatiddo, precisdo e linearidade adequados
guando aplicados a amostras contendo quantidades de substancias dentro do

intervalo especificado.
2.17.1.4 Preciséo

A preciséo € a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas de uma amostragem mdltipla de uma mesma amostra. Esta é

considerada em niveis:

(i) Repetibilidade (preciséo intra-ensaio): concordancia entre os resultados dentro de
um curto periodo de tempo com o mesmo analista e mesma instrumentagdo. A
repetibilidade do método é verificada por, no minimo, 9 (nove) determinacdes,
contemplando o intervalo linear do método, ou seja, 3 (trés) concentracdes baixa,
média e alta, com 3 (trés) réplicas cada uma, ou minimo de 6 determinagfes a 100%

da concentracéo do teste;

(i) Precisdo intermediaria (precisé@o interensaio): concordancia entre os resultados
do mesmo laboratorio, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou
equipamentos diferentes. Para a determinagdo da precisdo intermediaria

recomenda-se um minimo de 2 dias diferentes com analistas diferentes.
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A precisdo de um método analitico pode ser expressa como desvio padrdo
relativo (DPR) ou coeficiente de variacdo (CV%) de uma série de medidas, podendo
ser calculada segundo a formula abaixo, ndo se admitindo valores superiores a 15%,

exceto para o LIQ, para o qual se admite valores menores ou iguais a 20%,

DPR = DP x 100

CMD

onde, DP é o desvio padrdo e CMD, a concentracao média determinada.

O valor maximo aceitdvel deve ser definido de acordo com a metodologia
empregada, a concentragéo do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do

método, ndo se admitindo valores superiores a 15%.

2.17.1.5 Limite de Deteccgéo (LD)

Limite de deteccdo é a menor concentracdo de um analito que o
procedimento bioanalitico consegue diferenciar confiavelmente do ruido de fundo.
Em outras palavras, o limite de deteccdo é estabelecido por meio da analise de
solugdes de concentracdes conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nivel

detectéavel.

2.16.1.6 Limite de Quantificagdo (LQ)

(i) Limite Inferior de Quantificagdo (LIQ) - menor quantidade de um analito numa
amostra que pode ser determinada quantitativamente com precisdo e exatidao

aceitaveis, ndo devendo haver variagédo superior a 20%.

(ii) Limite Superior de Quantificagdo (LSQ) - maior quantidade de um analito numa

amostra que pode ser determinada quantitativamente com preciséo e exatidéo.

2.16.1.7 Exatidao

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos

pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro.
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A exatiddo do método deve ser determinada ap0s o estabelecimento da
linearidade, do intervalo linear e da especificidade do mesmo, sendo verificada a
partir de, no minimo 9 (nove) determinacdes contemplando o intervalo linear do
procedimento, ou seja, 3 (trés) concentracdes baixa, média e alta, com 3 (trés)
réplicas cada. A exatiddo € expressa pela relacdo entre a concentragdo média

determinada experimentalmente e a concentragdo tedrica correspondente:

Exatiddo = concentracdo média experimental x 100
concentragao tedrica

A exatiddo deve ser determinada em uma mesma corrida analitica (exatidao
intra-corrida) e em corridas diferentes (exatiddo inter-corridas). O desvio ndo deve
exceder 15%, exceto para o limite de quantificagéo, para o qual se admite desvios

menores ou iguais a 20%.

2.17.1.8 Robustez

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir
a pequenas e deliberadas variagbes (de pH, de tempo de incubagdo e de
temperatura) dos parametros analiticos.

Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se considerar a avaliagéo
da robustez. Constatando-se a susceptibiidade do método a variacdes nas
condigbes analiticas, estas deverdo ser controladas e precaucdes devem ser

incluidas no procedimento.

2.17.1.9 Recuperagéao

Defini-se como a eficiéncia de extragdo de um método analitico, expressa
como a porcentagem da quantidade conhecida de um analito, obtida da comparagéo
dos resultados analiticos de amostras branco acrescidas de padrdo e submetidas ao
processo de extragdo, com os resultados analiticos de solugbes padréo néo
extraidas.

As amostras podem ser adicionadas com o analito em pelo menos trés
diferentes concentracdes, por exemplo, préximo ao limite de detecgcdo, proximo a

concentragdo maxima permissivel e em uma concentragdo proxima a média da faixa
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de uso do método. A limitacdo deste procedimento é a de que o analito adicionado
ndo estd necessariamente na mesma forma que a presente na amostra. A presenca
de analitos adicionados em uma forma mais facilmente detectavel pode ocasionar

avaliagcdes excessivamente otimistas da recuperagao.

2.17.1.10 Reprodutibilidade

Representa a precisdo do método sob as mesmas condi¢cdes operacionais,
num curto periodo de tempo.

Dentre todas estas definicdes e férmulas acima apresentadas, quando o
trabalho envolve métodos bioanaliticos, alguns conceitos devem estar claros, tais

como:

(i) Amostra: termo geral que abrange: controles, brancos, amostras processadas e

desconhecidas.

(i) Amostra branco: amostra de uma matriz biol6gica na qual nenhum analito foi

adicionado, utilizada para avaliar a especificidade do método bioanalitico.

(iii) Amostra de Controle de Qualidade (CQ): amostra de matriz biolégica adicionada
do analito, usada para monitorar o desempenho de um método bioanalitico e para
avaliar a integridade e validade dos resultados das amostras desconhecidas

analisadas numa corrida individual.

(iv) Amostra processada: extrato final (anterior & andlise instrumental) de uma
amostra que foi submetida a varias manipulagbes (ex.: diluicdo, extracéo,
concentracao).

(v) Amostra desconhecida: amostra biologica que é objeto de analise.

(vi) Validacao parcial: modificacdo no método bioanalitico validado que néo requer a

necessidade de uma revalidagéo total.
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(vii) Validagéo total: estabelecimento de todos os parametros de validagdo de um

método bioanalitico, aplicaveis a analise das amostras.
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3.1 Objetivo geral

O principal objetivo deste trabalho foi desenvolver um kit de imunoensaio para
deteccdo de microcistina e suas variantes em amostras ambientais. Durante estes
quatro anos foram obtidos tanto anticorpos monoclonais quanto policlonais anti-
MCLR. O ensaio ELISA competicdo indireto, padronizado e validado, foi
fundamentado no anticorpo policlonal anti-MCLR obtido (ANEXO l1).

3.20bjetivos especificos

3.2.1 Andlises cromatograficas

% Isolar microcistina-LR e algumas variantes de cepas algais mantidas em
cultura ou de floragdes algais;
# Padronizar um método cromatografico por LC-MS para andlise de toxinas

presentes no ambiente aquatico;

3.2.2 Anticorpo monoclonal anti-MCLR

# Realizar conjugacdo da toxina MCLR com proteinas carreadoras, tais como
mcKLH e cBSA,

#% Imunizar camundongos com o antigeno obtido (toxina conjugada);

% Padronizar um ensaio ELISA indireto para detec¢cdo de anticorpos IgG em
soro de camundongos imunizados e em sobrenadante de meio de cultura;

#% Produzir hibridomas por fusédo dos linfocitos (extraidos do linfonodo popliteo e
baco de camundongo imunizado) com as células de mieloma SP20;

# Clonar os linfocitos secretores de imunoglobulina (IgG) pela técnica de
diluigéo limitante;

# Determinar os isétipos dos anticorpos monoclonais;

# Avaliar a estabilidade dos clones (congelamento/descongelamento);
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# Purificar esses anticorpos por cromatografia de afinidade;
% Caracterizar e analisar a reatividade dos anticorpos monoclonais obtidos
frente as variantes de microcistina;

# Delinear os anticorpos monoclonais mais relevantes;

3.2.3 Anticorpo policlonal anti-MCLR

# Imunizar coelho com MCLR conjugada ao mcKLH;

# Avaliar a resposta imunoldgica do animal imunizado por ELISA, através da
titulacdo de anticorpos IgG anti-MCR em soro de coelho por ELISA;

# Purificar soro do animal imunizado;

# Titular o anticorpo policlonal;

# Avaliar a especificidade do anticorpo obtido frente as variantes de
microcistinas;

# Padronizar e validar um método por ELISA competicdo indireto para deteccéo
e quantificac@o de microcistina e/ou nodularina em amostras de agua;

# Avaliar os parametros de validagdo, tais como Limite Inferior de
Quantificagcédo, Especificidade e Seletividade, Recuperagdo, Linearidade,
Preciséo e Exatidao, Robustez.

# Determinar a presenca de variantes de microcistina e/ou nodularina em
amostras de agua para consumo humano, amostras ambientais e de meio de
cultura;

# Comparar resultados obtidos de quantificagédo de toxinas algais utilizando dois
kits ELISA competi¢cdo, kit validado em nosso trabalho e kit comercial
Abraxis®, EUA.
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4.1 Obtengao da microcistina

A MCLR foi obtida a partir de trés fontes: padrdo Sigma® (EUA), meio de
cultura e amostras de floragédo. Culturas de Microcystis panniformis (cepa BCCUSP
100) foram mantidas no laboratério da Dra. Maria do Carmo Bittencourt-Oliveira
(Departamento de Bioquimica da ESALQ-USP). A producdo desta toxina pela
referida cepa, ja foi comprovada por ensaios de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia e Espectrometria de Massas (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2005). As
microcistinas obtidas de meio de cultura demandaram tempo de crescimento e
pouco rendimento. Por isso, buscamos alternativas para aumentar a obtencdo de
toxina, como por exemplo, em floragdes que continham MCLR. Além destas culturas,
juntamente com a CETESB (Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental-
SP) e outras colaboragbes como o Projeto Barco Escola da Natureza (Americana-
SP) e Praia de Sales (Sales-SP) foram realizadas coletas de microalgas durante a

ocorréncia de floragdes.
4.1.1 Manutencé&o da cepa BCCUSP 100 em meio de cultura BG11

O meio de cultura BG11 foi preparado segundo RIPPKA et al. (1979) com
algumas modificagdes, como mostra a Tabela 1. A cepa BCCUSP 100 foi mantida
em meio de cultura pH 7,4 em incubadora refrigerada (modelo TE-401 - Tecnal®,
Brasil), fotoperiodo com intervalo de 12 horas claro/escuro, intensidade luminosa de

30 a 50pumol de luz e temperatura de trabalho de 22°C.
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Tabela 1. Componentes do Meio BG11

Elementos Concentracao
final (g/L)
EDTA 0,001
FeCl;.6H,0 0,006
NaNOs 1,500
KH2PO4.3H,0 0,040
MgS0O,.7H,0 0,075
CaCl,.2H0 0,036
Acido Citrico 0,006
Na,COs3 0,020
Solugéo de Oligoelementos 0,001

4.1.2 Extracédo de microcistina-LR a partir do meio de cultura BG11

Um volume de 20L de cultura de Microcystis panniformis, obtido na ESALQ
(Departamento de Ciéncias Bioldgicas - USP Piracicaba) foi centrifugado (12857g,
20min, 4°C) e o sedimento foi congelado para posterior extragdo na FCF-USP
(BARCO et al., 2005). A partir de 24,59 de extrato umido, as microcistinas foram
extraidas em bal@o volumétrico com 200mL de MeOH:TFA 0,1% (v:v) pH 7,4 em
acido acético. O material foi sonicado (20kHz) em banho de gelo por 90min com
homogeneizacdo a cada 10min. O extrato foi centrifugado (46299, 10min, 4°C) e 0
sedimento foi re-extraido de acordo com o procedimento descrito acima. O
sobrenadante foi evaporado em rota-evaporador e em SpeedVac® (BocEdwards,
Brasil), para retirada do MeOH:TFA e da 4gua, respectivamente. O material seco foi
ressuspendido em 3mL de acetato de etila e aplicado em uma coluna previamente
empacotada com silica (20x5cm, Silica Gel Keiselgel 60, Merk®, Darmstadt,
Alemanha). A coluna foi equilibrada com acetato de etila e os passos de eluigcdo
foram: 120mL de acetato de etila, 40mL de acetato de etila:MeOH (1:1), 120mL
MeOH 100% e 450mL de MeOH 50%. A fracdo MeOH 100% foi seca (utilizando
equipamentos acima descritos) e ressuspensa em 1mL da fase moével e depois
repurificados por HPLC equipado com bombas LC-10AD, detector PDA-SPD 10AV e
controlador de sistema SCL-10Avp (Shimadzu Corporation®, Jap&o). 500uL da
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amostra foi injetada em HPLC composto pela coluna semi-preparativa
(Phenomenex, Luna Cis, 5um, 250x10mm). A fase mdvel utilizada foi tampao
acetato de amoénio 20mM (pH=5)/ACN (27% em acetonitrila). A corrida isocrética
teve 30min de corrida, em fluxo de 4,7mL.min%. A deteccéo foi fixada em A =238 nm
com o detector PDA. As curvas de calibragdo foram obtidas com o padrédo de MCLR
(Sigma®, EUA) e com a toxina isolada da cepa de M. panniformis BCCUSP 100
(BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2005).

4.1.3 Extracédo de microcistina-LR a partir de floragcdes

Analises de amostras de floragGes foram feitas para identificacdo e posterior
concentracdo da MCLR. As microcistinas foram extraidas 3 vezes com 8mL de
metanol acidificado (MeOH:acido acético 0,1%, viv) e submetidas a probe
ultrassénica por 1min a 4°C (20kHz). O extrato foi centrifugado (32149, 10min) e 0
sobrenadante foi evaporado em SpeedVac® (BocEdwards, Brasil). O precipitado foi
ressuspendido em 1mL de &gua e eluido em cartucho Sep-Pak C,s (Waters
Technologies Corporation®, Massachusetts, EUA). Os passos de pré-
condicionamento incluem ativagéo e lavagem com MeOH (3mL) e H,O (3mL) e os
passos de eluicdo foram (i) 3mL de MeOH 25% e (i) 3mL de MeOH. As
microcistinas foram encontradas na fase hidroalcodlica (passo i). Esta fragdo foi
evaporada e o precipitado ressuspendido em 500uL de MeOH 50%
(BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2005).

As curvas de calibragdo foram obtidas a partir dos padrdes de microcistina
(Sigma®, EUA).

4.2 Desenvolvimento de um multi-método para determinacdo de microcistina-

RR, YR, LR e LA por Espectrometria de Massas

Quando sédo analisadas toxinas purificadas por HPLC (comparagcdo entre

@]

tempo de retencdo do padrdo e o espectro caracteristico das microcistinas em A
238nm) faze-se necessario uma andlise por Espectrometria de Massas, que é 0
método confirmatério da presengca ou auséncia de determinado composto, em

quantidades suficientes, caracterizado pelo padrdo de fragmentacdo. S0 que, ao
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serem realizadas extracdes de amostras provenientes de floragbes ou de meio de
cultura, a variante de microcistina presente pode ser desconhecida. Entretanto, foi
realizado um pool das quatro microcistinas disponiveis em laboratorio (MCRR, YR,
LR e LA) a partir de concentracdes pré-definidas (1pg/L). Visando identificar as
variantes de microcistina em conjunto e, ndo isoladamente, um multi-método foi
trabalhado. Isso, além de acelerar o processo de analises de amostras, evitaria 0
uso em excesso de reagentes e do padrdo das toxinas, visto que este Ultimo é de
dificil obteng&o e apresenta alto custo. Ainda assim, uma analise por LC-MS poderia
auxiliar na identificagdo de novas variantes de toxinas produzidas por
cianobactérias, porém dependeria da concentracdo desta nova variante, seguido de
uma caracterizagao pelo espectro de fragmentacdo da mesma e posterior curva de
calibragéo.

Tendo em vista a necessidade de desenvolver um método por Espectrometria
de Massas para avaliarmos, além da quantificagdo da toxina, o grau de pureza da
amostra através da andlise da formagédo dos ions gerados, um multi-método foi
padronizado. Quando uma técnica de separacdo (HPLC) é acoplada a um método
de ionizagdo (ESI - ElectroSpray lonisation) torna-se possivel a andlise detalhada de
peptideos, como é o caso das toxinas em estudo. Para este tipo de ionizacdo sdo
gerados ions protonados [M+H]" em decorréncia da reacdo &cido/base ocorrida
dentro do capilar (MILLER et al., 2006).

Na tentativa de padronizar um método de quantificacdo de microcistinas em
amostras de agua e florages, um estudo de extracdo em fase sdlida das toxinas foi
realizado. Para isso, o cartucho Sep-Pak C,s (Waters Technologies Corporation®,
Massachusetts, EUA) foi submetido a diferentes condi¢des de clean-up, variando-se
o solvente de extragéo e a quantidade de amostra a ser extraida.

Resumidamente, uma aliquota de 10mL de 4gua contaminada com os padrbes
das MCRR, YR, LR e LA (Sigma®, EUA) em uma concentracéo final de 1 pg/L, foi
submetida a probe ultrassénica por 1min a 4°C (20kHz). O material foi centrifugado
(3214g, 10min) e o sobrenadante aplicado em cartucho C18, o qual foi pré-
condicionado com MeOH (3mL) e H,O (3mL). Os passos de lavagem e eluicdo
incluem a passagem sequencial de (i) 3mL de H.O, (ii) 3mL de MeOH 30% e (iii) 3mL
de MeOH. Todas as fra¢des foram evaporadas por arraste em nitrogénio gasoso ou
SpeedVac® (BocEdwards, Brasil), ressuspendidas em 200uL de MeOH 50% e
analisadas por LC-ESI-MS.
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O sistema de LC-MS utilizado € composto por um Cromatografo Liquido de
Alta Eficiéncia (HPLC) modelo LC-20AD (Shimadzu Corporation®, Japdo) e um
Espectrometro de Massas modelo Esquire HCT (Bruker Daltonics Inc®, EUA) dotado
de fonte de ionizacgao por electrospray (ESI). A separacdo cromatografica das toxinas
foi obtida em coluna tipo Fusion-RP (4um, 150x2,0mm, Phenomenex) em fluxo de
0,2mL/min e utilizando-se o seguinte gradiente: 0-10min: 30 a 50% B; 10-15min: 50 a
90% B; 15-17min: 90% B; 17-18min: 90 a 30% B; 18-25min: 30% B, onde A
corresponde a H,O e B a ACN 90%, ambas contendo 1mM formiato de amdnio e
0,1% &acido férmico.

O Espectrometro de Massas foi operado no modo positivo (ESI+)
monitorando-se 0s ions correspondentes a cada toxina, a saber: MCRR m/z 520
[M+2H]**, MCYR m/z 1045 [M+H]*, MCLR m/z 995 [M+H]* e MCLA m/z 910 [M+H]",

onde m/z corresponde a relagdo massa/carga de cada toxina.
4.3 Conjugacéao da microcistina-LR
4.3.1 Ao cBSA (soro albumina bovina cationizado) via carbodiimida

Esta conjugac&o foi realizada segundo kit comercial Pierce® (Pierce Chemical
Company®, EUA). Inicialmente, 1,0mg da proteina carreadora (cBSA) e 0,450mg do
hapteno MCLR foram reconstituidos em 100uL de agua destilada e em 250uL de
tampdo de conjugacdo (pH 4,7), respectivamente, na auséncia de agitacdo e
aquecimento. As duas soluc¢des foram misturadas e acrescidas em um vial contendo
5mg de EDC (1-Etil-3-[3-Dimetilaminopropil]carbodiimida Hidroclorido) dissolvido em
adgua destilada. Este vial foi incubado por 2 horas a temperatura ambiente sob
homogeneizagéo lenta. ApOs esta etapa, a amostra foi centrifugada (154g, 5min).
Apos o condicionamento da coluna de gel filtragdo (D-Salt™ Cross-linked Dextran
Gel Filtration Column, 10 x 5mL) com 20mL do tampéo de purificagdo (remove o
EDTA presente na reagdo de conjugacdo e evita que este anti-coagulante seja
injetado em animais experimentais), o sobrenadante (hapteno-carreador) foi aplicado
no centro superior da coluna. Foram aplicadas aliquotas de 500uL do tampé&o de
purificagdo a cada fracdo foi coletada em tubos separados. A medida da
absorbancia em A = 280nm foi realizada em cubetas de quartzo para encontrar a

fragdo que contém o conjugado. O conjugado hapteno-carreador (cBSA) esta
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presente na fragdo em que observa um pico na absorbéancia. A partir da densidade
Optica crescente entre os tubos 4 a 9 foi feito um pool destas fra¢cdes (volume final
de 3,7mL). Este volume foi combinado com o precipitado formado na Uultima
centrifugacdo. Segundo o protocolo do kit, a concentracéo de conjugado é calculada
com base na quantidade de proteina carreadora, pois ndo se sabe ao certo a
quantidade de hapteno conjugado, mas sim, somente a quantidade de cBSA
utilizada na reagcdo. Como ndo foram realizadas analises confirmatorias de
conjugacgao por Espectrometria de Massas (devido ao alto custo e de equipamento

especifico), ndo foi quantificado o excesso de proteina carreadora nao ligada.

4.3.2 Ao mcKLH (“Megathura crenulata Keyhole Limpet Hemocyanin”) via

carbodiimida

Esta conjugacé&o foi realizada segundo kit comercial Pierce® (Pierce Chemical
Company®, EUA), como descrito no item 4.3.1, com algumas diferencas. Partindo-se
de uma concentragdo de 1,0mg da proteina carreadora (mcKLH), 0,500mg do
hapteno MCLR, o volume final de reacéo foi de 3,0mL e os tubos que apresentaram

leitura de absorbancia foram entre os tubos 6 a 10.
4.3.3 Ao KLH (“Keyhole Limpet Hemocyanin”) via glutaraldeido

Esta conjugacédo foi baseada segundo protocolo descrito por HARLOW &
LANE (1988). Inicialmente, foi realizada uma mistura de 200uL de KLH (5,0mg/mL),
200puL de MCLR (3,6mg/mL) (proveniente da cepa BCCUSP 100 mantida em cultivo
no meio BG11l e purificada por HPLC) e 400uL de glutaraldeido 0,2%. Este
combinado foi deixado sob homogeneizagédo por 1 hora a temperatura ambiente.
Apos incubacéo, foi acrescida a reacdo, glicina para uma concentracdo final de
0,2M. A homogeneizagao foi repetida e a concentragdo do conjugado foi calculada

com base na quantidade de KLH utilizada na reagéo.
4.3.4 A particula de latex ou PLL (“Poli-I-lisina”)

Este trabalho foi realizado em colaboragdo com o Dr. Nilton Lincopan,

(Instituto de Quimica 1Q-USP-SP). O latex (usado como adjuvante e para aumentar o
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tamanho do peptideo) foi preparado com poliestireno sulfato/brometo de
dioctadecildimetilaménio (PSS/DDA). Essas particulas podem ser fagocitadas por
células competentes do sistema imune e induzir & resposta celular e humoral
(GAMVRELLIS et al., 2004). Diferentes concentra¢cdes do antigeno MCLR (0 a

25pg/mL), foram adsorvidos em PSS/DDA durante 1h, a temperatura ambiente.

4.4 Imunizac¢éo de camundongos Balb/c

Os experimentos com animais foram aprovados pela Comissdo de Etica em
Experimentagdo Animal (CEIA-FCF/USP) em agosto/2005 - Processo N° 84
(ANEXO I11).

A MCLR é altamente téxica, quando comparada com outras variantes, como a
MCLA, RR e YR. A LDsy pode variar de acordo com a via de administragcdo em
camundongos, tais como (ITO et al., 1997; SIVONEN & JONES, 2003):

(i) Via intraperitoneal: 50 a 120 pg.kg™ p.c. (peso corpéreo);
(ii) Via oral (gavagem): 5000 ug.kg™ p.c. (peso corpéreo);
(iii) Outras vias (subctanea): 10,9 pg.kg™ p.c. (peso corporeo).
E, a partir destas doses as imunizagdes foram realizadas utilizando diversas

vias.

4.4.1 Via sub-dorsal (implante de membrana)

A partir de um processo cirargico, dois camundongos Balb/c (grupo G1)
foram submetidos a um implante de membrana de nitrocelulose (0,20um,
BioAgency, Brasil) contento a toxina MCLR (Sigma®, EUA) adsorvida. Para isso, a
MCLR foi diluida em &gua estéril (5ug/mL) e aplicada em membrana de nitrocelulose
(2,5pg antigeno/membrana) previamente saturada com BSA  (125pg
BSA/membrana). Apds secagem a 37°C estas membranas foram implantadas na
regido sub-dorsal do camundongo (1 membrana/camundongo). Apés 30 dias uma
segunda dose foi administrada via intra-peritoneal (0,75ug MCLR/camundongo) em
adjuvante incompleto de freund (AIF). A sangria foi realizada pelo plexo oftalmico e a
cinética de producédo de anticorpos de classe IgG foi determinada através da técnica

ELISA. O sangue foi coletado no tempo zero e 15, 30, 50 e 60 dias apds imunizacéo.
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4.4.2 Via sub-plantar

Pela via subcutanea no coxin plantar, 4 grupos de camundongos Balb/c foram
imunizados com diferentes imundgenos e sistemas adjuvantes.

Um primeiro grupo de 4 camundongos (grupo G2) foi imunizado com a toxina
conjugada a particula de latex (0,3pg MCLR-Ltx/camundongo) emulsificada com
adjuvante completo de freund (ACF) v/v na primeira inoculacdo, e com AlF v/v apés
15 dias da primeira imuniza¢&o. O sangue foi coletado no tempo zero e 15, 30 e 50
dias ap6s imunizagéo.

Paralelamente, um segundo grupo de 2 camundongos Balb/c (grupo G3)
recebeu uma dose da toxina conjugada somente ao latex (0,3ug MCLR-
Ltx/camundongo) diluida em solu¢éo salina 0,1mM. Como adjuvante foi utilizado o
Hidréxido de aluminio. Um terceiro grupo (grupo G4) recebeu uma dose da toxina
conjugada a particula de latex e ao BSA (0,3ug MCLR-BSA-Ltx/camundongo)
emulsificada com ACF. O sangue foi coletado no tempo zero e 15, 30 e 50 dias ap6s
imunizagéo. Os grupos G3 e G4 receberam mais duas doses reforgo posteriormente.

O quarto grupo composto por 4 camundongos (grupo G5) foi imunizado via
subplantar com a toxina conjugada ao BSA (0,3ug MCLR-BSA/camundongo)
emulsificada com ACF v/v na primeira inoculagéo, e com AIF v/v nas outras duas
imunizac¢des, com intervalo de 15 dias apés a ultima dose. O sangue foi coletado no

tempo zero e 15, 30 e 50 dias apo6s imunizagao.

4.4.3 Via intra-peritoneal

Utilizando esta via, somente um camundongo foi imunizado (grupo G6) devido
a grande quantidade de toxina exigida. Portanto este animal foi tratado com a toxina
conjugada a particula de latex (0,75pg MCLR-Ltx/camundongo) emulsificada com
ACF v/v na primeira inoculagédo, e com AIF v/v nas outras duas imunizagdes com
intervalo de 15 dias apds a ultima dose. O sangue foi coletado no tempo zero e 15,

30 e 50 dias apds imunizagéo.
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4.4 .4 Via sub-dorsal

Utilizando esta outra importante via, camundongos Balb/c foram divididos em
trés grupos de 4 animais.

O primeiro grupo (grupo G7) foi imunizado via sub-dorsal com a toxina
conjugada ao BSA (0,3ug MCLR-BSA/camundongo) emulsificada com ACF v/v na
primeira inoculagéo, e com AIF v/v nas outras trés imunizagdes, com intervalo de 15
dias apos a ultima dose. O sangue foi coletado no tempo zero e 15, 30 e 50 dias
apos imunizacao.

Ja o segundo e terceiro grupos de camundongos foram imunizados com a
toxina pura conjugada ao KLH via glutaraldeido (40pg MCLRpadréo-
KLH/camundongo) e com a toxina purificada de meio de cultura (50ug MCLRbruta-
KLH/camundongo). Estes grupos foram nomeados como grupos G8 e G9,
respectivamente. Este conjugado foi emulsificado com ACF v/v na primeira

inoculagdo. O sangue foi coletado somente no tempo zero.

4.4.5 Via sub-plantar e sub-dorsal

Um grupo de 4 camundongos (grupo G10) foi imunizado com a toxina
conjugada ao mcKLH cationizado (50ug MCLR-mcKLH/camundongo) emulsificada
com ACF v/v na primeira inoculagdo, e com AIF v/v nas outras trés imunizagdes,
com intervalo de 15 dias apés a ultima dose. O sangue foi coletado no tempo zero e
15, 30 e 50 dias apds a imunizacao.

O grupo (grupo G11) foi imunizado com a toxina conjugada ao BSA
cationizado (24,3 ng MCLR-cBSA/camundongo) emulsificada com ACF v/iv na
primeira inoculagdo, e com AIF v/v nas outras trés imunizagbes com intervalo de 15
dias apos a ultima dose. O sangue foi coletado no tempo zero e 15, 30 e 50 dias
apos imunizacao.

Utilizando estas duas vias de imunizagéo, foi aplicado um pequeno volume de
antigeno conjugado na regido sub-plantar (média de 25 pL) e o restante foi
inoculado via sub-dorsal. Este procedimento foi realizado, pois linfonodos popliteos

enfartados seriam utilizados para realizagédo da fuséo.
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Em todas as vias de imunizagdo, para separagcdo do soro o sangue foi
mantido em repouso por 2 horas e, em seguida foi centrifugado a 1500g por 5
minutos a temperatura ambiente. Os soros foram estocados a -20°C até o momento
do uso.

A Tabela 2 apresenta um resumo mais detalhado do protocolo de imunizagéo
a fim de facilitar a andlise das diferentes vias utilizadas, dos diversos antigenos e

adjuvantes.

Tabela 2. Resumo do protocolo de imunizagdo em camundongos machos, Balb/c, 2 meses,

30 gramas.
Via de ) N° de Doses
) ) Antigeno Adjuvante ) )
imunizacao imunizacéo (ng/camundongo)
Implante sub- Membrana de
MCLR (G1) . 2 2,5e0,75
dorsal nitrocelulose
MCLR-Ltx (G2) ACF 2 0,3
Hidroxido de
MCLR-Ltx (G3) . 3 0,3
aluminio
Sub-plantar
MCLR-BSA-Ltx
ACF 3 0,3
(G4)
MCLR-BSA (G5) ACF 3 0,3
Intra-peritoneal MCLR-Ltx (G6) ACF 3 0,75
MCLR-BSA (G7) ACF 4 0,3
MCLRpadrao-KLH
ACF 1 40,0
Sub-dorsal (G8)
MCLRbruta-KLH
ACF 1 50,0
(G9)
MCLR-cBSA
ACF 4 24,3
Sub-plantar e sub- (G10)
dorsal MCLR-mcKLH
ACF 4 50,0
(G11)

(MCLR - microcistina-LR; Ltx - particula de latex ou PLL - Poli-I-lisina; BSA - soro albumina bovina;
cBSA - soro albumina bovina cationizado; mcKLH - mariculture Keyhole Limpet Hemocyanin; ACF-
adjuvante completo de freund)
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4.5 Padronizacdo de um método imunoenziméatico para determinacdo da
producdo de anticorpos IgG por ELISA “Enzyme-Linked Immunosorbent

Assay” em soro de animal e/ou sobrenadante de cultura celular

45.1 ELISA para controle da adsor¢cdo da microcistina-LR, utilizando

componentes do kit comercial Abraxis®

Primeiramente, a placa de ELISA Corning® high binding (EUA) foi
sensibilizada com 0,5ug MCLR/pogo diluidos em tamp&o carbonato/bicarbonato
0,5M, pH 9,6. Esta placa foi incubada a 37°C por duas horas e depois overnight a
4°C. Ap6s 3 lavagens com PBS contendo Tween 20 a 0,05%, foi bloqueada com
200pL de leite desnatado 1% (Molico, Nestle®, Brasil) por uma hora a 37°C. Apds

incubacéo foram repetidas as lavagens e, a partir dai utilizamos os reagentes do kit

Abraxis®, EUA, como mostra o Esquema 1 abaixo:

Esquema 1. Esquema do ensaio ELISA referente ao kit comercial Abraxis® com adaptacdes

Poco 0,5ug MCLR/pogo Tampé&o carb/bicar.
Controle Controle Controle Controle
Reagentes (pL) positivo negativo positivo negativo

Controle positivo - - - -
Diluente 50 100 50 100
Solugéo de Anticorpo 50 - 50 -

Incubar 90 min — temperatura ambiente

Lavar 3x com solucéo de lavagem (250 pL/pogo) e secar
Solucédo de Conjugado ‘ 100 ‘ 100 ‘ 100 ‘ 100

Incubar 30 min — temperatura ambiente

Lavar 3x com solugéo de lavagem (250 pL/pogo) e secar
Soluc&o de Substrato ‘ 100 ‘ 100 ‘ 100 ‘ 100

Incubar 30 min ao abrigo da luz - temperatura ambiente
Soluc&o Stop ‘ 50 ‘ 50 ‘ 50 ‘ 50

Ler em A =450 nm

Os componentes do kit Abraxis®, EUA, constam de:
(i) Solugéo de anticorpo (Controle Positivo) - anticorpo IgG anti-microcistina;
(if) Solucédo de conjugado - anticorpo anti-lgG marcado com peroxidase;

(iii) Solugéo de substrato - TMB (3,3,5,5-tetrametilbenzidina)
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(iv) Solugéo stop - &cido sulfurico diluido

(v) Solugéo de lavagem
4.5.2 Padronizagao do ensaio ELISA indireto

Na padronizacdo do ensaio de ELISA foram avaliadas as seguintes
condigoes:
(i) concentragcdo de toxina conjugada (0,3 e 0,5ug MCLR-cBSA/pogo) e néo
conjugada (0,25; 0,5 e 1,5ug MCLR/pogo) fixada a placa de ELISA,
(i) tipos de placa de ELISA: NUNC (PolySorp Immuno™Plates, Dinamarca);
Corning® high e medium binding (EUA);
(i) temperatura de sensibilizagdo da placa de ELISA: temperatura ambiente e
geladeira (4°C)
(iv) reagentes de bloqueio: leite desnatado 1 e 5% (Molico, Nestle®, Brasil); caseina
2,5% (Sigma®, EUA); gelatiha 1 e 2% (gelatina para Microbiologia, Merk®,
Darmstadt, Alemanha);
(v) conjugados: anticorpo anti-lgG de camundongo marcado com peroxidase
(Sigma®, EUA) na diluig&o 1:2000; anticorpo anti-lgG de camundongo marcado com
biotina nas diluicées 1:4000, 1:6000 e 1:8000 (BioGen®, Brasil) e amplificado com
estreptavidina-biotina nas diluigbes 1:4000, 1:6000 e 1:8000 (Amersham
Biosciences®, Inglaterra);
(vi) sistema revelador de reacdo: 3,3,55-tetrametilbenzidina (TMB, Merk®,

Darmstadt, Alemanha) e orto-feniletilenodiamina (OPD, Sigma®, EUA).

As condic¢es ideais do teste de ELISA indireto para determinacdo da cinética
foram as seguintes. Inicialmente, as placas de microtitulagdo de 96 cavidades
(Corning® high binding, EUA) foram sensibilizadas com o antigeno MCLR-cBSA
(toxina microcistina-LR conjugada a soro albumina bovina cationizada) (0,5ug/pogo)
diluidos em tampéo carbonato/bicarbonato 0,5M, pH 9,6 e entdo, incubadas a 37°C
por duas horas e overnight a 4°C, consecutivamente. Apos esta sensibilizacéo, as
placas foram lavadas 3 vezes com PBS contendo Tween 20 a 0,05%. O bloqueio foi
feito com 200uL de uma solu¢do de caseina 2,5% por uma hora a 37°C. Apés

lavagens adicionou-se 100ul de soro de camundongos diluidos a 1:200 em solucéo
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diluente (caseina 0,5% em PBS) ou 100ul de sobrenadante de cultura celular. Apos
duas horas a 37°C, as lavagens foram repetidas e 100uL do conjugado anti-IgG de
camundongo marcado com peroxidase (Sigma®, EUA) diluido a 1:2000 foi incubado
por uma hora a 37°C. Depois de 3 lavagens, a reacéo foi revelada com 100uL da
solugdo cromogena OPD contendo substrato (propor¢do de 10mg de OPD, 10ul de
peroxido de hidrogénio e 10mL de tampéao citrato/fosfato 0,2M, pH 5,0) durante 10
minutos a 37°C. A reac&o enzimatica foi interrompida com adigéo de 100ul de &cido
sulfdrico a 4N. A leitura da reacéo foi feita em espectrofotometro (SLT spectra, SLT

Labinstruments, Austria) em comprimento de onda 492nm.
4.6 Obtencéo de Anticorpos Monoclonais

4.6.1 Obtencdo das células dos orgados linfoides: linfonodos popliteos,

linfonodos abdominais e bago

Foi utilizado 1 camundongo (o que apresentou maior producao de IgG frente
ao antigeno especifico) de cada grupo para cada fusdo celular. Uma semana antes
da fusé&o celular, foi dado o reforgo (“booster”) contendo a mesma dose (32,1ug
MCLR-mcKLH/camundongo) em adjuvante incompleto freund. Os linfonodos
popliteos, abdominais e o baco dos camundongos imunizados foram retirados
assepticamente (limpar regido abdominal com &lcool 70%). Em seguida retirou-se o
excesso de gordura do 6rgédo, enfartou-se com meio RPMI" (meio RPMI 1640 sem
soro fetal bovino) e macerou-se com bastdo de vidro sobre peneira metalica de
malha fina com meio de cultura RPMI. Este meio RPMI® (Invitrogen, Brasil) foi
suplementado com L-glutamina® (Invitrogen, Brasil) 1%, Piruvato de s6dio®
(Invitrogen, Brasil) 2%, MEM n&o essenciais® (Invitrogen, Brasil) 1%, Gentamicina®
(Invitrogen, Brasil) 0,1% e Hepes® (Invitrogen, Brasil) 1,5%. Os linfécitos, tanto do

baco quanto do linfonodo, foram reservados para a técnica de fusao celular.

4.6.2 Cultivo das Células de Mieloma

Vinte dias antes da fusdo celular, as células de mieloma SP20 foram

retiradas do tanque de nitrogénio liquido e passadas para freezer -80°C,
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sequencialmente, e rapidamente descongeladas a 37°C, transferindo-se em seguida
para um tubo cénico contendo 15mL de meio RPMI* (meio RPMI 1640 acrescido de
soro fetal bovino 10%). As células foram centrifugadas a 395g durante 5min a
temperatura ambiente e, em seguida, transferidas para uma garrafa de 25cm? TPP®
e, expandidas para garrafas de 75cm? TPP® (estéril, vent cap 0,2um, Inforlab, Brasil)
contendo meio RPMI*. As garrafas foram incubadas a 37°C em ambiente de CO, a
5%, e expandidas, de modo a ficar em fase logaritmica de crescimento um dia antes

da fuséo (ajustando a concentracdo para 5 x 10* células/mL).

4.6.3 Preparo do “Feeder Layer”

Um dia antes da fuséo celular foi obtido o “feeder layer”, injetando 10mL de
meio RPMI" no peritdnio de um camundongo Balb/c sob massagem abdominal. Em
seguida, o meio injetado foi aspirado com auxilio de uma seringa. O lavado
peritoneal foi entdo diluido em 45 mL do mesmo meio, e distribuido em placas de
cultura estéreis de 96 cavidades. As placas foram incubadas a 37°C em estufa de
CO; a 5%.

4.6.4 Obtencéao dos hibridomas (Fuséo celular)
A fusédo celular esquematizada na Figura 15 foi realizada de acordo com

KOHLER & MILSTEIN (1975) e ESPINDOLA et al. (2002), com algumas

modificagdes.
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Figura 15. Modelo esquematico da obtencéo de anticorpos monoclonais. Fusao das

células de mieloma com células linféides provenientes do linfonodo e do baco. (il. color.
adaptada do livro Imunologia Celular & Molecular. ABBAS, 2000)



93

Os linfocitos, provenientes do bago e do linfonodo, e as células mielomatosas
foram lavados separadamente em meio RPMI" por centrifugagéo durante 5 minutos a
395¢g. Foi descartado o sobrenadante e adicionado 10mL do mesmo meio, tanto nos
linfocitos quanto nas células de mieloma. Foi realizada a contagem, em camara de
neubauer, das células diluidas a 1:2 em solucdo de Tripan Blue® (Invitrogen, Brasil)
a 10%. As células foram misturadas na proporgéo 2:1 (propor¢éo de células linfoides
provenientes do linfonodo:mieloma) ou 1:1 (proporcdo de células linfoides
provenientes do bag¢o:mieloma). Apds nova centrifugacdo foi realizada a fuséo
celular com o sedimento na presenca de PEG. Esta solugdo, previamente
autoclavada, continha 0,5g de PEG 4000 diluido em 0,7mL de PBS (tamp&o fosfato
salina 0,14M, pH 7,2) e 50uL de DMSO. A solugédo PEG (solugdo viscosa) foi
acrescida gota a gota por 1min a 37°C. Na sequéncia, as células foram mantidas em
repouso por 1min e 30seg a 37°C, e adicionado 1mL de meio RPMI’, gota a gota por
1min a 37°C, e mais 20mL do RPMI’, gota a gota por 4min a 37°C. As ceélulas foram
entdo mantidas em repouso por mais 4min a 37°C. Em seguida foram centrifugadas
e ressuspendidas em meio RPMI*, contendo solucdo HAT® (Invitrogen, Brasil) a 2%.
Apo6s 2 horas de incubacé@o a 37°C, as ceélulas foram distribuidas em volume de
100puL por cavidade em placas contendo “feeder layer”.

Apos o plagueamento das células pos-fusé@o, as placas foram mantidas em
estufa a 37°C em 5% de CO,. Neste periodo (primeiras 48 horas), a abertura da
porta da estufa foi evitada, pois uma alteragdo no pH pode fazer com que o meio
enriquecido com HAT ocasione um retardo no crescimento celular (BISCHOFF et al.,
1982).

A primeira troca de meio foi realizada apés 3 dias e as subseqlientes a cada 2
dias. Na primeira semana foi utilizado meio RPMI" acrescido de HAT. Nas duas
semanas subseqiientes, o HAT foi substituido por hipoxantina e timidina (HT®,
Invitrogen, Brasil) a 1%. A partir dai, passou-se a utilizar meio RPMI*. A selecdo dos
clones por ELISA foi iniciada 14 dias apo6s a fuséo celular, quando os hibridomas ja
se apresentavam com bom crescimento celular (ocupando 1/3 do pogo). Para
selecdo dos clones foi realizado o ensaio ELISA indireto padronizado no item 4.5.2.
Para a selecgéo foi utilizado conjugado anti-IgG de camundongo pelo maior interesse

em obter anticorpo monoclonal do isétipo IgG.
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4.6.5 Clonagem dos hibridomas

Os hibridomas obtidos da fus&o celular (ko) a partir de animais imunizados
com o antigeno MCLR-mcKLH, que apresentaram reatividade por ELISA indireto
foram clonados pela metodologia Diluicdo Limitante. Inicialmente, os hibridomas
foram corados com tripan blue 10%, e posteriormente contados numa diluicdo 1:2
(viv). Na sequéncia, as células foram diluidas em tubos contendo RPMI® nas
concentracdes de 500, 50 e 5 células/mL, respectivamente. Logo em seguida, 0
Ultimo tubo foi distribuido em aliquotas de 200uL/po¢o em uma placa de 96
cavidades, finalizando uma proporcéao de 1 célula/poco (Figura 16).

2500
células

00000000
00000000
00000000
0000000
00000000
OO0 0000
00000000
(olelo]elelolole)
00000000
[o]e]e]e]e)0]e]0)

500 cels/mL 50 cels/mL 5 cels/mL lcel/0,2mL/ pogo

Figura 16. Esquema de clonagem pela metodologia Diluicdo Limitante.

Ap6s distribuicao das células em placa de cultura estéril, a mesma foi deixada
em repouso em estufa a 37°C e 5% de CO,. Apos periodo de 1 hora os hibridomas
foram observados em microscopio Optico, e foram selecionados apenas 0s pogos
que apresentavam 1 célula/poco. Depois, uma camada de “feeder layer” foi
adicionada sob a clonagem para favorecer o crescimento celular. Os ensaios por
ELISA foram realizados quando as células clonadas atingiram um crescimento
exponencial (aproximadamente 8 dias).

De cada hibridoma clonado, o po¢o que apresentou maior densidade 6ptica
por ELISA foi selecionado para ser re-clonado (k;), e esta segunda clonagem foi
calculada de modo que as células ficassem distribuidas na propor¢éo 0,5célula/poco
nas placas de 96 cavidades. As células selecionadas na re-clonagem (kz) foram

expandidas in vitro e isotipadas.
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4.6.6 Expanséao dos hibridomas clonados

Os hibridomas n&o clonados (ko) e clonados (ki, k> e k3) foram expandidos
sequiencialmente em placas de 24 cavidades, garrafas de 25cm? e de 75cm? TPP®,
respectivamente.

Os hibridomas da ultima clonagem foram novamente avaliados pelo método
de ELISA padronizado (item 4.5.2). O crescimento foi realizado em cultura in vitro. A
expansdo das células foi executada através da transferéncia dos hibridomas para
um grande volume de meio, com o cuidado de manter um crescimento exponencial

de até 10’ células/mL, para que pudessem ser congelados posteriormente.
4.6.7 Congelamento dos hibridomas e células de mieloma

ApoOs a clonagem das células hibridas, houve a necessidade de ter uma
guantidade elevada de células, ou seja, um crescimento exponencial para que
pudéssemos armazena-las por congelamento ou para obtermos 0s anticorpos
monoclonais em maior quantidade.

Durante cada etapa de clonagem dos hibridomas (ki, k. e/ou ks), as células
foram congeladas numa quantidade de 10’ hibridomas por frasco de
criopreservacdo. As células foram centrifugadas a 395g durante 5min a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado.

Um volume de 1 a 2mL da Solugédo de Congelamento contendo 10% de
DMSO foi preparado em soro fetal bovino (SFB, Invitrogen®, Brasil), previamente
ambientado em banho de gelo. Esta solugdo foi adicionada gota a gota ao
sedimento de células. Estas foram ressuspensas e rapidamente transferidas pra o
tubo de criopreservagdo, também em banho de gelo. As células foram congeladas a
-80°C, e no dia seguinte foram transferidas para o nitrogénio liquido (-185°C).

O processo de congelamento das células de mieloma SP20 foi muito
semelhante ao processo de congelamento dos hibridomas, com exceg¢éo da solugéo

de congelamento que foi preparada em meio RPMI* contendo 7,5% de DMSO.
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4.6.8 Descongelamento dos hibridomas

Neste processo as células foram retiradas do nitrogénio liquido e transferidas
para o freezer -80°C um dia antes do descongelamento celular. O frasco de
criopreservacdo foi rapidamente descongelado em banho-maria a 37°C e, em
seguida os hibridomas foram lavados em meio RPMI™ por centrifugacdo a 395g por
5min, com posterior incuba¢cdo em meio de cultura enriquecido e, em ambiente de
5% de CO; a 37°C. Ap6s 1 a 2 dias foi observado se houve morte celular e uma

nova avaliacdo da producéo de anticorpos IgG por ELISA (item 4.5.2) foi realizada.
4.6.9 Isotipagem dos anticorpos monoclonais obtidos

Os is6tipos dos anticorpos monoclonais foram determinados segundo Kit de
captura (Sigma®, EUA). Placas Corning® high binding (EUA) foram sensibilizadas
com 100 pL de anticorpo anti-is6tipo especifico 1IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 e IgM de
camundongo diluidos 1:1000 em PBS e incubadas por 1h a 37°C. Na seqléncia, as
placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T e 100uL de sobrenadante de cultura de
cada clone foi incubado. Apdés 1 hora a 37°C foram repetidas as lavagens e
adicionado 100pL do conjugado anti-lgG de camundongo Fab especifico marcado
com peroxidase na diluicdo 1:600 em PBS. Ap6s 30min a temperatura ambiente,
novas lavagens foram realizadas, e a reagao foi revelada com 100uL da solugéo
cromdgena OPD, contendo substrato (10mg de OPD, 10ul de perdxido de hidrogénio
e 10mL de tamp&o citrato/fosfato 0,2M, pH 5,0) durante 10min a 37°C. A reacéo
enzimética foi interrompida com 100ul de &cido sulfdrico a 4N. A leitura da reacao foi

realizada em espectrofotdbmetro em 492 nm.

4.7 Tratamento celular dos clones secretores de anticorpo anti-MCLR

utilizando os antibiéticos BMCyclin 1 e 2, e Ciprofloxacina.

Esta etapa de andlise de micoplasma nos clones tratados foi realizada no
Laboratério de Bactérias Oportunistas - Departamento de Microbiologia da

Universidade de S&o Paulo sob responsabilidade do Prof. Ass. Jorge Timenetsky.
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Foram realizadas analises do sobrenadante celular dos clones tratados em
meio de cultivo especifico para Micoplasma (SP4) e por PCR (método por Biologia

Molecular - Reacdo em Cadeia da Polimerase).
4.7.1 Obtencé&o dos antibiéticos
4.7.1.1 Ciprofloxacina

A solucdo injetavel de Ciprofloxacina (2mg/mL, Ciprofloxan®, Hipolabor,
Brasil) foi diluida até uma concentragédo final de 10pg/mL em tampao PBS estéril pH
7,2. Esta solugéo foi aliguotada em tubo tipo ependorf plastico d&mbar, mantida a
temperatura ambiente e acrescida em cada garrafa de meio de cultura (25cm?,

estéril, vent cap 0,2um).
47.1.2BMCyclinle?2

Os antibidticos liofilizados BM Cyclin 1 e 2 (Roche Applied Science®,
Alemanha) foram ressuspensos em 10mL e 12,5mL de tampé&o PBS estéril pH 7,2,
resultando em uma concentragdo final de 10 e 5ug/mL, respectivamente. As
solu¢des foram imediatamente aliquotadas em tubo tipo ependorf ambar, envolto em
papel aluminio, mantidos a -20°C até o momento do uso e acrescidas em cada

garrafa de meio de cultura (25cm?, estéril, vent cap 0,2um).
4.7.2 Ciclos de tratamento celular

12 ETAPA - Descongelamento celular

Os clones k39, k317, k248, k.84 e k,232 foram descongelados em meio de
cultura RPMI contendo 20% de soro fetal bovino (Invitrogen®, Brasil). Ao atingir
crescimento exponencial, as células foram submetidas ao tratamento em cultivo a
37°C com 5% de CO..

22 ETAPA - Tratamento BM Cyclin — Ciprofloxaxina
Como esquematizado na Figura 17 as células foram submetidas ao

tratamento com BM Cyclin 1 durante 2 dias e depois por 1 dia. As células foram
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lavadas com tampao PBS estéril pH 7,2 e submetidas ao tratamento com BM Cyclin
2 durante 2 dias consecutivos. O tratamento com BM Cyclin foi repetido 3 vezes.
Apos lavagem em tampdo PBS, as células foram submetidas ao tratamento com
Ciprofloxacina durante 12 dias, com troca de meio a cada 2 dias. E importante

ressaltar que a cada troca de antibidtico a garrafa foi trocada.

BM Cyclin 1 BM Cyclin 2 Cipro
f . ) | . ) —
| | | | | | | |
I | I I I { | |
1 1 1 1 1 1 1 1
Descongelamento, . , .| Lavagem | . ! . . 1 6ciclos
1Dia !
celuar 2D 1 AP o pgg 1 2D ,  2Das Lavagem e 5 pias |
1 | | | | 1 em PBS I
! ! ! ! ! ! !
I Repetir 3 vezes

Figura 17. Esquema de tratamento celular BM Cyclin seguido de Ciprofloxacina (Cipro),
sendo o tempo em dias

32 ETAPA - Tratamento Ciprofloxaxina — BM Cyclin

Como esquematizado na Figura 18 as células foram submetidas ao
tratamento com Ciprofloxacina durante 12 dias, com troca de meio a cada 2 dias.
Apos tratamento, as células foram lavadas com tampdo PBS estéril pH 7,2 e
submetidas ao tratamento com BM Cyclin 1 durante 2 dias e depois por 1 dia. As
células foram lavadas novamente e submetidas ao tratamento com BM Cyclin 2
durante 2 dias consecutivos. O tratamento com BM Cyclin foi repetido 3 vezes. E

importante ressaltar que a cada troca de antibiotico a garrafa foi trocada.

Cipro BM Cyclin 1 BM Cyclin 2
{_I_‘ A A
[ \ f \
L | | | | | | |
| | | — | | |
1
Descongelamento, 6ciclos |, Lavagem ! . ! .| Lavagem , . . .
1D
celular’ de2Dias | em pes ! 2Dis Dl rope  2Dias 2Dias 1
1 1 I 1 1 1 1
! ! ! ! ! !
I Repetir 3 vezes

Figura 18. Esquema de tratamento celular de Ciprofloxacina (Cipro) seguido de BM Cyclin,
sendo o tempo em dias
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4.8 Obtencédo de anticorpos monoclonais por expansdo dos hibridomas em

ascite

A obtencdo de anticorpos monoclonais por expansdo dos hibridomas e,
purificacdo dos mesmos em coluna de proteina-A, foi realizada segundo
ESPINDOLA et al. (2002), com algumas modificacées.

Os hibridomas clonados (k29, k317, k248, k.84 e k,232) foram expandidos
seqiiencialmente em placas de 24 orificios TPP®, garrafas de 25cm? e de 75 cm?
TPP®, seqiiencialmente. Logo em seguida foram centrifugados (395g, 5min),
ressuspensos em 200uL de salina estéril e, injetados intraperitoneal (i.p.) em
camundongo Balb/c para produgcédo de ascite. Foi utilizado cerca de 10 animais por
clone. Esses animais foram previamente tratados com 300uL de AIF i.p. 20 dias
antes da inoculacdo. O crescimento das células proporcionou aumento do peritdnio
do animal, e quando atingiu um bom crescimento (aproximadamente 13 dias), os
animais foram sacrificados e, o liquido ascitico foi retirado e centrifugado a 16779

por 10min a 4°C. O sobrenadante foi congelado a -20°C até sua purificacao.
4.9 Purificagdo dos anticorpos monoclonais por cromatografia de afinidade
4.9.1 Remocéo de lipides do liquido ascitico

O processo de purificagdo dos anticorpos monoclonais foi baseado segundo
técnicas descritas por HARLOW & LANE (1988). Inicialmente o liquido ascitico foi
tratado para remocao dos lipideos, através da adicdo de 20uL de uma solugédo de
sulfato de dextran a 10% e 100uL de cloreto de calcio a 1M por mL de ascite, sob
agitagcdo por 20min a temperatura ambiente. Posteriormente, a mistura foi
centrifugada a 604g por 10min. O sobrenadante foi filtrado (filtro Whatman®, 1Chr
cat. n° 3001917, EUA) e dializado em membrana de dialise (membrana - cel
TMMD34 - 14 kDa) previamente hidratada em agua (Milli-Q®, EUA) contra tamp&o
borato-salina (tamp&o borato:acido borico 0,1M, tetraborato de sédio 0,1M e cloreto
de sddio 1M, pH 8,5 diluido 1:20 em NaCl 0,15M) por 48 horas.

Os anticorpos monoclonais dos fluidos asciticos deslipidados foram
purificados por cromatografia de afinidade, utilizando coluna de proteina A (Sigma®,
EUA).
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4.9.2 Empacotamento da coluna de proteina A

5 mg da proteina A-sepharose (Staphylococcus aureus, Sigma®, EUA) foi
ressuspensa lentamente em 50mL de tampéao salina-borato pH 8,5. Esta suspenséo
foi mantida em repouso durante 30min a temperatura ambiente (até “inchar”
completamente). Esse material foi transferido para uma coluna (7371522, GE Health
Care® - Pharmacia, EUA) e a mesma foi lavada em tamp&o salina-borato por no
minimo 1 hora em baixo fluxo. Ao terminar o empacotamento, a coluna de proteina-A

foi guardada a 4°C em azida so6dica 0,02%.
4.9.3 Purificagc&o do anticorpo em coluna de proteina A

O liquido ascitico foi novamente filtrado antes de ser aplicado na coluna de
proteina A, a qual apresenta afinidade pela por¢do Fc de IgG.

Inicialmente, a coluna foi equilibrada com tamp&o borato-salina durante
20min, e na sequencia foram aplicados 5mL do liquido ascitico. Apés 15 minutos, a
coluna foi lavada com o mesmo tamp&o até a saida total do primeiro pico. O tampéao
Glicina (glicina 0,2M e cloreto de sédio 0,15M, pH 2,8) foi utilizado para eluicdo das
moléculas de IgG que se ligaram a proteina A. ApGs a coleta desse segundo pico, a
coluna foi novamente equilibrada em tampéao salina-borato. As amostras coletadas
com o tampéo Glicina foram imediatamente neutralizadas com Tris 1M. Os eluatos
foram concentrados ao volume inicial utilizando membrana de celulose
(Molecular/Por®UItrafiltration Membrane Cellulose, 43mm diametro, PM 20kDa,
Spectrum tipo C®, EUA) e concentrador Célula de Agitagdo (modelo 8050, 50mL,
Millipore®, EUA) em gelo.

O material concentrado foi dializado em tampéo borato-salina durante 24
horas a 4°C.

A concentracdo das proteinas (unidade em pg/mL) em cada tubo coletado foi
quantificada por leitura em espectrofotdmetro (DU 640 spectrophotometer, Beckman,
CA, USA) e pode ser expresso pela relagéo abaixo:

DO x 625 x FD
onde, DO é a densidade oOptica lida em 280nm, 625 é o fator de correcdo para

anticorpo de camundongo e, FD € o fator de diluicdo da amostra.
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Todo o material contendo o anticorpo purificado foi aliquotado e congelado a -

20°C até o momento do uso.
4.10 Reatividade dos anticorpos monoclonais

Para avaliar a reatividade dos anticorpos monoclonais purificados frente as
quatro variantes de microcistina foi realizado ensaio ELISA indireto.

Diferenciando-se do método padronizado e descrito no item 4.5.2, as placas
de ELISA foram sensibilizadas com as quatro variantes de microcistina sem
conjugacdo prévia. Além disso, como solucdo diluente de amostra foi utilizado
tampao salina-borato pH 8,5 (tampé&o de equilibrio da coluna de proteina A). Todos
os controles de reagéo foram realizados para avaliar a especificidade do anticorpo

pelo antigeno e para assegurar a auséncia de ligagéo inespecifica.
4.11 Caracterizagdo dos anticorpos purificados por SDS-PAGE

Os anticorpos monoclonais purificados em coluna de proteina-A foram
fracionados por SDS-PAGE em gel gradiente de 5 a 20% com posterior coloragéo
pelo Coomassie Blue (Amersham Biosciences®, Inglaterra), segundo LIU et al.

(2007) com algumas modificagdes.

4.11.1 Preparo dos reagentes necessarios para realizagdo do ensaio SDS-
PAGE

4.11.1.1 Preparo do tampé&o de amostra (5X)

O tampéo de amostra 5X concentrado foi preparado de acordo com a Tabela

3 abaixo.
Tabela 3. Preparo do tampéo de amostra 5X - SDS-PAGE
Reagente Conc. Méae Vol. Final (10 mL) Conc. Final
Trizma 1M 0,598 mL 60mM
Glicerol 99,5% 2,512 mL 25%
SDS 20% 1,0 mL 2%,

Azul de 1% 1,0 mL 0,1%

Bromofenol

agua Milli-Q® - 4.4 mL -
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O tampéo de amostra sem agente redutor foi aliquotado em tubo tipo

ependorf e mantido a -20°C até o momento do uso.

4.11.1.2 Preparo do tampé&o de corrida

O tampéo de corrida foi preparado de acordo com a Tabela 4 abaixo e,

mantido a 4°C até o momento do uso.

Tabela 4. Preparo do tampéo de Corrida - SDS-PAGE.

Reagente Massa (g)
Trizma 25mM 3,0275
Glicina 192mM 14,413
SDS 0,1% 1
gsp agua Milli-Q® para 1000mL 1000 mL

4.11.1.3 Preparo da solugéo vedante

Como solucao vedante foi utilizada agarose 2% diluida em agua Milli-Q®. Esta

solugéo foi aquecida (2 minutos em microondas) até dissolu¢cdo dos grumos.
4.11.1.4 Preparo do gel de separacao

Solugéo A:

Tabela 5. Solugéo A - Gel de separacdo DSD-PAGE
Reagente Massa (g)
Acrilamida PAGE 30% 30
Metilenebisacrilamida 0,8% 0,8
gsp agua Milli-Q® para 100mL | 100 mL

A solugéo descrita na Tabela 5 foi aquecida a 56°C, filtrada e guardada em
frasco ambar a 4°C.
Solugéo B:

Tabela 6. Solugéo B - Gel de separacdo DSD-PAGE
Reagente Massa (Q)
Trizma Base 1,5M (pH 8,8) 18,17
SDS 0,4% 0,4
gsp agua Milli-Q® para 100mL | 100 mL
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A solugéo descrita na Tabela 6 foi aquecida a 56°C, filtrada e guardada em

frasco ambar a 4°C.

Solugéo C:

Tabela 7. Solugéo C - Gel de separacdo DSD-PAGE
Reagente Massa (Q)
Trizma Base 0,5M (pH 6,8) 18,17
SDS 0,4% 0,4
gsp agua Milli-Q® para 100mL | 100 mL

A solugéo descrita na Tabela 7 foi aquecida a 56°C, filtrada e guardada em
frasco ambar a 4°C.

4.11.1.5 Preparo do persulfato de amdnio

Tabela 8. Preparo de Persulfato de Aménio
Reagente Massa (g)

Persulfato de aménio 10% 0,5

gsp agua Milli-Q® para5mL | 5mL

A solugéo descrita na Tabela 8 foi aliquotada em tubo tipo ependorf e mantida

a -20°C até o momento do uso.
4.11.1.6 Preparo do agente redutor, gel de separacgéo e gel de empilhamento
O DTT (Ditiotreitol, Amercham Bioscinces®, Inglaterra, Londres) foi preparado

até uma concentracéo final de 6mM.

O gel de poliacrilamida (gel de separacéo gradiente 5 a 20%) foi preparado de
acordo com a Tabela 9.

Tabela 9. Preparo do gel de separagéo - gel de poliacrilamida

Solugdes para 10 mL 5% 20%
Agua milli-Q® (mL) 5,8 0,8
Solucgédo A (mL) 1,7 6,7
Solugéo B (mL) 2,5 2,5
Persulfato de Amoénio (uL) 50 50
TEMED (uL) 10 5
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Apos preparo, o gel de separacdo foi imediatamente aplicado nas placas de
vidro até sua completa polimerizac@o a temperatura ambiente. Em seguida, o gel de
empilhamento foi preparado e aplicado, como mostra a Tabela 10.

Tabela 10. Preparo do gel de empilhamento

Agua milli-Q® 4,6 mL
Solugéo A 1,34 mL
Solugédo C 2mL
Persulfato de Amonio 60 uL
TEMED 10 pL

As amostras foram entdo preparadas e aplicadas, a fim de que se pudesse

analisar o perfil eletroforético de cada uma, ou seja, de cada anticorpo frente ao
agente redutor.

4.11.1.7 Preparo do corante Coomassie Blue

Este corante foi preparado como descrito na Tabela 11.

Tabela 11. Preparo do corante Coomassie Blue

Reagente Quantidade
Coomassie Blue lg
Metanol 450 mL
Agua milli-Q® 450 mL
Acido Acético Glacial 100 mL

Esta solugdo foi mantida em frasco de vidro ambar a temperatura ambiente. A
coloracgéo foi realizada overnight a temperatura ambiente e depois descorada com

solugdes decrescentes de acido acético glacial 70% até 4gua pura.

4.11.2 Ensaio SDS-PAGE utilizando DTT como agente redutor

Para realizac&o deste ensaio quatro clones foram analisados, tais como k317,
k248, k284 e ko232.

Todos os géis foram preparados a uma concentracdo protéica de 6ug
anticorpo/pogo, tratado ou ndo com agente redutor DTT e, mantidos 30 minutos sob

agitacdo a temperatura ambiente.
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No Gel 1, amostras de cada anticorpo, sem tratamento com agente redutor,
foram aplicadas no gel gradiente.
No Gel 2 amostras de cada anticorpo foram tratadas com o agente redutor

DTT 6mM e aplicadas no gel gradiente.
4.12 Obtencéao dos Anticorpos Policlonais
4.12.1 Imunizagéo do coelho

Para obtencdo de anticorpos policlonais, foi utilizado um coelho fémea
pertencente a linhagem NZB (Nova Zelandia), com idade aproximada de 2 meses e
peso corporeo médio de 2,2 kg. Este animal foi alocado em uma gaiola individual
(60x60x60cm) com alimentagdo comercial especifica para coelhos (ragdo Sonutri®,
Sao Paulo, Brasil), com livre acesso a agua.

A MCLR conjugada ao KLH cationizado (MCLR-mcKLH), segundo kit
comercial Pierce® (Pierce Chemical Company®, EUA), foi o antigeno utilizado para
realizar a imunizagdo do coelho e, consequentemente obter os anticorpos
policlonais.

Antes do inicio do ciclo de imunizagdes, foi colhido 1 mL de sangue pela veia
marginal da orelha do coelho (tempo zero). Este animal foi submetido a 4 doses do
antigeno (200ug MCLR-mcKLH) via sub-cutanea dorsal, em diferentes sitios,
emulsificado em ACF v/v na primeira inoculacdo, e com AIF v/v nas outras trés
imunizagbes com intervalo de 15 e/ou 17 dias. O sangue foi coletado pela veia
marginal da orelha do animal no tempo zero e 15, 30, 47 e 62 dias ap6s imunizagao.
A dose para imunizagdo foi baseada em dados escritos por HARLOW & LANE
(1988), a qual varia de 50 a 1000 pg.kg™ p.c. (peso corpéreo).

Apos avaliagcdo da cinética (que sera descrito no item 4.12.2) de producéo de
anticorpos IgG no soro do animal foi realizada a sangria total por pungéo cardiaca.

Esta parte do experimento foi realizada na Empresa Paulistec - Comércio e
Criagdo de Pequenos Animais LTDA-SP, pois a mesma dispunha de biotério e
material adequados, e técnico qualificado para realizar a imunizacdo e sangria de

animais de pequeno porte.
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4.12.2 Padronizagcdo de um método de imunoensaio para determinagdo da
producdo de anticorpos IgG por ELISA “Enzyme-Linked Immunosorbent

Assay” em soro de coelho

As condic¢es ideais do teste de ELISA indireto para determinacdo da cinética
foram as seguintes. Inicialmente, as placas de microtitulagdo de 96 cavidades
(Corning® high binding, EUA) foram sensibilizadas com o antigeno MCLR-cBSA e
MCLR (0,5ug antigeno/pogo) diluidos em tampéo carbonato/bicarbonato 0,5M, pH
9,6 e entéo, incubadas a 37°C por duas horas e overnight a 4°C, consecutivamente.
Apos sensibilizacdo, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS contendo Tween 20
a 0,05%. O bloqueio foi feito com 200uL de uma solucéo de caseina 2,5% por uma
hora a 37°C. Apos lavagens adicionou-se 100ul de soro de coelho diluidos (1:100 e
1:200) em solucao diluente (caseina 0,5% em PBS). Apds duas horas a 37°C, as
lavagens foram repetidas e 100uL do conjugado anti-lgG de coelho marcado com
peroxidase (Sigma®, EUA) diluido 1:10000 foi incubado por uma hora a 37°C. Depois
de 3 lavagens a reacédo foi revelada com 100uL da solucdo cromogena OPD,
contendo substrato (propor¢do de 10mg de OPD, 10ul de perdxido de hidrogénio e
10mL de tampdao citrato/fosfato 0,2M, pH 5,0) durante 10min a 37°C. A reacéo
enzimatica foi interrompida com adigdo de 100ul de acido sulfarico a 4N. A leitura da

reacdo foi feita em espectrofotometro em comprimento de onda 492 nm.

4.12.3 Purificagdo de soro de coelho imunizado com MCLR-mcKLH

(Precipitacdo em Sulfato de Amonio)

A purificagédo do soro do coelho foi realizada segundo protocolo descrito por
McKINNEY & PARKINSON (1986), com algumas modificagdes.

Apos diluicdo do soro 1:5 em tampdo acetato de s6dio 60mM pH 4,0, foi
ajustado o pH para 4,5 com hidréxido de sddio 1M. Lentamente e sob
homogeneizacao, foi acrescido 25uL de acido caprilico por mL de amostra. Todo
este volume foi mantido sob agitagdo por 30min a temperatura ambiente. Logo em
seguida foi submetido a centrifugag@o a 12857g durante 30min a 4°C. Foi aferido o
volume final de sobrenadante filtrado em gaze. Apds acrescentarmos PBS 10X ao
sobrenadante na proporcdo 1:10 (1 parte de PBS concentrado 10 vezes para 10

partes de sobrenadante), ajustou-se novamente o pH para 7,4 com hidroxido de
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sédio 1N. Ao resfriar todo o volume até atingir a temperatura de 4°C, adicionou-se
lentamente sulfato de amoénio na proporgéo 0,277g/mL. Deixou-se sob agitagédo por
30min a 4°C e centrifugamos a 128579 durante 15min sob refrigeragéo de 4°C. Ao
precipitado foram acrescidos 10% de PBS comparado ao volume inicial. Dializou-se
em membrana de 40KDa (Spectrapor® Membrane, EUA) por 2 dias em PBS a 4°C,
realizando trocas de no minimo 3 vezes ao dia. Logo apds aquecimento de 50 a
52°C por 20min, o volume resfriado foi centrifugado a 3214g durante 20min. Uma
aliquota diluida 1:10 em PBS foi submetida a leitura em espectrofotbmetro em
comprimento de onda 280 nm em cubeta de quartzo. Todo o material contendo o
anticorpo purificado foi aliquotado e congelado a -20°C até o momento do uso.

A concentracdo das proteinas (unidade em pg/mL) foi quantificada por leitura
em espectrofotdmetro e pode ser expresso pela relagéo abaixo:

DO x 725 x FD,

onde, DO foi a densidade Optica lida em 280nm, 725 o fator de corre¢cdo para

anticorpo de coelho e, FD o fator de diluicdo da amostra.

4.13 Padronizagéo e validagdo do método de ELISA competicdo para deteccéo
e quantificagcdo de microcistina e nodularina utilizando anticorpos policlonais
anti-MCLR-mcKLH obtido em coelho

4.13.1 Padronizac¢éo do ensaio ELISA competicéo

4.13.1.1 Determinacéo da concentragdo e do antigeno de sensibilizagcéo ideais

ao ensaio ELISA competicao

Este ensaio foi realizado por ELISA indireto padronizado no item 4.5.2, com
algumas modificacoes.

As concentragbes de toxina conjugada ou ndo, avaliadas na etapa de
sensibilizagéo foram as seguintes:
(i) 0,0315; 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5; 1,0ug MCLR-cBSA/poco
(i) 0,125; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0ug MCLR/poco
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4.13.1.2 Determinag&o da diluicdo do anticorpo policlonal ideal ao ensaio

ELISA competicéo

As diluicbes do anticorpo policlonal obtido (anticorpo primério) avaliadas
foram as seguintes:
(i) placa sensibilizada com toxina conjugada (MCLR-cBSA): 1:1000 a 1:14000;
(ii) placa sensibilizada com toxina (MCLR): 1:100 a 1:1600.

4.13.1.3 Determinacdo da regido linear da curva dose-resposta de MCLR pré-

incubada com o anticorpo policlonal obtido no ensaio ELISA competigao

As concentragdes de toxina avaliadas foram de 2ug a 61pg MCLR/mL,
enquanto que as diluicbes de anticorpo policlonal foram de 1:800 a 1:5000. Este
ensaio de ELISA competi¢c&o foi realizado como descrito no proximo item 4.13.1.4.

Ap6s a obtencio da curva dose-resposta, calculamos o indice de Reatividade

de cada ponto, de acordo com a férmula abaixo:

indicede  _ |(Abs SEM COMPETICAO - Abs AMOSTRA)
Reatividade (%) Abs SEM COMPETICAO x 100

onde,
Abs SEM COMPETICAO refere-se a reacdo sem adicéo de antigeno MCLR.

4.13.1.4 Método enzimatico por ELISA competicdo otimizado para
determinagdo e quantificacdo de microcistina e nodularina em amostras

ambientais

As condicdes ideais do teste de ELISA competicdo para determinagcéo de
microcistina e nodularina foram as seguintes. Inicialmente, as placas de
microtitulagdo de 96 cavidades (Corning® high binding, EUA) foram sensibilizadas
com o antigeno MCLR (0,5ug/pogo) diluidos em tamp&o carbonato/bicarbonato
0,5M, pH 9,6 e entédo, incubadas a 37°C por duas horas e overnight a 4°C,
consecutivamente. Apés esta sensibilizacdo, as placas foram lavadas 3 vezes com

PBS contendo Tween 20 a 0,05%. O bloqueio foi feito com 200uL de uma solugéo
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de caseina 2,5% por uma hora a 37°C. Em um tubo de ensaio a parte, pré-incubou-
se 100uL MCLR (0,25 a 2ng/mL) diluida em agua (Milli-Q®, EUA) autoclavada, com
100uL de anticorpo policlonal anti-MCLR-mcKLH diluido 1:3200 em caseina 0,5%
em PBS, por 20 minutos a 37°C, para formagao de imunocomplexo. Um volume de
100pl desta mistura foi adicionado & microplaca bloqueada e lavada. Ap6s uma hora
a 37°C, as lavagens foram repetidas e 100uL do conjugado anti-IlgG de coelho
marcado com peroxidase (Sigma®, EUA) diluido 1:10000 foi incubado por uma hora
a 37°C. Depois de 3 lavagens a reagao foi revelada com 100uL da solugéo
crom6gena OPD, contendo substrato (proporcdo de 10mg de OPD, 10ul de peroxido
de hidrogénio e 10mL de tampé&o citrato/fosfato 0,2M, pH 5,0) durante 13 minutos a
37°C. A reagéo enzimatica foi interrompida com adigdo de 100ul de &cido sulfdrico a
4N. A leitura da reacéo foi lida em espectrofotdmetro em comprimento de onda 492

nm.
4.13.2 Validagéo do ensaio ELISA competigcao

Para validagdo do ensaio ELISA competicdo 0s seguintes parametros foram
avaliados experimentalmente, LIQ, especificidade, seletividade, recuperacéo,
linearidade, precisdo, exatiddo, e robustez. Todos esses ensaios foram baseados
nas normas da ANVISA e do INMETRO, como explicado no item 2.17 da Revisao da

Literatura.
4.13.2.1 Limite Inferior de Quantificagéo (LIQ)

Sabendo-se que o LIQ pode apresentar uma variacdo de até 20%
(NAGAJARA et al, 1999; KARNES et al.,, 1991; UH et al, 2008), para este
parametro foram realizadas uma curva de calibragdo em simplicata e trés
sextuplicatas do primeiro ponto da curva (0,25ng/mL). Para diluicdo das amostras foi

utilizada agua Milli-Q® autoclavada e batizada para uma concentragéo de 0,25ng/mL.
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4.13.2.2 Especificidade e Seletividade

Neste parametro foram realizados ensaios com amostras Verdadeiro
Negativas, ou seja, em amostras negativas para microcistina e/ou nodularina
confirmadas por Espectrometria de Massas, como descrito no item 4.2 deste
trabalho, com algumas modificagcbes. Um total de 9 amostras negativas foram
ensaiadas em duplicata em um mesmo dia.

Através dessas andlises foi possivel determinar o Limite para Aprovacdo da

Amostra Negativa, através do calculo abaixo:
LAAN (%) = IRLQ X 0,2
onde,

LAan refere-se ao Limite de Aprovacao da Amostra Negativa (%);

IRLo(%) refere-se ao indice de Reatividade referente ao LQ (%).

A amostra foi considerada APROVADA pelo método ELISA competicdo
quando o indice da amostra era inferior & 20% do LIQ, ou seja, quando o indice da
amostra for menor ou igual ao indice do menor ponto da curva de calibragéo
(0,25ng/mL) x 0,2. Sob essas condicbes a amostra também foi considerada
Verdadeiro Negativa. Esse conceito é apresentado nas normas, onde o LIQ deve

distinguir-se de uma amostra negativa por um fator de cinco vezes (20%).
4.13.2.2.1 Influéncia do metanol no ensaio ELISA competicéo

Amostras de agua Milli-Q® autoclavadas foram contaminadas separadamente
com o padréo de MCLR (Sigma®, EUA), padréo nodularina (Sigma®, EUA) e metanol
em diversas concentragoes.

Essas amostras foram ensaiadas de acordo com o método aqui desenvolvido
com Caseina (metodologia descrita no item 4.13.1.4) e com o kit comercial Abraxis®,
EUA. Vale lembrar que, mesmo o kit comercial apresentando calibradores e
controles préprios, o padrdo Sigma® (EUA) MCLR foi avaliado no mesmo ensaio.

Apbs obtencdo da absorbancia das amostras foram obtidos o indice de

Reatividade (como descrito no item 4.13.1.3) e, a concentragdo calculada das
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amostras a partir de uma curva de calibracdo construida utilizando modelo

matematico logaritmico.
4.13.2.2.2 Protocolo kit comercial Abraxis® - ELISA competig&o indireto

Inicialmente, em pogos previamente sensibilizados com o antigeno OVA-
ADDA ou BSA-ADDA (proteina carreadora acoplada ao grupamento ADDA), foram
incubados (em simplicata) 50uL dos controles, calibradores e amostras e, 50uL da
solugdo anticorpo do kit (anticorpo 1gG anti-MCLR), respectivamente. Apoés
incubacgéo a temperatura ambiente durante 90min os pocos foram lavados 3 vezes
com a solugéo de lavagem do kit e, posteriormente foi adicionado 100uL da solugéo
conjugado (anticorpo anti-Fc de IgG marcado com peroxidase). Apos 30min de
incubagéo a temperatura ambiente, foram repetidas as lavagens e acrescido 100uL
da solugédo substrato do kit (solugdo cromégena TMB). Os pogos foram incubados a
temperatura ambiente durante 20 a 30min, sob protecdo da luz e, em seguida foi
acrescido 50uL da solugéo stop do kit (acido sulfurico diluido). A leitura da reacao foi

lida em espectrofotdmetro em comprimento de onda 450 nm.
4.13.2.3 Recuperagéo
4.13.2.3.1 Processo de extracéo

Amostras de agua (agua Milli-Q®, EUA) autoclavadas ou amostra da natureza
Verdadeiro Negativa) foram submetidas ao seguinte processo de extragao:
(i) adicdo ou ndo de uma concentragéo conhecida de MCLR (padréo Sigma®, EUA);
(i) sonicagéo da amostra por 30seg em gelo, utilizando probe ultrasénica (VirSonic®,
EUA), 20kHz;
(iii) filtragcdo da amostra em filtro 0,45um (filtro Millex HV com membrana PVDF,
13mm diametro Millipore®, EUA);
(iv) centrifugacdo da amostra durante 5min em centrifuga Eppendorf® 5804
(BioResearch do Brasil®, Brasil), 1549, 4°C;

(v) separacéo do sobrenadante e realizagdo dos experimentos.
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4.13.2.3.2 Amostra em Solucdo, Amostra em Matriz Extraida e Amostra em

Matriz

Para esta figura de mérito, as amostras foram divididas em trés tipos de

grupos:

(i) amostra preparada em solucdo (SCAO)
(i) amostra em matriz extraida (EXT)

(iii) amostra em matriz (MTZ)

A curva de calibracéo foi realizada em simplicata e, cada controle (alto, médio
e baixo) em sextuplicata, para cada grupo, em um mesmo dia.

No grupo SCAO, uma amostra de agua Milli-Q® autoclavada foi batizada com
concentragdes conhecidas do padrdo MCLR, mas nao foram submetidas ao
processo de extragao.

No grupo EXT, apds uma amostra da natureza Verdadeiro Negativa ter sido
aliquotada e batizada com concentragdes conhecidas de MCLR (controles alto,
médio e alto), cada uma foi submetida ao processo de extracdo descrito no item
4.13.2.3.1.

No grupo MTZ, apds uma amostra Verdadeiro Negativa da natureza ter sido
submetida ao processo de extragdo, a mesma foi aliquotada e batizada com
concentragdes conhecidas de MCLR (controles alto, médio e alto).

Posteriormente a estes trés experimentos, cada amostra foi ensaiada pelo
método ELISA competicéo e, a partir da média dos indices de Reatividade (%) de
cada grupo de controle, foram calculadas a Recuperagcdo Absoluta (%),

Recuperacéo Relativa (%) e Efeito Matriz (%), conforme as equagdes abaixo:

Rec. Absoluta (%) =

_
Média IR EXT X 100
Média IR SCAO

Rec. Relativa (%) = Média IR MTZ

r .
Média IR EXT} X 100

~

Efeito Matriz (%) = [[ Média IR MTZ J X 10(} - 100

Média IR SCAO
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onde, IR corresponde ao indice de Reatividade (%) de cada controle.
4.13.2.4 Linearidade

Costuma-se considerar que a linearidade do método refere-se a resposta do
método como um todo, de forma que a analise de uma amostra de concentracao
conhecida e certificada dentro da faixa de concentragdo do método deve produzir
respostas equivalentes, independentemente da concentragdo. Por exemplo, se a
concentracdo da amostra é 1ng/mL a resposta do método deve ser igual a 1ng/mL,
se for 10ng/mL a resposta deve ser 10ng/mL, e assim sucessivamente.

A linearidade da resposta do instrumento ou da andlise instrumental ou da
metodologia analitica ndo precisa ser necessariamente linear, desde que o modelo
matematico corrija os valores, de modo que o método como um todo seja linear (UH
et al., 2008).

Para a curva de calibragdo, foram escolhidos 8 pontos distribuidos de forma
equidistantes, tendo como base a concentragédo de interesse (1ng/mL). A curva foi
construida a partir de amostras de agua Milli-Q® autoclavada e batizadas nas
seguintes concentracdes de MCLR 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25; 1,5; 1,75 e 2,0ng/mL
(padrdo Sigma®, EUA).

O estudo da linearidade da metodologia analitica incluiu a analise de 9 curvas
de calibracéo e célculo do Desvio do Valor Nominal (Des (%)) em funcao logaritmica
(In) de cada ponto da curva de calibracdo (ver item 4.13.2.5). A partir dai, foi
elaborado um grafico do tipo disperséo e, realizada a analise da Distribuicdo dos
Residuos com Relacdo a Concentragdo Nominal de MCLR em funcéo log.

O estudo da linearidade do método relacionou a concentracdo nominal dos
controles alto, médio e alto, com a Recuperacdo Absoluta (%), previamente
calculada no item 4.13.2.3.2. A partir dai, foi elaborado um gréfico do tipo disperséo
e realizada a andlise da Distribuicdo dos Residuos com Relagdo a Concentracao
Nominal de MCLR calculados seguindo o modelo matemético de regressédo linear.
Também foi adicionada uma linha de tendéncia e calculado o quadrado do
coeficiente de correlacéo linear (R?).

A qualidade do resultado de um método analitico é altamente dependente da
qualidade da curva de calibragédo, j& que a concentragdo do composto de interesse

numa amostra desconhecida a calculada a partir dos resultados de andlise de
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regresséao obtidos da curva de calibragdo (ALMEIDA et al., 2002). Por isso, tendo em
vista a relevancia de uma curva de calibracdo ideal ao método, foi aplicado o teste
de homocedasticidade ao método ELISA competicdo padronizado. No modelo de
regressao linear dos minimos quadrados pressupde-se uma igualdade de variancias
entre todos os pontos da curva (homocedasticidade). No entanto, este modelo é
mais influenciado pelo desvio padréo das concentragdes mais altas da curva do que
pelo desvio padrdo das concentragdes mais baixas, provocando uma redugéo da
precisdo nas concentragdes mais baixas (ALMEIDA et al, 2002). Para
contrabalancear este ponto indesejavel, principalmente para métodos que
usualmente determinam concentragdes baixas do analito nas amostras, foi escolhido
o melhor modelo matematico que descreva a resposta do ensaio de ELISA
competicdo, ou seja, do modelo que apresentou uma melhor distribuicdo dos

desvios.
4.13.2.5 Precisao e Exatidao

Para avaliar este parametro, primeiramente definiu-se os controles a serem
utilizados. Determinou-se que o controle baixo fosse até trés vezes superior ao LIQ.
O controle alto variaria entre 75 a 85% do LMQ (Limite Maximo de Quantificag&o),
porém o ideal foi de 80% do LMQ. Ja, o controle médio corresponderia ao ponto
médio da curva, mas ndo um dos pontos da curva.

Além disso, é importante ressaltar que todos os célculos de diluicdo foram
realizados a partir de uma solugdo padrdo de MCLR (Sigma® EUA) 10X
concentrada (20ng/mL).

Portanto, foram realizados trés ensaios em paralelo, em dois dias diferentes:
(i) uma curva de calibracéo;

(i) octuplicata de cada controle alto (1,6ng/mL), médio (1,2ng/mL) e baixo
(0,6ng/mL) para cada curva.

Para cada controle e para cada ponto da curva de calibragdo foram
calculados os indices de Reatividade (%) e suas respectivas concentracoes,
correlacionando-se, portanto, a concentragdo nominal com a concentragédo
calculada. Além disso, também foi calculado o Desvio do Valor Nominal (Des (%)) de

cada controle (alto, médio e baixo), pela formula abaixo. Aqueles que ndo estavam
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dentro do intervalo (+ 15%) ndo foram selecionados. O indice de Reatividade foi
calculado conforme explicado no item 4.13.1.3.

_| | Concentracéao Calculada (ng/mL)
Des (%) = ]
(%) [[Concentragéo Nominal (ng/mL) | X 100 |- 100

Apos o calculo do Des (%) de cada controle (de cada duplicata/ensaio/dia)
foram selecionadas 8 concentracbes calculadas de cada controle e, avaliadas a

Precisdo e a Exatidao, intra e inter-dias, intra e interensaio. As férmulas utilizadas
estdo descritas abaixo:

Precisdo (CV%) = [

Média da Concentragdo Calculada (ng/mL

)

DESVPAD (Concentracao Calculada)
x 100

- Média da Concentracéo Calculada (ng/mL
05) =
Exatiddo (%) [ Concentracdo Nominal (ng/mL)

)X100

Os parametros de Precisédo e Exatiddo foram avaliados a partir do Coeficiente
de Variagdo (CV%), sendo que, para um método ser considerado preciso e exato
(APROVADO), este deve estar abaixo de 15% e acima de 85%, respectivamente.

4.13.2.6 Robustez

Os experimentos referentes a este parametro foram realizados em paralelo ao
ensaio de recuperagao.

4.14 Descricbes das amostras analisadas quanto a sua origem, coleta,
armazenamento, transporte e processo de extragcao

Um total de 62 amostras de agua foram analisadas utilizando dois kits de

ELISA competi¢do, ensaio padronizado em caseina (descrito no item 4.13.1.4) e kit
comercial Abraxis®, EUA (descrito no item 4.13.2.2.2).

As amostras incluem (i) meios de cultura mantidos em nosso laboratorio
(FCF-USP), (ii) amostra das represas Billings-SP, Guarapiranga-SP, Cotia-SP,

Americana-SP, Jucazinho-PE, Recife-PE, Natal-RN, (iii) amostra do lago de
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Piracicaba na ESALQ-USP e, (iv) amostras dos bebedouros dos blocos da FCF-
USP.

As amostras de superficie dispensaram o uso de equipamentos especificos
para sua coleta. Portanto, foram utilizados baldes para realizar a coleta a 20cm
abaixo da superficie da agua. Em outros casos, para filtrar grandes volumes de 4gua
e para concentrar a amostra, foi utilizada uma rede de fitoplancton de nailon (20pm
de malha, 50cm de diametro) com um coletor (copo) na extremidade. Com isso foi
possivel obter informagéo fitoplancténica de toda coluna d’dgua. Quando possivel,
as amostras foram preservadas com lugol 0,3% ou formol 2% e depois mantidas sob
refrigeracdo, evitando o excesso de luminosidade, até o momento da analise.

Todas as amostras foram submetidas ao processo de extragdo descrito
previamente no item 4.13.2.3.1 (etapas ii a v) e quantificadas de acordo com a curva
de calibracéo construida utilizando modelo matemético logaritmico (In).

Essas amostras também foram analisadas pelo sistema LC-MS descrito no

item 4.2, com algumas modificagdes.

4.15 Métodos de deteccdo e quantificagcdo de variantes de microcistina e/ou

nodularina

Dentre os varios métodos existentes para detectar e/ou quantificar variantes
de microcistina e nodularina foram utilizados HPLC, LC-MS e ELISA competi¢cédo

indireto (Kit comercial Abraxis® e metodologia padronizada).
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Como este trabalho foi desenvolvido em vérias
etapas, para facilitar o entendimento e
interpretagcdo dos resultados, o item
“RESULTADOS” foi apresentado seguido ao
item “DISCUSSAO”
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T S by G2 R 5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise da obtencéo da microcistina-LR

5.1.1 Andlise da manutenc¢édo da cepa BCCUSP 100 em meio de cultura BG11

Algumas células quando mantidas em meio de cultura, contendo algum
nutriente especifico, podem apresentar caracteristicas proprias, diferindo-se da
mesma célula presente em floragdes.

Foi observado em algumas analises microscopicas (aumento de 40x) a
presenca de diferentes géneros de Microcystis sp. Foi possivel verificar também a
presenca de mucilagem caracteristica em amostras de floracbes (Figura 1C), as
quais néo foram identificadas em amostras de Microcystis sp de meio de cultura.

Situacdo semelhante ocorreu em amostras que continham géneros de
Anabaena sp. Na natureza, estas células apresentam aparéncia espiralada,
enquanto que em meio de cultura, as mesmas perdem essa caracteristica e ficam
com aspecto filamentoso. Nessas amostras foram observados heterocitos, que séo
células diferenciadas com parede esquelética dupla, formada externamente por
polissacarideos e internamente por glicolipidios e desprovida de pigmentacao algal,
cuja funcdo é fixar o nitrogénio atmosférico. Estes tipos celulares também
apresentaram acinetos, que sdo células diferenciadas com funcdo de
armazenamento de nutrientes (HROUZEK et al., 2004).

Neste trabalho, foi utilizado meio BG11, que é um meio enriquecido com
fosforo e nitrogénio em concentragdes ideais para o bom crescimento da alga.
Quando este meio é desprovido destes compostos, ocorre a inibicdo do crescimento
do género Microcystis sp. Estes géneros, que fazem parte da familia
Microcystaceae, apesar de ndo desenvolver heterocito e acineto, apresentam
aerétopos, que sao células especiais que se enchem de ar e tém a funcdo de
auxiliar na flutuagdo da alga de acordo com a presenga/auséncia de luz solar.
Portanto, como estas cianoficeas tém uma capacidade dificultada em metabolizar o
nitrogénio atmosférico, o0 meio deve ser acrescido de nitrato (SOUZA & CARVALHO,
2006).
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A manutencdo desta cepa e a busca de uma floracdo contendo a alga que
produz a toxina microcistina tem se tornado uma rotina em nosso laboratério (FCF-
USP), pois isto, além de padronizar o desenvolvimento de um multi-método de
extracdo de toxinas algais ja conhecidas, reduziriam os gatos referentes & compra
de padrbes de MCLR, as quais apresentam alto custo e demora no prazo de
entrega.

Como um dos nossos objetivos foi o de imunizar camundongos utilizando
diferentes vias de imunizacéo e diferentes adjuvantes e antigenos (purificado e n&o
purificado), quantidades suficientes de toxina com alto grau de pureza, cerca de
95%, foram obtidas e submetidas & conjugagdo com KLH para posterior imunizacao
via glutaraldeido. Até o momento, algumas variantes de MCLR tém sido isoladas a
partir desta cepa, entre elas a MCLR e a [Asp®-MCLR (Bittencourt-Oliveira et al.,
2005).

5.1.2 Andlise da extragdo de microcistina-LR a partir do meio de cultura BG11

A partir da comparagéo entre o tempo de retencdo do padréo e o espectro do
composto absorvido em A = 238 nm, a MCLR proveniente da cepa BCCUSP 100 foi
purificada por HPLC-PDA em coluna preparativa e concentrada (719 ug) pela coleta
sucessiva de picos. Os cromatogramas e espectros de absor¢éo obtidos, conforme
metodologia descrita no item 4.2, estdo apresentados nas Figuras 19 a 21.
Posteriormente, a presenca desta variante foi confirmada por Espectrometria de

Massas, conforme apresentado nas Figuras 22 a 26.
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Figura 19. Cromatograma e espectro de absor¢cdo em 238 nm da microcistina-LR obtidos
por HPLC-PDA referentes ao padrdo Sigma®
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Figura 20. Cromatograma e espectro de absor¢cdo em 238nm da microcistina-YR obtidos
por HPLC-PDA referentes ao padrdo Sigma®
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Figura 21. Cromatograma e espectro de absorcdo em 238nm referentes a cepa BCCUSP
100 obtidos por HPLC-PDA
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Figura 22. Espectro de Massas obtido por MS-ESI referente a infuséo direta da MCLR
presente na cepa BCCUSP 100 em Scan m/z 200-1050 [M+H]"
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Figura 23. MS/MS do ion m/z 995.4 mostrando a fragmentacao caracteristica da MCLR
Intens. +MS2(509.5), 10.1-10.6min #(480-496)

x104
493.2
1.254 4422
1009 4351
0.754
0.50 419.1 883.3
027 * 599.2
574 Z‘J
1741 287.6 698 2728 2 995.3
VS T IS O PV o 1 1 1 L dod
' 2(‘)0 ' 4(‘)0 ' 6(‘)0 ' 8(‘)0 ' 10‘00 ' ml‘z
Figura 24. MS/MS do ion de m/z 509.5. A fragmentacao mostra que se trata de um ion
dupla carga [M+Na+H]" da MCLR. Chamam a atencao os ions m/z 995.3 [M+H]" e m/z 135 (Adda)
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gura 25. Ampliacao de espectro mostrando a abundancia isotdpica caracteristica de ions
dupla carga: picos separados por m/z 0,5
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Figura 26. Distribuicdo isotopica de ions com uma carga apenas: separacéo dos picos por
m/z 1, e ndo m/z 0,5 como na figura anterior.

O pico obtido em andlise por HPLC-PDA referente & MCLR foi coletado e
utiizado como hapteno para conjugacdo e imunizagdo, respectivamente. Vale
lembrar que a purificacdo nem sempre é 100%. Todavia, os restos de pigmentos e
parede celular presentes no extrato algal serviram como adjuvantes para induzir uma
resposta imune, pois 0 mesmo néo apresentou toxicidade.

A partir do Espectro de Massas obtido por MS-ESI referente a infuséo direta
da MCLR presente na cepa BCCUSP 100 em Scan m/z 200-1050 [M+H]" (Figura
22) foi possivel observar a presenca da MCLR pela intensidade do ion m/z 995.4
[M+H]". E para confirmarmos a presenca desta toxina, foi realizada uma
fragmentacdo deste ion, ou seja, foi feito um MS/MS do ion m/z 995,4 [M+H]
mostrando a fragmentacéo caracteristica da MCLR, o qual &€ muito semelhante a
fragmentacé&o do padréo Sigma® (EUA) pela intensidade dos fons m/z 599.3, 553.2 e
977.4 [M+H]" (Figura 23).

Ao mesmo tempo, foi notavel a intensidade isotopica de outro ion de m/z
509.5 [M+H]" que ndo esteve presente na fragmentacdo caracteristica do padrdo de
MCLR. Para esclarecermos esta duvida foi realizado um MS/MS do ion de m/z 509.5
(Figura 24). A fragmentacdo nos mostrou que se tratava de um ion dupla carga
[M+Na+H]" de MCLR, chamando a atenc¢&o para os ions m/z 995.3 [M+H]" e m/z
135.1 (Adda).

Ampliando este espectro de fragmentagdo (Figura 25) observou-se em

detalhes a abundéancia isotdpica caracteristica citada acima de ions dupla carga,
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onde os picos foram separados por m/z 0,5. Quando se tem uma distribuicdo
isotépica de ions com uma carga apenas (Figura 26), a separacao dos picos ocorre
por m/z 1, e ndo m/z 0,5.

A Figura 27 apresenta um esquema da fragmentagdo caracteristica da
MCLR, enfatizando a origem dos fons m/z 599.3 e 135.1 [M+H]" formados, sendo
que estes ions representam os aminoécidos 3 a 6 (Asp-Arg-Adda-Glut) e uma parte
do aminoacido Adda, respectivamente.

Dentre esses resultados concluimos que, foi obtido um pool de MCLR (m/z
995.3 [M+H]" a partir de uma amostra purificada de meio de cultura BG11. Esse
material foi utilizado para (i) realizacdo de conjugagdo com KLH via glutaraldeido e,
posterior imunizagdo de animais experimentais, (ii) como padrdo de fragmentagé&o

em andlises por LC-MS e, (iii) como controle positivo nos ensaios imunoenzimaticos.

CHs
CH
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: N7 NH CHs HN
: H H CH
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o \ |
O CO,HO CHgz

[M+H] = 995,5

Clivagem o do
aminoacido Adda

H+

[M+H] = 135,1

O CO,H

[M+H] = 599,3 HN
)=NH
HoN

Figura 27. Padrdo de fragmentacdo da MCLR, enfatizando os ions m/z 599.3 e m/z
135,08, onde este ultimo refere-se ao grupamento Adda
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5.1.3 Andlise da extracdo de microcistina-LR a partir de floracbes

Paralelamente & obteng&o de extratos algais provenientes de meio de cultura,
foram realizadas andlises de amostras de flora¢cdes que continham toxinas novas e
importantes e que pudessem ser concentradas como explicado anteriormente.

As analises por HPLC de microcistina extraida de floragdes (extracédo
realizada de acordo com o item 4.1.3) foram realizadas de acordo com o método
descrito e sdo mostradas nas Figuras 28 e 29.
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Figura 28. Cromatograma e espectro de uma amostra positiva para microcistina proveniente
de Pernambuco-PE
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Figura 29. Cromatograma e espectro de uma amostra positiva para microcistina proveniente
de Natal-RN

Conforme observado nas Figuras 28 e 29, as floragdes foram abundantes em
variantes de microcistina. Esse extrato algal foi analisado pelo nosso grupo quanto a
sua atividade biolégica em neutréfilos de humanos (KUJBIDA et al., 2006) e quanto
ao seu potencial em induzir uma resposta imune. De forma semelhante ao extrato
algal obtido de meio de cultura, foi também realizado um pool do extrato algal
originado dessas floragbes com as mesmas finalidades de analise.

Toxinas provenientes de extratos algais foram purificadas e quantificadas por
LC-MS, para que pudessem ser utilizadas como hapteno para ser conjugado com
uma proteina carreadora, servindo, portanto, como um antigeno bruto. E sabido que,
por mais que extraiamos as toxinas de uma amostra, seja ela proveniente de meio
de cultura ou de floragdo, teremos em pequena quantidade de restos de parede
celular, clorofila-a, ficocianina entre outros pigmentos. Ou seja, ela ndo sera
totalmente pura.

Sob o ponto de vista imunolégico, imunizar um camundongo com antigeno
bruto, isto é, ndo totalmente puro, pode melhorar a resposta imunoldgica, visto que
outras particulas podem funcionar como moléculas adjuvantes, desde que as

mesmas ndo sejam tdxicas. Por outro lado, dificultaria a obtencdo de clones
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positivos pelo excesso de reac¢des cruzadas, processo este que seria resolvido pela

triagem dos hibridomas com o antigeno puro (padrdo Sigma®, EUA).

5.2 Anédlise do desenvolvimento de um multi-método para determinagdo de

microcistinas e algumas de suas variantes por Espectrometria de Massas

A Figura 30 abaixo apresenta um cromatograma obtido da fracdo metandlica
de uma amostra de 4gua contaminada e processada como descrito no item 4.2. Nas

demais fragbes eluidas (H.O e MeOH 30%) néo foi verificada a presenca das

toxinas.
Intens.
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Figura 30. Cromatograma obtido por LC-MS a partir da andlise de uma amostra contendo
padrées de microcistina na concentracédo de 1ug/L

As Figuras 31 a 34 apresentam o Espectro de Massas obtido por LC-MS-ESI
referente aos padroes de MCRR, YR, LR e LA, respectivamente, de acordo com a

relagdo massa/carga especifica de cada toxina (m/z).
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Figura 31. Espectro de Massas obtido por LC-MS-ESI referente ao padrdo de MCRR m/z
520 [M+2H]**

Intens. +MS2(1045.0), 8.5-8.8min #(614-638)
1045.5
*
6000
4000 -
2000 4
599.3 1027.4
0 Ak e &
L e e e e e e L B e L R e e e e e e L e e e e e
400 500 600 700 800 900 1000 1100

m/z

Figura 32. Espectro de Massas obtido por LC-MS-ESI referente ao padrdo de MCYR m/z
1045 [M+H]"
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Figura 33. Espectro de Massas obtido por LC-MS-ESI referente ao padrdo de MCLR m/z
995 [M+H]"
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Figura 34. Espectro de Massas obtido por LC-MS-ESI referente ao padrdo de MCLA m/z
910 [M+H]"

A partir da padronizacdo deste multi-método algumas amostras de floragfes

foram analisadas, como mostram as Figuras 35 e 36.
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Figura 35. Cromatograma obtido por LC-MS a partir da analise de uma floragcdo ocorrida na
Praia de Sales-SP

Figura 36. Cromatograma obtido por LC-MS a partir da andalise de uma floragcdo ocorrida na
Barragem do Rio Areia-RS
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5.3 Analise da conjugacéo da microcistina-LR

Apesar do uso de espacador ser recomendado, pois tornaria o conjugado
maior, ndo foi utilizada esta estratégia, pois aumentaria também a formacdo de
resposta imune inespecifica.

Nos processos de conjugagdo, o procedimento zero-length cross-linking
mediado pelo EDC foi o utilizado. Para maiores esclarecimentos, peptideos ricos em
Lis, Glu, Arg, His ou Asp, a ligacdo do hapteno ao carreador pode ser de dificil
entendimento, visto que pode ocorrer uma mudanga estrutural da substancia
imunogénica formada, levando a polimerizacdo do peptideo na superficie do
carreador, o que pode por outro lado, aumentar a imunogenicidade da particula,

amplificando a resposta imunoldgica esperada.

5.3.1 Via carbodiimida

A reagdo de conjugacéo foi realizada seguindo o modelo esquematizado na
Figura 37. A diimina presente no EDC reagiu primeiramente com a carbonila do
peptideo, formando um intermediario ativo instavel acilisouréia, que por sua vez
interagiu com o0s grupamentos amina livres fornecidos pelo cBSA ou mcLKH,
resultando em uma ligagdo amida e liberagcdo do mediador EDC como produto
soluvel isouréia (HERMANSON, 1996).
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Figura 37. Modelo esquematico da conjugacao MCLR-cBSA via carbodiimida

Um dos primeiros desafios deste trabalho referiu-se a indugdo da resposta
imune em camundongos para que a producdo de anticorpos de classe 1gG pudesse
ser detectada por um método de imunoensaio (ELISA, por exemplo). Mas para isso,
os primeiros esforgos foram concentrados em fazer com que o peptideo (toxina
microcistina-LR) se tornasse imunogénico e, para iSso, uma conjugagao foi
realizada. Quanto a sinalizacdo intracelular e os mecanismos pelo qual um antigeno
(conjugado peptideo-proteina carreadora) foi fagocitado, processado por uma APC e
apresentado ao sistema imune (APENDICE IlI) tem-se que, dependendo da
caracteristica da molécula (hidrofobicidade, por exemplo), uma regido do conjugado

serd mais ou menos exposta na célula APC.
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Em outras palavras, isto significa que a maioria dos aminoéacidos alifaticos
(leucina, valina, alanina e glicina) e arométicos (triptofano e fenilalanina) hidrofébicos
frequentemente esté localizada no interior das moléculas protéicas ou em areas que
interagem com estruturas apolares, como os lipideos (Figura 38). Eles formam a
regido mais hidrofébica da célula que ndo sdo muito soliveis em agua ou outras
moléculas hidrofilicas. Por outro lado, aminoacidos de carater mais hidrofilico (4cido
aspartico, &cido glutdmico, serina e treonina) estdo mais localizados proximo ou
ligado a superficie celular, onde eles podem ser hidratados com o ambiente aquoso
qgue envolve o ambiente (HERMANSON, 1996).

H,O
® Asp oLis ® Arg oCis o Leu
o) o} o
NH~ 0 NH3Z o) NH3? o) NH;* o NHg" O
o CHs
s
o NH CHg
NH3*
NH3  NH,*

Figura 38. Distribuicdo esquematica dos aminoacidos no interior celular quanto a sua

hidrofobicidade. Os aminoacidos de carater hidrofébico (0) ou hidrofilico () se localizam
mais préximo ao nucleo ou a parede celular, respectivamente.

5.3.1.1 Ao cBSA

As leituras das absorbancias obtidas em A = 280nm estao

apresentadas na Tabela 12 abaixo.
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Tabela 12. Leitura da absorbéncia em A = 280nm do eluato obtido a partir da coluna de gel
filtracdo apos conjugacdo MCLR-cBSA
Tubo Abs. 280 nm

Branco 0,001

1 0,047
0,052
0,052
0,328
0,465
0,496
0,695
0,208
0,253
0,157

© 00 N o o~ W N

=
o

Como pode ser detalhado no item 4.3.1 varias fragdes foram coletadas em
tubos separados. Analisando a crescente densidade Optica (A = 280nm) obtida, um
pool do eluato (volume final de 3,7mL) foi feito entre os tubos 4 a 9. Este material foi
aliquotado e utilizado para imunizar camundongos Balb/c.

A concentragdo final de conjugado foi baseada na quantidade de proteina
carreadora utilizada no experimento e no volume final de reagédo. Considerando-se
uma perda de 10% a partir de 1mg de cBSA, a concentracdo inicial desta proteina

carreadora foi de 900ug. E por regra matemética de trés simples, tem-se que:

900 pg (cBSA) - 3,7 mL (Volume final de reacéo)
X - 1mL
X = 243ug conjugado/mL

A partir desta concentracao final (243ug conjugado/mL), realizou-se uma série
de imunizagbes de quatro doses em 5 camundongos via sub-cutanea dorsal (grupo
G9).
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5.3.1.2 Ao mcKLH

As analises desta conjugagdo foram muito semelhantes a conjugacao
utilizando cBSA, pois a mesma via EDC de conjugagéao foi utilizada. As leituras das

absorbancias obtidas em A = 280nm estdo apresentadas na Tabela 13 abaixo.

Tabela 13. Leitura da absorbéncia em A = 280nm do eluato obtido a partir da coluna de gel
filtragcdo apos conjugacdo MCLR-mcKLH
Tubo Abs. 280 nm

0,002
0,010
0,016
0,041
0,086
0,133
0,280
0,189
0,142
0,099
0,042

© 00 N O o &~ WN PP

o
kL O

Como pode ser detalhado no item 4.3.2 varias fragdes foram coletadas em
tubos separados. Analisando os picos das densidades Opticas obtidas em A =
280nm, um pool do eluato (volume final de 3,0mL) foi feito entre os tubos 4 a 10, o
qual foi aliquotado para imunizar camundongos Balb/c.

A concentragao final de conjugado foi semelhante ao descrito no item anterior
(5.3.1.1), diferindo-se apenas pelo volume final de reagdo (3mL). E por regra

matematica de trés simples, tem-se que:

900 pg (KLH) - 3,0 mL (Volume final de reagéo)
X - 1mL
X =300pg conjugado/mL
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A partir desta concentragao final (300ug conjugado/mL), foram realizadas uma
série de imunizagbes de quatro doses em 5 camundongos via sub-cutanea dorsal
(grupo G8).

5.3.2 Via glutaraldeido
5.3.2.1 Ao KLH

Visto que o KLH é uma proteina altamente imunogénica, tanto a toxina MCLR
purificada do meio de cultura BG11 quanto a toxina comercial (padréo Sigma®, EUA)
foram conjugadas ao KLH utilizando duas vias, EDC e glutaraldeido.

A conjugacdo pela via glutaraldeido envolveu uma reagéo entre a carbonila
terminal do glutaraldeido e a amina primaria do hapteno, formando um intermediario
diimina (base Schiff), que na presenca de cianoboroidreto e glicina, foi reduzido a
uma amina secundéria. Este glutaraldeido acoplado ainda pdde reagir com o
grupamento amina de outra molécula ou de outra base Schiff (Figura 39).

A solugéo de glutaraldeido foi preparada no momento do uso, pois quando
fora do prazo de validade ou o mau condicionamento deste reagente, pode levar a
sua polimerizagdo, promovendo a formagdo de conjugados indeterminados
(HERMANSON, 1996).

Glutaraldeido Base Schiff

%NHZ M —>§\ W /é

%\N/\/\/\N/‘%

H H
Amina secundaria

Figura 39. Modelo esquematico da conjugacdo MCLR-KLH via glutaraldeido
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Durante a reacdo de acoplamento da MCLR purificada por HPLC
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) ao KLH, apos adi¢do de glutaraldeido
observou-se inicialmente uma turvagéo da reagdo e, ao ser adicionada a glicina
ocorreu uma mudanga de cor, de amarelo para marrom (GULLICK, 1994).

A concentragdo final de conjugado foi baseada na quantidade de proteina
carreadora utilizada no experimento e no volume final de reagédo. Considerando-se
uma perda de 10% a partir de 1mg de KLH, a concentragédo inicial desta proteina

carreadora foi de 900ug. E por regra matemética de trés simples, tem-se que

900 pg (cBSA) - 0,960 mL (Volume final de reagéo)
X - 1mL
X = 937ug conjugado/mL

A partir desta concentragdo final (937ug conjugado/mL), realizou-se uma
imunizacdo de uma dose em 5 camundongos via sub-cutanea dorsal (grupos G8 e
G9).

Neste trabalho a via de conjugagcdo MBS, exemplificada no item 2.9 deste
trabalho, n&o foi utilizada, pois a toxina MCLR n&o apresenta grupamento tiol em
Sua estrutura.

Apesar de ndo ter sido analisado o indice de conjugagdo entre peptideo e
proteina carreadora (livre e/ou conjugado), onde o calculo de conjugacao foi
baseado somente no modelo matematico por regra de trés simples, ndo foi
observada uma presenca consideravel de toxina livre. Esta afirmagéo foi
fundamentada no fato de que, a imunizacdo dos camundongos com o conjugado
cationizado n&o resultou em 6bito dos animais.

A analise do soro de animais imunizados via subcutdnea foi realizada
paralelamente & padronizacdo de um método imunoenzimatico para deteccdo de
anticorpos 1gG anti-MCLR. O controle positivo comercial, anticorpo monoclonal anti-
MCLR (MC10E7 - Alexis®, BioAgency, Brasil) foi utilizado como controle de adsorg&o
da toxina microcistina a placa de ELISA (APENDICE llI).

Na sequencia grupos de animais foram imunizados com MCLR-mcKLH e,

placas de ELISA foram sensibilizadas com MCLR-cBSA.
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Antes de cada imunizacdo foi realizada sangria pelo plexo oftalmico e a
producdo de anticorpos de classe 1gG foi avaliada através da técnica ELISA indireto

padronizada para verificar a resposta do camundongo frente ao antigeno.

5.4 Andlise da padronizagdo de um meétodo de imunoensaio para avaliagdo da
producdo de anticorpos IgG por ELISA indireto “Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay”
5.4.1 ELISA indireto

Os ensaios de padronizagédo de imunoensaio foram realizados paralelamente
as imunizacoes.

O resultado do controle positivo do kit comercial Abraxis®, EUA, apresentou
uma leitura de absorbéncia de 0,938 (8,3 vezes maior que o controle negativo do
kit), confirmando que a MCLR, mesmo sendo um hapteno, € bem adsorvida em uma
superficie inerte.

Dentre as variantes analisadas na padronizagdo do ensaio imunoenzimatico

0s seguintes resultados foram obtidos:

(i) Apesar da maior diferenca de leitura de absorbancia entre os soros de tempo 50
dias (Tso) e tempo zero (To) ter sido observada quando a placa de ELISA foi
sensibilizada com 1,5ug MCLR-cBSA/poco, a concentragdo de 0,5ug MCLR-
cBSA/poco foi escolhida para sensibilizar a placa de ELISA. A diferenca de leitura
entre essas duas concentragfes ndo foi muito significativa. Além disso, antigenos

para realizagdo de ensaios posteriores seriam economizados (Tabela 14).
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Tabela 14. Diferenca de absorbéncia entre os soros nos tempos Tso € Ty, €m pogos
sensibilizados com diferentes concentracdes de Microcistina-LR conjugada ao cBSA (0,25,
0,5 e 1,5ug MCLR-cBSA/poco)

Conc.
MCLR- 0,25 ug 0,5 ug 1,5 ug
cBSA/poco
Poco B To Tso B To Tso B To Tso
Abs. 0,040 0,113 | 1,651 | 0,048 | 0,101 | 2,199 | 0,051 | 0,105 | 2,297
Tso— To 1,035 2,098 2,192

(i) O fato da placa Corning® high binding (EUA), como o préprio nome ja diz ser de
alta ligagéo, propiciou que o complexo MCLR-cBSA fosse melhor adsorvido a placa,
diminuindo a possibilidade de ser removido durante as lavagens. Os outros modelos
apresentaram uma reatividade menor, com formacdo de “reacdo de fundo”. Os
pocos sensibilizados somente com tampéo carbonato/bicarbonato 0,5M pH 9,6, ndo
apresentaram leitura, o que era esperado devido a auséncia do antigeno. Porém
esta andlise foi realizada para que pudesse ser excluida a hipétese de alta afinidade
de ligagdo dos anticorpos de classe IgG presente na amostra pela placa e, ao
mesmo tempo pudesse ser confirmada a sua alta especificidade somente pelo
peptideo.

O teste de enzimaimunoensaio detecta quantidades extremamente pequenas
de antigenos ou de anticorpos, podendo ter elevada preciséo, se os reagentes e 0s
parametros do ensaio forem bem padronizados. Com relacéo a fase solida, algumas
propriedades podem variar de acordo com a composi¢cdo. As interagcdes nao-
covalentes entre o peptideo e a placa dependem do plastico utilizado. Dos materiais
plasticos disponiveis para essa finalidade, o polivinil € o que tem maior capacidade
de ligacdo n&o-covalente ao peptideo. O polipropileno tem baixa capacidade de
ligagéo, sendo raramente utilizado, apesar disto ela € adequada para outros tipos de
ensaio.

Um fato importante considerado foi que, a proteina carreadora utilizada na
etapa de sensibilizagdo foi diferente da proteina carreadora utilizada durante a
imunizacdo dos animais (camundongos e coelho). Esta andlise evitou a obtencg&o de
uma resposta imune inespecifica (reagdo cruzada) frente & toxina de interesse.
Portanto, isso justifica a sensibilizagéo da placa no ensaio ELISA indireto utilizando o

peptideo conjugado.
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(i) A temperatura padronizada para sensibilizacdo foi de 37°C por duas horas,
seguida de uma incubagé&o overnight a 4°C. Ao ser realizada a segunda incubagéao a
temperatura ambiente (ao invés de 4°C), observou-se uma queda na absorbancia. O
fato da toxina em estudo ser termoinstavel (MSAGATI et al., 2006), faz com que ela
perca parcialmente sua conformagdo padrdo, modificando o epitopo a ser

reconhecido pelo anticorpo anti-MCLR, resultando em uma baixa leitura.

(iv) Sob o ponto de vista tedrico, a proteina carreadora cBSA, previamente ligada a
MCLR (epitopo livre da reacdo), se ligou aos sitios reativos da placa, mas néo a
todos. Para minimizar os sitios reativos livres, o bloqueio da reacgéo foi realizado com
uma solucdo altamente protéica inerte. A solugcdo de bloqueio selecionada na
padronizacéo foi caseina 2,5%, pois dentre todos os outros reagentes, este foi o que
apresentou menor coloracdo inespecifica entre soros nos tempos Tso € To. A Tabela
15 apresenta os resultados referentes a diferenca de leitura entre pogos

sensibilizados com e sem MCLR-cBSA.

Tabela 15. Absorbancia dos soros de em Tso € To, em pocos sensibilizados ou ndo com
toxina conjugada (MCLR-cBSA), frente a diversos reagentes de bloqueio.

Reagente de Bloqueio
Poco Gelatina 1% Gelatina 2% Leite 5% Caseina 2,5%
Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem
Ag Ag Ag Ag Ag Ag Ag Ag
Branco 0,208 | 0,182 | 0,111 | 0,100 | 0,278 | 0,217 | 0,049 | 0,047
Tso 1,815 | 0,814 | 1,420 | 0,812 | 1,043 | 0,541 | 2,085 | 0,189
To 0,419 | 0,349 | 0,516 | 0,516 | 0,339 | 0,306 | 0,154 | 0,148
(c/ Ag) Tso- To 1,396 0,904 0,704 1,931
oA S 1,001 0,608 0,502 1,896

O bloqueio com solugdo de caseina 2,5% foi o que apresentou maior
diferenca de leitura entre esses pogos sensibilizados ou ndo, bem como entre os
soros nos tempos Tso € To. O controle do conjugado (Branco) apresentou baixa
leitura (DO = 0,049 em 492nm) quando blogqueado com caseina 2,5%, o0 que
demonstra uma maior interferéncia tanto da gelatina quanto do leite na reacéo de
ELISA.

(v) Dentre os dois métodos realizados, método indireto (anticorpo marcado com

peroxidase) e o sistema avidina-biotina, o primeiro foi o que apresentou menor
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interferéncia no controle do conjugado (Branco da reagdo). Em outras palavras, o
sistema avidina-biotina reduziu a reprodutibilidade do controle do conjugado. Apesar
deste sistema amplificar a reacdo e tornar o ensaio mais sensivel, ele reduz a
especificidade do teste (ver item 5.4.2). E isso justifica a utilizagdo de um conjugado
anti-lgG de camundongo e/ou coelho marcado com peroxidase. Além disso, uma

etapa de incubagédo durante a reagéo foi eliminada.

(vi) Dentre os dois sistemas reveladores de reagdo, TMB e OPD, o ensaio utilizando
OPD foi o escolhido. Apesar do TMB nédo ser cancerigeno e ser mais sensivel, o
OPD é de mais facil preparo. O TMB pode “flocular” durante o preparo, acarretando

erros ou perda da reagao.

Quanto as lavagens foi utilizado o detergente n&do-ibnico Tween 20 a 0,5%.
Assim como o Tween, o acréscimo de proteina na solugdo diluente (caseina, leite
desnatado, albumina bovina, gelatina, soro fetal bovino, etc.), reduziu a adsorcao
ndo especifica de componentes da amostra na placa, pela dissociacdo das ligacdes
mais fracas.

Por fim, a melhor padroniza¢c&o do ensaio de ELISA indireto foi a que utilizou
a placa Corning® high binding (EUA), sensibilizada com 0,5ug MCLR-cBSA/poco,
bloqueada com caseina 2,5%, utilizando anticorpo anti-lgG marcado com
peroxidase, revelada com ODP e, lida em A = 492nm. A Figura 9 (item 2.12.1)

apresenta um esquema do ensaio de ELISA indireto padronizado.

5.4.2 “Teste de Oxidagdo” do OPD (controle de reacéo) frente a todos os

reagentes dareacédo de ELISA indireto no sistema avidina-biotina

Para esclarecer a causa da inespecificidade, varios controles de reacao foram
testados. Como segunda tentativa, a sensibilizagdo da placa com MCLR-cBSA foi
mantida e o sistema avidina-biotina foi substituido pelo conjugado anti-lgG marcado
com peroxidase, o que levou a um resultado conclusivo do melhor protocolo de
reacdo de ELISA indireto, com baixa reacdo de fundo e leitura reprodutivel dos
controles, o qual foi descrito no item 4.5.2 deste trabalho. Esses controles foram
realizados adicionando-se ao substrato, somente o componente da reagao cuja

especificidade se queria determinar, tais como (i) placa de polipropileno, (ii) tamp&o
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de sensibilizagéo (tamp&o carbonato bicarbonato pH 9,6), (iii) toxina MCLR isolada
ou conjugada a proteina carreadora cBSA, (iv) proteina carreadora cBSA isolada, (V)
toxina isolada e/ou conjugada na presenca do conjugado (anti-lgG camundongo
biotinilado diluido 1:5000) e streptavidina marcada com peroxidase (diluida 1:8000)
e (v) toxina isolada e/ou conjugada na presenca da streptavidina marcada com
peroxidase, sem o conjugado biotinilado. Apds adicdo do OPD ou conjugado mais
OPD, a auséncia da coloragdo comprovou que este componente néo interferiu na
oxidacdo do OPD e que, a presenca de coloragdo mostrou uma interferéncia junto
ao conjugado ou ao substrato.

A Figura 40 abaixo esquematiza os controles da reacgéo realizados.

Os testes realizados demonstraram que a coloragédo ocorria nos seguintes
controles:
(i) toxina conjugada ao cBSA na presenca do conjugado (anti-lgG camundongo
biotinilado) e streptavidina marcada com peroxidase e,
(i) toxina conjugada ao cBSA na presenga da streptavidina marcada com
peroxidase, sem o conjugado biotinilado.

Entretanto, a coloragdo néo foi observada quando a placa foi sensibilizada
somente com a toxina. Concluiu-se, portanto, que a coloracdo inespecifica era
oriunda da reacao entre BSA e a streptavidina.

Dessa forma, a utilizagédo do conjugado avidina-biotina foi abandonada.
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Componentes da Reacédo Esquemada Reacéao Componentes da Reacéao

Tampao carbonato -
bicarbonato pH 9,6
Tampao Carbonato +

Bicarbonato pH 9,6 + ODP W

Ausénciade Absorbancia

PlacaCorning+ ODP W77

Ausénciade Absorbancia

cBSA+ODP W

Ausénciade Absorbancia

A

Ausénciade Absorbancia

MCLR-cBSA+ ODP W

Ausénciade Absorbancia

MCLR + conjugado
anti-lgG mouse
biotinilado + OPD

MCLR-cBSA + conjugado

XK
anti-lgG mouse biotinilado
% + OPD

Auséncia de Absorbancia Auséncia de Absorbancia

2

Estreptavidina
peroxidase

+
B MCLR-cBSA + conjugado
anti-lgG mouse biotinilado +

estreptavidina-peroxidase +

% OPD

Auséncia de Absorbancia Absorbancia=1,784

Estreptavidina
peroxidase

MCLR + conjugado anti-IgG
mouse biotinilado +
estreptavidina-peroxidase +
OPD

it

Estreptavidina
Estreptavidina P

d peroxidase
MCLR + pe"’x' ase MCLR-cBSA +
estreptavidina- estreptavidina-
peroxidase + OPD W peroxidase + OPD
Auséncia de Absorbancia Absorbancia=1,936

Figura 40. Teste da Oxidacdo do OPD, como controle da reacéo, frente a todos os
reagentes do ensaio ELISA sistema Avidina-Biotina.
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ApoOs repadronizacdo do ensaio ELISA indireto, foi possivel reavaliar a
resposta dos camundongos imunizados com MCLR-mcKLH. Esses animais

apresentaram consideravel producéo de IgG em torno do 45° dia.

5.5 Anédlise da cinética da producéo de anticorpos IgG em animais imunizados

utilizando diferentes vias, antigenos e adjuvantes

Véarios métodos de conjugacdo da MCLR foram testados na tentativa de
induzir uma resposta imunoldgica contra a toxina, visto que esta ndo é imunogénica,
ou seja, sozinha ndo € capaz de induzir uma resposta imune, mas sim, acoplada a
uma proteina carreadora (SHENG et al., 2006).

Dentre todas as imunizagdes, a MCLR conjugada ao mcKLH, utilizando a
regido sub-cutanea dorsal e plantar como via de imunizagao, foi a que induziu uma
resposta imune detectavel pelo método de ELISA indireto padronizado.

Durante toda a execugdo do experimento, como a quantidade de toxina
sempre foi um fator limitante, as imuniza¢des e analises da producéo de IgG foram
realizadas por etapa, ou seja, por grupo de animais imunizados (Figura 41). Grupos
de animais que ndo apresentavam producéo de IgG detectavel pelo método ELISA
indireto padronizado foram sacrificados por deslocamento cervical. Vale lembrar que
animais imunizados com antigeno que continha BSA (cationizado ou n&o) na
emulsdo, para a etapa de sensibilizacdo da placa de ELISA foi utilizado MCLR-
mcKLH. Em contraposi¢do, animais imunizados com antigeno que continha KLH
(cationizado ou ndo) na emulséo, para a etapa de sensibilizacdo da placa de ELISA
foi utilizado MCLR-cBSA. Esta anadlise foi realizada a fim de detectar qualquer
reacdo cruzada ou inespecifica dos anticorpos IgG presente no soro com as

solucdes utilizadas para execugdo da reagao.
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Avaliagdo da Resposta Imune quanto a produgéo de anticorpos IgG frente a diferentes
conjugacdes de MCLR (diferentes antigenos) e vias de Imunizacdo

22 -
2,0 -
i Sensibilizacéo da Placa de ELISA
18 |-
| [ MCLR-cBSA ou MCLR-mcKLH
16 [ MCLR

X Il sem Ag

Absorbancia em 492 nm

Branco Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G10 Gl1
Grupo de animais imunizados

Figura 41. Avaliacdo da producéo de anticorpos IgG pelo método ELISA indireto utilizando
soro coletado de animais 50 dias ap6s a primeira imunizacao

Animais imunizados com a MCLR aderida a membrana de celulose (G1)
inicialmente via sub-dorsal e intra-peritoneal posteriormente, ndo apresentaram
producdo de IgG consideravel na reacdo de ELISA padronizada, apesar da
membrana de nitrocelulose ser um adjuvante. Além disso, ndo podemos confirmar a
real quantidade de MCLR foi adsorvida a membrana.

Animais imunizados com MCLR-Ltx (G2 e G3) (utilizando ACF e/ou Hidréxido
de Aluminio), MCLR-BSA-Ltx (G4), MCLR-BSA (Gb5), via sub-plantar também n&o
apresentaram producéo de IgG suficiente. Um fato importante observado foi que os
animais imunizados com a toxina conjugada a particula de latex, direta ou
indiretamente, apresentaram uma leitura da reacdo similar tanto em pogos
sensibilizados com antigeno quanto nos po¢os sem antigeno. Uma explicacdo para
esse fato poderia ser uma reatividade cruzada entre a particula de latex e o
poestireno. Portanto, este grupo de animais imunizados foi excluido. Como a ligacao

da toxina a particula de latex ainda ndo é muito estudada em peptideos, 0 processo
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ndo pode ser elucidado. Portanto, sabe-se que este tipo de conjugacdo néo foi
suficiente para induzir a uma resposta imune, seja pelo tamanho do peptideo, pela
afinidade de ligagdo ou mesmo, pelos poucos aminoécidos disponiveis para realizar
uma conjugacao de sucesso.

Animais imunizados com MCLR-Ltx (G6), via intra-peritoneal, também n&o
apresentaram producéo de IgG detectével.

Animais imunizados com MCLR-BSA (G7), via sub-dorsal ndo apresentaram
resposta imunolégica do tipo IgG contra a toxina MCLR. Todavia, mesmo no po¢o
sensibilizado somente com a toxina MCLR né&o foi observada leitura, ao contrario
dos animais imunizados com MCLR-BSA-Ltx, o qual foi observada leitura no pogo
sensibilizado com a toxina somente.

Animais imunizados, via sub-dorsal com MCLRpadré&o-KLH e MCLRbruta-KLH
(G8 e G9, respectivamente), via glutaraldeido, vieram a Obito duas horas apds
imunizacdo. Nao foram encontrados dados bibliograficos que justificassem esse fato.
Entretanto, para este tipo de conjugacéo utilizando peptideos ciclicos (componentes
toxicos), para que se tenha uma interacdo forte entre o peptideo e a proteina
carreadora, esta Ultima deve ser cationizado, obrigatoriamente. Provavelmente a
morte desses animais ocorreu pela agdo da toxina n&o conjugada ou rompida
durante o processo de conjugacgao, visto que no protocolo utilizado néo inclui uma
etapa de purificacdo e deteccgéao de toxinas livres.

Em contraposi¢do, animais imunizados com MCLR-mcKLH (G10) e MCLR-
cBSA (G11) via sub-plantar e dorsal apresentaram uma producgdo de anticorpos de
classe IgG detectavel pelo ensaio de ELISA indireto.

Um fato importante também foi observado nas andlises dos soros do grupo de
animais imunizados com MCLR-cBSA (G11). Este grupo apresentou uma relativa
producéo de IgG, utilizando placas sensibilizadas com a toxina MCLR-cBSA (o que
se justifica pela presenga do BSA tanto na imunizagdo quanto na sensibilizacdo da
placa de ELISA) e/ou MCLR somente. Quase nenhuma producdo de IgG foi
observada quando placas foram sensibilizadas com MCLR-mcKLH. Apesar da
proteina carreadora mcKLH ser um excelente imundgeno, a reatividade da MCLR
ficou baixa quando utilizamos MCLR-mcKLH como antigeno de sensibilizag&o.
Talvez, ao ser utilizada para sensibilizar a placa de ELISA, a proteina carreadora

KLH altera sua conformacé&o, na presenca do tampé&o carbonato-bicarbonato pH 9,6
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(tamp&o de sensibilizacdo), “inibindo” a expresséo da toxina como epitopo na placa,
impedindo que a mesma seja reconhecida pelo anticorpo presente na amostra.
Como a conjugacdo da MCLR ao cBSA e ao mcKLH foi realizada segundo
protocolo do kit Pierce® (Pierce Chemical Company®, EUA), foi possivel obter um
melhor controle (leitura de absorbancia/calculo da concentracdo de antigeno
conjugado) da reagdo de conjugagcdo, 0O que nao aconteceu com as outras
conjugacdes. Quando carregada positivamente, a proteina carreadora (cBSA ou
mcKLH) se ligara preferencialmente a regido negativa do peptideo. Logo, podemos
ter uma nocgdo de qual parte do hapteno sera apresentada para o sistema imune.
Além disso, a alta carga positiva do mcKLH aumenta o potencial imunogénico da
molécula. O KLH cationizado € uma proteina carreadora de alto peso molecular e
isso pode favorecer uma melhor indu¢do da resposta imune, que € um dos primeiros
passos para a producéo de anticorpos monoclonais e realizagdo da fuséo celular.
Dentre os diversos problemas enfrentados durante o experimento, um deles
foi referente & conjugacado propriamente dita. Uma vez que ndo podia ser julgada a
eficiéncia da reacdo de conjugacdo e, que os célculos das doses para posterior
imunizacdo eram baseados na concentracdo de proteina carreadora, um grande
tempo foi necessério até que se chegasse a uma dose imunogénica e, nédo letal.
Mesmo seguindo protocolos de kits e experiéncias de profissionais de outros
laboratérios, ndo foi encontrada na literatura uma metodologia padronizada que
avaliasse a eficiéncia da reagdo de conjugagdo, exceto a confirmagdo por
Espectrometria de Massas, equipamento especifico que analisa fragmentacéo de

proteinas, indisponivel em nosso laboratério.

5.6 Obtencédo de Anticorpos Monoclonais

Como foi explicado na Reviséo da Literatura deste trabalho, a utilizagéo de
anticorpos monoclonais com especificidade definida (reconhecem um epitopo
desejado) seria uma potente ferramenta e 6tima opgéo na deteccdo de microcistinas
produzidas pelas cianobactérias (PYO et al., 2005), visto que todos os anticorpos
produzidos pelo mesmo hibridoma descendente séo idénticos (HARLOW & LANE,
1988). Algumas das aplicagbes mais comuns dos hibridomas e de anticorpos
monoclonais incluem (i) identificagdo de marcadores fenotipicos para tipos celulares

individuais, (ii) imunodiagndstico em doencas infecciosas e sistémicas, (iii)
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diagnéstico e terapia de tumores, (iv) andlise funcional de moléculas da superficie
celular e das secretadas e, (v) purificagdo de proteinas ou peptideos através de
coluna (Sepharose 4B).

Uma vantagem Unica da producédo de hibridomas é que antigenos impuros
podem ser usados para produzir anticorpos especificos, ou seja, um pool de
antigenos pode ser utilizado na imunizacdo de camundongos e obtencdo de
anticorpos especificos que reconhecem um epitopo desejado. Essa mistura de
antigenos pode aumentar a imunogenicidade, funcionando como um adjuvante,
assim como a proteina carreadora acoplada ao peptideo.

A produgcdo de anticorpos monoclonais pode ser tanto por hibridizagéo
somética entre mieloma e linfocitos, gerando hibridomas, como por biologia
molecular.

A preferéncia em utilizar anticorpo monoclonal se justifica por se tratar de
imunoglobulinas com especificidade Unica, e como tal representa um excelente
instrumento na identificagdo de estruturas. Quando s&o utilizadas misturas de
diferentes anticorpos, muitas vezes a aplicagdo € limitada, devida a mdultipla
especificidade para diferentes epitopos antigénicos e heterogeneidade da resposta
imune humoral. O soro policlonal contém muitos tipos diferentes de anticorpos,
produzidos por vérios clones de linfécitos B (anticorpos policlonais), especificos para
diferentes antigenos, ou seja, para diversas variantes de microcistina, tais como
MCLR, MCLA, MCRR e MCYR.

Os anticorpos monoclonais possuem trés caracteristicas fundamentais, tais
como (i) especificidade de ligagao, (ii) homogeneidade e (iii) habilidade para ser
produzido em quantidades ilimitadas. Como ferramenta de diagndstico, os anticorpos
policlonais obtidos foram aplicados na pesquisa de toxinas liberadas por algas.

A avaliacdo comparativa da pesquisa de microcistina em &gua utilizando
paralelamente anticorpos mono e policlonal, tem mostrado uma maior sensibilidade
com o anticorpo monoclonal (PYO et al., 2004; SHENG et al., 2006), fazendo dessas
proteinas as de escolha no auxilio a pesquisa e estudos de triagem de microcistinas.

Assim como a reacao cruzada determinada por aminoacidos comuns entre as
toxinas algais (principalmente aquelas produzidas pela cepa Microcystis aeruginosa)
pode auxiliar na triagem, ela pode dificultar a liberag&o diferencial de resultados em

amostras contaminadas, principalmente na agua para consumo humano e animal.
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Levando em consideragéo esta gravidade e a dificuldade em obter a toxina
por extragdo algal ou em floragdes, foram produzidos 8 anticorpos monoclonais a
partir de 6rgéos linféides (linfonodos e bago) de camundongos Balb/c imunizados

com a toxina MCLR-mcKLH.

5.6.1 Escolha do animal para realiza¢céo da fuséo

A melhor resposta imunolégica foi obtida (maior producdo de anticorpos de
classe 1gG) pelos camundongos imunizados com MCLR-mcKLH, grupo G10.
Portanto, através do ensaio ELISA indireto padronizado avaliou-se a producéo e
especificidade de anticorpos IgG de cada camundongos Balb/c imunizado. Aquele
que apresentou maior indice de reconhecimento pela toxina foi o selecionado para

posterior “booster” e retirada dos 6rgaos linfoides.

5.6.2 Obtencdo de células linféides: Linfonodos Popliteos, Linfonodos

Abdominais e Bago

Uma semana antes da fuséo foi realizado um “booster” no camundongo que
apresentou melhor resposta imunoldgica, na mesma dose e via administrada
anteriormente. Este procedimento foi realizado na tentativa de “enfartar” os
linfonodos, j& que sdo de dificil visualizacdo quando ndo muito estimulados. Nos
linfonodos que drenam os sitios de administracdo do antigeno, a primeira alteracao
ocorre algumas horas depois da exposicdo ao antigeno. O fluxo sanguineo através
do linfonodo aumenta, permitindo que o maior numero de células T virgens tenha
acesso ao local onde se encontra o antigeno. Ao mesmo tempo tem-se uma
diminuic&o do efluxo de células no linfonodo, ou seja, ha uma retencdo de células
especificas ao antigeno no linfonodo. Essas altera¢des séo, provavelmente, devidas
a uma reacdo inflamatéria aos adjuvantes associados ao antigeno ou devidas as
citocinas inflamatérias produzidas em decorréncia da entrada do antigeno (ABBAS,
2000).

A Figura 42 apresenta as fotos dos 6rgéos linféides infartados que foram

retirados do camundongo no dia da realizagdo de uma das fusoes.
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Figura 42. Fotos de érgaos linféides de camundongo Balb/c retirados no dia da realizacao
da fusao (vista lateral direita). A) Linfonodo popliteo. B) Linfonodo Inguinal. C) Bacgo (ponta
da seta). (Fotos de Autoria propria)

5.6.3 Cultivo das Células de Mieloma

Alguns dias antes da fusdo, as células de mieloma foram descongeladas e
lavadas em meio RPMI" para que fosse removido o excesso de SFB e DMSO que é
toxico para a célula. A presenca de SFB no meio pode acarretar uma diminuicdo na
adesao celular (HARLOW & LANE, 1988). Vale lembrar que esta etapa foi muito
importante e teve que ser realizada com cuidado para que ndo houvesse nenhum

tipo de contaminagéo, principalmente por micoplasma.

5.6.4 Preparo do “Feeder Layer”

Apos fuséo celular as células foram distribuidas em placa de 96 cavidades
contendo “feeder layer”, que nada mais € do que um lavado peritoneal em meio
RPMI" contendo células secretoras de interleucinas e citocinas, como o0s
macrofagos, que estimulam o crescimento dos hibridomas. Nesta etapa de pos-
fusdo mediada pelo PEG as células estdo sensiveis pela fragilidade da membrana.
Este conceito foi baseado em conhecimentos ja previamente descritos. E sabido que
a hematopoiese (geracdo de células sanguineas) durante a vida fetal, ocorre
inicialmente no saco vitelino, figado, baco e medula éssea, respectivamente. A
proliferacdo e maturacdo das células precursoras na medula 6ssea sdo estimuladas
por citocinas, também chamadas de fatores estimulantes de colénias (FERNANDES
& ESPINDOLA, 2007). Por isso, ao invés de citocinas serem acrescidas ao meio de
cultura, as quais apresentam alto custo, o lavado peritoneal ou “feeder layer” foi

realizado como uma boa alternativa.
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5.6.5 Obtenc¢éo dos hibridomas (Fusé&o Celular)

Resumidamente, a técnica para obtengdo de anticorpo monoclonal baseou-se
no fato de que cada linfécito B isolado do animal previamente imunizado produz
anticorpo de especificidade Unica quando fusionadas com uma célula imortal, ndo
secretora de anticorpo como as células de mieloma SP20, um tipo de tumor de
linfocito B. Os hibridomas formados foram mantidos in vitro indefinitivamente e serdo
estaveis quanto a producdo de imunoglobulina com especificidade definida. Os
anticorpos produzidos por esses hibridomas sdo derivados de um anico clone e por
isso sdo chamados de anticorpos monoclonais.

A Figura 43 apresenta algumas fotos sequenciais de uma das fusbes
realizadas. Em A, observa-se a cavidade antes da fusdo contendo somente o
“feeder layer”, com destaque para alguns macréfagos espraiados. Em B, logo apos a
primeira semana da fus&o, essa cavidade ndo apresentou nenhum clone em
crescimento e, por isso, este pogo nao foi selecionado para realizagcdo de ensaio de
triagem (pesquisa de anticorpos anti-MCLR). Ao contrario, em C foi possivel
observar o desenvolvimento de alguns clones, que ap6s crescimento (D) até ocupar
mais ou menos 1/3 da cavidade (E) foram selecionados para realizagdo do ensaio

ELISA indireto padronizado.
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Campo FUSAO 1* sem
negativo
LB + SP20
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Figura 43. Fotos obtidas em diferentes periodos de fusdo entre células linféides retiradas de
camundongo imunizado com MCLR-mcKLH e célula de mieloma SP20. A) Feeder Layer
contendo alguns macrofagos. B) Campo negativo. C) Crescimento de “dois” clones apés a
12 semana. D) Expansao dos “dois” clones apos 22 semana. E) Crescimento dos clones
apos 3% semana. (Aumentos de 100X e 400X. Fotos de autoria propria)
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No total foram realizadas 8 fusbes, com formacdo de 1363 hibridomas. E
dentre estes hibridomas formados, somente 9 foram reativos para MCLR e o
restante (1354 hibridomas) foram n&o reativos para 0 mesmo peptideo. E dentre os
hibridomas positivos, 8 clones foram estaveis quanto a produgéo de anticorpo anti-
MCLR e somente 1 se mostrou instavel.

Todos os anticorpos monoclonais foram testados quanto a sua reatividade
(pelo ensaio ELISA indireto padronizado no item 4.5.2) frente & MCLR utilizada na
imunizagdo dos animais. Foi considerado como reativo o anticorpo monoclonal que
apresentasse absorbéancia = 0,500, e no minimo equivalente a 3x a absorbéancia do
controle negativo.

A Tabela 16 abaixo apresenta os clones produzidos anti-MCLR e a

reatividade dos anticorpos monoclonais por ELISA utilizando a toxina MCLR.

Tabela 16. Anticorpos monoclonais (AcMo) anti-MCLR obtidos, sua reatividade por ELISA e

seu isotipo.

AcMo obtidos Reatividade (ELISA) Isétipo
Clone 9 1,139 IgG1
Clone 10 0,911 IgG1
Clone 17 0,765 IgG1
Clone 48 1,181 IgG1
Clone 84 1,965 IgG2a
Clone 90 0,960 IgG1
Clone 161 0,900 lgG1
Clone 226 1,193 lgG1
Clone 232 1,804 IgG1

Analisando a Tabela 16, a partir de diferentes clones secretores de anticorpos
monoclonais para 0 mesmo antigeno (MCLR-mcKLH), foram obtidos isétipos
variados e com reatividade distinta. As absorbancias (amostras de meio de cultura)
variaram de 0,765 a 1,965, correspondentes aos clones 17 e 84. Além disso, um
clone (clone 84) apresentou is6tipo diferente entre os demais.

Todos os hibridos positivos no ensaio por ELISA indireto foram selecionados

para realizagdo da clonagem.
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5.6.6 Clonagem dos hibridomas pela técnica de dilui¢&o limitante

A metodologia diluicdo limitante utilizada para efetuar a clonagem garante a
monoclonalidade dos hibridomas, pois muitas cavidades positivas podem apresentar
diversos clones originados de células diferentes, secretando anticorpos em
diferentes estagios (AZMI et al., 1994). Por isso, clonagens dos hibridomas foram
realizadas para separar individualmente cada célula.

A clonagem foi feita no minimo duas vezes para aumentar a probabilidade de
que os hibridomas obtidos originaram de um Unico clone. Ressaltamos que, frente a
qualquer erro técnico durante a clonagem, foi realizada nova re-clonagem, ou seja,
um cuidado especial foi dado no momento de expanséo celular entre os clones ko, ki
e k. Uma contaminacdo entre essas diferentes etapas de clonagem ou entre
diferentes clones pode nos conduzir a um resultado erréneo.

Na diluicdo limitante, ap6s a distribuicdo das células em placas contendo 96
pocos, foi feito um acompanhamento para verificar quantos pogos apresentaram
apenas um clone. Sendo assim, em cada placa foram contadas e marcadas as
cavidades com clones. Com base na andlise estatistica descrita por COLLER &
COLLER (1983), foi demonstrado que, se 37% dos pogos ndo apresentarem
crescimento celular apds a 1% clonagem, e se apés a 2% clonagem obtivermos menos
de 32% dos pogos sem crescimento, pode-se considerar que houve 94% de
possibilidade de ter ocorrido clonagem. E, segundo esse mesmo pesquisador, se
mais que 94% dos pocos ndo apresentarem crescimento celular apés a clonagem,
pode-se assegurar ter ocorrido clonagem adequada com 99% de probabilidade.

Quando os pogos contados apresentaram clones que cresceram atingindo 1/3
da cavidade, os mesmos foram testados quanto a reatividade por ELISA indireto
padronizado. A cavidade correspondente a maior absorbancia (ki) foi selecionado
para ser reclonado (kz), e assim sucessivamente.

Eficientes clonagens tém sido observadas na presenca de “feeder layer”, o
qual fornece fatores de crescimento apropriados a proliferagdo celular (BAZIN &
LEMIEUX, 1987; KOLBERG & SLETTEN, 1996). Usualmente ao iniciar o0 processo
de clonagem, ocorre uma dificuldade de crescimento celular pela baixa densidade
de células existentes durante o processo de diluicdo. E por isso, a clonagem foi

realizada na presenca de “feeder layer”, usando células obtidas de lavado peritoneal
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de camundongos (como especificado no item 4.6.3) para evitar a inibicdo de

crescimento celular.
5.6.7 Expanséao dos hibridomas clonados

De forma geral, quando a concentragdo ultrapassou 10° células/mL, os
hibridomas foram expandidos com meio fresco para um frasco maior (duplicado), ou
seja, as células foram expandidas na seguinte seqiéncia: placa de 96 cavidades,
placa de 24 cavidades, garrafa de 25mm?, garrafa de 75mm?, respectivamente. As
células raramente precisaram ser contadas em camara de Neubauer, e o tempo
correto para expandir essas células foi determinado ao microscopio. Um dos itens
avaliados microscopicamente (aumento de 400X) foi a integridade da parede celular,
qgue nao pode estar granulada, mas sim lisa.

Quando as células foram expandidas de placas para garrafas até atingir uma
concentracdo ideal de congelamento, ensaios por ELISA em paralelo foram
realizados para avaliar a continua producdo de anticorpos pelos hibridomas

formados.

5.6.8 Congelamento dos hibridomas e células de mieloma

Quando as células chegaram a escala logaritmica de crescimento apos
expansdo em garrafas de cultura (na ordem de 10" células/mL) elas foram
submetidas ao congelamento a -80 e depois a -185°C. A solu¢do de congelamento
foi composta de uma solugdo contendo nutrientes apropriados, como o SFB e um
reagente crioprotetor, como o DMSO (HARLOW & LANE, 1988).

ApOs a expansdo celular, os hibridomas foram congelados para fins de
armazenamento. A eficiéncia do processo de congelamento foi avaliada através da

viabilidade celular ap6s o descongelamento.
5.6.9 Descongelamento dos hibridomas
O descongelamento das células foi feito na ordem inversa, ou seja, de -185

para -80°C. A seguir foi submetida a temperatura de 37°C e em seguida, lavada em

meio RPMI", para a retirada do reagente crioprotetor DMSO, que € altamente toxico
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para célula. Um dia apds o descongelamento celular observamos um grande namero
de células mortas, em funcdo do sofrimento celular, principalmente pela fragilidade
da membrana, mas essa morte celular foi esperada. Por isso, varios lotes de cada
clone, inclusive de cada clonagem, foram realizados em diferentes datas, para
garantir todo o estoque.

Esta etapa de congelamento/descongelamento do clone secretor de anticorpo
anti-MCLR foi muito importante por dois motivos. Um deles foi o de ter o clone
congelado para que pudéssemos utilizad-lo mais tarde (imortalidade do clone) e, o
outro, para avaliar a estabilidade do clone. Mesmo depois de descongelado o
hibridoma foi capaz de manter a secre¢do da imunoglobulina de interesse estavel.

Essa estabilidade celular foi avaliada em duas etapas: (i) quando expandimos
o hibridoma e (ii) quando o descongelamos. O clone foi considerado estavel porque
ele manteve a producdo de anticorpo mesmo quando submetido ao stress
(expansao e congelamento/descongelamento). Neste experimento varios ensaios de
ELISA foram realizados até confirmarmos que os clones secretores de anticorpos
monoclonais obtidos eram estaveis. Dos 9 clones obtidos ao final de todo o
processo, 8 se mostraram estaveis, pois mantiveram a mesma absorbancia

(produgéo de anticorpos) medida no ensaio imunoenzimatico padronizado.

5.6.10 Isotipagem dos anticorpos monoclonais obtidos

Este ensaio de ELISA competicdo (Kit Sigma®, EUA) foi realizado a fim de
isotipar o anticorpo monoclonal produzido por cada clone. Neste ensaio a fase soélida
foi sensibilizada com anticorpo anti-lgG especifico para cada subclasse. Os
sobrenadantes contendo os anticorpos foram incubados, ocorrendo a captura de IgG
de isoétipo especifico. A seguir incubou-se o conjugado anti-lgG Fab especifico de
camundongo marcado com peroxidase e, apds revelacdo com substrato especifico,
a reagéo foi lida em comprimento de onda 492nm (Figura 44). Os resultados foram

mostrados na Tabela 16.
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Conjugado anti-lgG de *
camundongo Fab especifico % s
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Ac anti-isétipo
especifico

ST

Figura 44. Esquema do ensaio de ELISA captura (segundo kit Sigma®) para pesquisa do
isétipo de IgG especifico de cada clone obtido

A isotipagem de cada clone secretor de anticorpo monoclonal anti-MCLR foi
importante, pois as cadeias pesadas determinam a classe ou is6tipo das
imunoglobulinas e s@o responsaveis pelas fungdes efetoras dos anticorpos 1gG,
como a ligacdo com diferentes receptores de superficie celular, podendo estar
relacionadas & opsonizacgéo, ativagdo do complemento, citotoxicidade, etc.

A reatividade desses anticorpos (item 5.6.13) produzidos por diferentes clones
frente as variantes de microcistinas, tais como MCRR, MCLR, MCYR e MCLA, foram
estudadas apos expansdo dos hibridomas em ascite, com respectiva purificacéo e

quantificagao dos anticorpos (5.6.12).

5.6.11 Analise dos clones submetidos ao tratamento com antibiético

Quando ocorre uma contaminagdo por micoplasma, em alguns casos a
producéo de anticorpos se torna inconstante. Isto ocorre porque este tipo especial
de bactéria intracelular pode se inserir na regiao génica responsavel pela producéo
de anticorpos, tornando-a variavel e inviabilizando a utilizagdo do clones em ensaios
futuros.

Como apresentado no ANEXO IV cinco clones secretores de anticorpos
monoclonais anti-MCLR foram analisados quanto & presenca de micoplasma nas
células. Dois tipos de ensaios foram realizados, tanto uma triagem em meios de

cultura (SP4) liquido e sélido, quanto ensaios por biologia molecular (PCR). O ensaio
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por PCR identifica diferentes géneros dentro da classe Mollicutes, através do uso de
primer genérico.

Todos os resultados foram negativos para ambos 0S ensaios e iSso nos
garantiu que os clones, livres de micoplasma, sdo estaveis quanto a producdo de
anticorpos. Além disso, esta etapa € um dos pontos de analise para patentear clones
secretores de anticorpos monoclonais. A presenga deste contaminante anularia uma
solicitacéo.

Logo apls o tratamento celular, um ensaio por ELISA indireto, conforme
descrito no item 4.5.2, foi realizado. Todos os clones apresentaram reatividade
semelhante antes e apds o tratamento, como mostra a Tabela 17 abaixo. Isto nos

confirma que ndo houve alteragdo quanto a producéo de anticorpos pelos clones.

Tabela 17. Reatividade dos anticorpos antes e apds tratamento com antibiéticos

Clone Antes tratamento | Apdés tratamento
K29 0,924 1,141

Ksl7 0,697 0,765

K248 1,237 1,120

K284 1,947 1,965

K2232 1,621 1,462

5.6.12 Anélise do rendimento dos anticorpos monoclonais obtidos por

expanséao dos hibridomas em ascite
Os camundongos Balb/c apresentaram volume ascitico consideravel e, ap0s
purificacdo em coluna de proteina-A, os anticorpos monoclonais foram quantificados

em espectrofotdmetro (280nm), como mostra a Tabela 18.

Tabela 18. Volume de liquido ascitico e concentragdo de anticorpo de cada clone

Clone Volume (mL) | Concentragdo (mg/mL)
K29 12,5 2,3

K317 24 2,0

K248 25,5 1,6

K284 24 1,8

K2232 29 3,6

A partir destes resultados preliminares observamos que o clone k»232 foi o
clone com maior capacidade de producdo de anticorpos anti-MCLR, ou seja, foi 0

clone que apresentou maior rendimento em mg/mL. Apesar dos outros clones terem
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apresentado um comportamento de produgdo de anticorpo semelhante, o ideal é
analisarmos a reatividade de cada hibridoma frente as quatro variantes de

microcistina.

5.6.13 Reatividade dos anticorpos monoclonais

Na realidade todos os clones foram semelhantes entre si, ou seja, todos eles
poderiam ser utilizados em experimentos futuros. As curvas dose-resposta também
apresentaram perfis semelhantes.

Para este ensaio utilizamos o tampéao salina-borato pH 8,5 como diluente de
amostra, pois foi o diluente que ndo apresentou interferéncia entre a ligagdo do
anticorpo presente na amostra e o antigeno adsorvido a placa. Todos os controles
(semelhante ao realizado no item 5.4.2) de reacdo asseguraram alta especificidade
dos ensaios realizados, ndo mostrando nenhuma ligagéo inespecifica.

Como mostram as Figura 45 e 46, o clone 17 (ks17) foi considerado o melhor
clone, pois foi o que apresentou melhor resposta a variagdo na diluicdo seriada do
anticorpo. A curva referente a este clone apresentou uma queda linear ao longo de
sua diluicdo frente as quatro microcistinas analisadas. Para cada ponto de dilui¢cdo, o
anticorpo reconheceu com muita semelhanga cada variante. Em outras palavras,
este anticorpo reconheceu de forma homogénea as quatro variantes de microcistina
mais comumente encontradas no ambiente aquatico.

O clone 48 (k248) apresentou comportamento semelhante ao clone anterior,
com excegdo da variante MCYR, onde se observou uma queda acentuada apos a
primeira diluicdo. Apesar da curva ter se mostrado linear ao longo das diluicdes
seriadas dos anticorpos, no geral a reatividade foi menos intensa quando comparada
aos outros clones. Apesar da concentragdo protéica do clone 48 ter sido inferior ao
clone 17, a diferenga de reatividade entre os dois clones nas diferentes diluigdes foi

bastante acentuada.
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Figura 45. Curva de titulacéo dos anticorpos monoclonais anti-MCLR, secretados pelos
clones k317 (200ug/100pL) e k,48 (160ug/100uL), frente as variantes microcistina. Ensaio
realizado por ELISA indireto. Diluicdo seriada de 1:1 até 1:256.

O comportamento do clone (k»,84) apresentado na Figura 46 foi semelhante
ao clone 17 (ksl7), por isso foi considerado um excelente clone. O que inviabiliza
sua aplicacdo em um ensaio imunoenzimatico foi o fato de sua isotipagem pertencer
a classe 1gG2a, pois anticorpos deste is6tipo apresentam atividade bioldgica restrita.

O clone 232 (k,232) também foi considerado um bom clone, mostrando-se
linear ao longo das diluicbes seriadas. Este clone foi 0 que apresentou maior
capacidade de producéo de anticorpo, ou seja, apresentou maior rendimento, que é
uma caracteristica consideravel em sua aplicagdo em kits de imunoensaio.

A reatividade dos clones 17 e 232 nas diferentes diluicbes seriadas foram
bastante semelhantes, apesar da concentragéo protéica do clone 232 (180ug/100pL)
ser préxima ao dobro do observado no clone 17 (100ug/100uL). Como os dois
clones apresentaram alto grau de pureza (Figuras 47 e 48) uma possivel explicacao
para tal ocorréncia seria a da maior reatividade imunologica dos anticorpos

monoclonais secretados pelo clone 17 ao antigeno.
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Figura 46. Curva de titulacéo dos anticorpos monoclonais anti-MCLR, secretados pelos
clones k384 (180ug/100pL) e k;232 (360ug/100puL), frente as variantes microcistina. Ensaio
realizado por ELISA indireto. Diluicdo seriada de 1:1 até 1:256.

A partir destes resultados e analises, ensaios futuros poderdo ser realizados
utilizando tanto o anticorpo secretado pelo clone 17 (k3l7) como pelo clone 232
(k2232), pois foram clones que apresentaram reatividade e estabilidade semelhantes
frente ao antigeno analisado MCLR. Entre esses ensaios futuros encontram-se (i) a
padronizacdo de um ensaio ELISA competi¢do utilizando o anticorpo monoclonal
secretado e, (ii) imunolocalizagdo da toxina na célula algal. Um perfil comparativo
(sensibilidade, especificidade, reatividade, etc.) entre os ensaios de ELISA
competicdo utilizando anticorpos monoclonal e policlonal anti-MCLR também
poderéo ser avaliados.

Para assegurar que nao houve perda e que a integridade dos anticorpos
monoclonais secretados pelos clones foi mantida, uma anélise em Gel SDS-PAGE
foi realizada. Vale ressaltar que o grau de pureza destes anticorpos € muito
importante para avaliar o indice de conjugacdo do anticorpo a outra particula

protéica.
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5.6.14 Caracterizagao dos anticorpos purificados por SDS-PAGE

A utilizacdo de anticorpo marcado pode ser muito Util, principalmente quando
se trabalha com deteccdo de peptideos. Mas para que seja realizado este
procedimento, o anticorpo deve estar puro, para que (i) sejam reduzidos os
interferentes da conjugacdo e para que (i) possam ser realizadas anélises
confirmatérias da conjugacdo por Espectrofotometria de Massas. Sendo assim,
avaliamos o grau de pureza dos anticorpos e, se 0S mesmos sdo estaveis frente ao
agente redutor DTT (ditiotreitol). Através destas analises podemos afirmar que,
mesmo passando por diferentes etapas de tratamento com agentes redutores, 0s
anticorpos séo capazes de se manter integros.

Para realizacdo deste ensaio quatro clones foram analisados, k317, k248, k.84
e k,232. E importante ressaltar que as proteinas migram no gel de acordo com a
massa molecular aparente e carga, proprios de cada molécula.

Antes de realizarmos as analises dos perfis eletroforéticos da molécula de
imonoglobulina de classe IgG, observamos os principais pontos de quebra no
anticorpo (LIU et al., 2007) frente ao agente redutor DTT, o qual quebra pontes
dissulfeto (S-S).

Proteinas na presenca da substancia redutora DTT foram aplicadas no gel.
Nessas condi¢Bes, as substancias redutoras rompem as pontes dissulfidicas das
proteinas (anticorpos) como esquematizadas na Figura 48, desnaturando-as ou
dissociando-as em subunidades individuais, enquanto que o SDS liga-se ao longo
das cadeias polipeptidicas reduzidas. Quando um campo elétrico € aplicado, as
subunidades de anticorpos que se encontram carregadas negativamente migram do
gel de empilhamento para o gel se separagdo, formando uma zona nitida. Desta
maneira, como as subunidades de proteinas tém igual propor¢do entre carga e
massa, elas atravessam as porosidades do gel de acrilamida de acordo com o seu
tamanho molecular.

De acordo com a Figura 47 temos 0 seguinte esquema:

A) Padréo de alto peso molecular (130 a 15 kDa)
C) Clone 17 sem agente redutor
D) Clone 48 sem agente redutor
E) Clone 84 sem agente redutor

F) Clone 232 sem agente redutor
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Figura 47. Scan do Gel SDS-PAGE (5 a 15%) dos anticorpos monoclonais corados pelo
coomassie blue sem agente redutor. Foram aplicados 1ug/mm (6 ug/poco). Perfil
eletroforético do padrao de massa molecular (A) e dos clones k317 (B), k248 (C), k284 (D) e
k,232 (E) sem agente redutor.

A partir deste perfil eletroforético (Figura 47) concluimos que os clones 17,
48, 84 e 232 (pogos B a E) encontram-se integros, ou seja, apresentam perfil
eletroforético em 150kDa.

Outro ponto a ser observado foi uma discreta diferenga no perfil eletroforético
do clone 84 (poco D) com relacdo aos outros clones, devido ao fato de seu is6tipo
pertencer a subclasse IgG2a, e ndo IgGl como aos dos outros anticorpos. Esta
diferenca talvez tenha sido decorrente da mudanca de carga distribuida (pl) neste
tipo de molécula e da posi¢éo das pontes dissulfeto nela distribuidas.

Ainda assim, para observarmos a fragmentacao do anticorpo, realizamos uma
reducao frente ao DTT 60mM.

A Figura 48 apresenta um scan do Gel 2, onde temos que:

A) Padréo de alto peso molecular (220 a 14,4 kDa)
B) Padréo de alto peso molecular (220 a 15 kDa)
C) Clone 17 tratado com agente redutor DTT

D) Clone 48 tratado com agente redutor DTT

E) Clone 84 tratado com agente redutor DTT

F) Clone 232 tratado com agente redutor DTT
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A partir deste perfil eletroforético trés bandas foram identificadas, tais como
75kDa (massa molecular aparente da molécula reduzida ao meio, ou seja, uma

cadeia pesada e uma cadeia leve), 50kDa (cadeia pesada) e 25kDa (cadeia leve).

A B ¢ D E F

Figura 48. Scan do Gel SDS-PAGE (5 a 20%) dos anticorpos monoclonais corados pelo
coomassie blue e tratados com agente redutor. Foram aplicados 1ug/mm (6 pg/poco). Perfil
eletroforético dos padrées de massa molecular (A e B) e dos clones k317 (C), k248 (D), k.84

(E) e ko232 (F) com agente redutor DTT.

Portanto, vimos que, os anticorpos secretados pelos clones 17, 48, 84 e 232
apresentaram uma fragmentacdo de acordo com o esperado, bem como um alto
grau de pureza. Os anticorpos secretados pelos seus respectivos clones foram
considerados estruturalmente estaveis, ou seja, mantiveram a sua integridade
molecular mesmo apds submissao a varios processos de purificacdo e estres.

Levando em consideragdo diversos fatores tais como, (i) maior quantidade de
anticorpo secretado pelo clone, (ii) linearidade da curva nos ensaios dose-resposta
e, (iii) estabilidade molecular do anticorpo frente as diferentes condi¢cdes de
purificagéo, escolheu-se o anticorpo secretado pelo clone 17 (ks17) ou pelo clone
232 (k2232) para ser utilizado na padronizagdo de um ensaio por ELISA competi¢céo

futuramente.
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5.7 Obtencéo de Anticorpo Policlonal

O antigeno utilizado na imunizacdo do coelho (MCLR-mcKLH) corresponde a
uma proteina ligada a varios peptideos. Quando este antigeno foi reconhecido pelo
sistema imune do animal, os anticorpos policlonais produzidos reconheceram o0s
peptideos e as diferentes regides da proteina carreadora. Os peptideos podem estar
expressos de diferentes maneiras, pois a microcistina foi ligada a superficie da

proteina carreadora de forma aleatoria (Figura 49).

/

Figura 49. Esquema da distribuicdo aleatéria da microcistina-LR na superficie da proteina
carreadora mcKLH.

Esse antigeno multivalente possui mdltiplos determinantes antigénicos
idénticos na mesma molécula. A estrutura espacial, a hidrofobicidade, a distribuicao
de cargas, entre outros fatores, podem influenciar na afinidade, facilitando ou
reduzindo a quantidade de complexos formados. E em decorréncia desta distribuicdo
aleatéria esquematizada na Figura 49, o conjugado MCLR-mcKLH péde induzir &
formagado de diferentes anticorpos com diferentes especificidades, dependendo da

regido mais ou menos imunogénica exposta ao sistema imune do coelho.

5.7.1 Avaliagdo da producéo e especificidade de anticorpos IgG em coelho, por

ELISA indireto padronizado

Através do ensaio por ELISA indireto padronizado no item 5.7.1 realizou-se a

cinética de produgéo de anticorpos IgG no soro do coelho (n&o purificado e diluido
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1:200) imunizado com MCLR-mcKLH, utilizando dois tipos de sensibilizacdo da
placa, s6 o peptideo MCLR e o peptideo conjugado MCLR-cBSA (Figura 50)

Como pode ser observado, o anticorpo policlonal (soro ndo purificado) obtido
reconheceu a toxina MCLR tanto isolada quanto conjugada a proteina carreadora
fixados & placa. Porém, o soro ndo purificado reconheceu com uma maior
reatividade o antigeno conjugado (maior absorbancia) adsorvido a placa,
provavelmente devido a melhor exposicdo e acessibilidade do antigeno ao anticorpo

presente no soro do coelho imunizado.

Cinética da producéo de anticorpos IgG em coelho imunizado
com 4 doses do antigeno MCLR-mcKLH por ELISA Indireto frente

30 a dois antigenos de sensibilizagao
i °
o« — o————F8
25
20 Antigeno de Sensibilizagdo
E“ —e— MCLR-CBSA
S L —e— MCLR
<
15} e
©
[&]
= L
«O
2
210
<
| ]
0,5 |
< e
0,0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J
0 10 20 30 40 50 60 70

Tempo (em dias) de coleta de sangue. Branco = 0,043

Figura 50. Cinética da producéo de anticorpos IgG em coelho imunizado com MCLR-
mcKLH por ELISA indireto frente a dois antigenos de sensibilizacao

5.7.2 Purificacdo de soro de coelho imunizado com MCLR-mcKLH

(Precipitacdo em Sulfato de Amaénio)

Apo6s confirmacdo da producdo de anticorpos policlonais em coelho, foi

realizada a sangria total do animal por pun¢éo cardiaca (20 dias apés a ultima dose).
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Foi obtido anticorpo policlonal ant-MCLR com bom rendimento. Apds
purificacdo de 304mL de soro de coelho imunizado com MCLR-mcKLH, obtivemos

40mL de anticorpo policlonal, em uma concentrac¢éo final de 10mg/mL.
5.7.3 Curva de titulagéo do anticorpo policlonal anti-MCLR

Na Figura 51 estédo os resultados do ELISA indireto, como descrito no item
5.7.1, com o anticorpo policlonal anti-MCLR-mcKLH purificado, em diferentes
diluicbes (diluicdo seriada 1:200 a 1:819200), frente aos diversos antigenos MCLR-
cBSA, MCLR e cBSA (0,5ug/poco) de sensibilizagédo da placa de ELISA Corning®
high binding (EUA).

Reatividade do anticorpo policlonal anti-MCLR-mcKLH antes e ap6s
purificacéo frente a diferentes antigenos de sensibilizacéo
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2,0 - . v e ™ ®m  MCLR-cBSA
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log da Diluigao do anticorpo policlonal anti-MCLR-mcKLH obtido. Branco = 0,045

Figura 51. Reatividade do anticorpo policlonal anti-MCLR-mcKLH antes e apds purificacdo
(10mg/mL) frente a diferentes antigenos de sensibilizacao

Com base na Figura 51 acima, foram escolhidas na parte linear da curva, as

diluicbes 1:6400 e 1:1600 do anticorpo policlonal, com placa sensibilizada com
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MCLR-cBSA e MCLR, respectivamente, os quais corresponderam a 50% da
absorbancia maxima observada.

Essas diluicbes foram escolhidas para que o anticorpo policlonal em estudo
fosse ensaiado por ELISA competicdo (competir diferentes concentragbes de MCLR
com o anticorpo policlonal nas diluigcbes definidas), na faixa de concentragdo em que
a curva dose-resposta apresentasse grande inclinagéo, ou seja, na regido em que
pouca variagdo na concentragdo de MCLR resultasse em grande aumento da

densidade Optica.

5.7.4 Avaliacao da reatividade do anticorpo policlonal anti-MCLR-mcKLH

Paralelamente, foi realizado um ensaio de reatividade do anticorpo policlonal
purificado frente as variantes de microcistina disponiveis em laboratério e
comercialmente, tais como MCRR, MCLR, MCYR e MCLA. A metodologia utilizada
foi a descrita no item 5.7.1, com modificagbes (i) na etapa de sensibilizagdo, onde
essas quatro variantes foram adsorvidas a placa e, (i) na diluicdo seriada do
anticorpo policlonal anti-MCLR-mcKLH, 1:100 (0,21mg/mL) a 1:12800 (0,78ug/mL).

Como a conjugacgdo da microcistina-LR a proteina carreadora mcKLH ocorre
entre o grupamento carboxilico do peptideo com o grupamento amino da proteina
carreadora, o0 aminoacido arginina do peptideo provavelmente ficou mais exposto ao
sistema imune do coelho, explicando o fato de uma maior reatividade do anticorpo
por esse aminoacido presente em outras microcistinas, principalmente pela
microcistina-RR, que apresenta duas argininas em sua estrutura. A MCLR apresenta
uma leucina e uma arginina, a MCYR apresenta uma tirosina e uma arginina,
enquanto que MCLA apresenta uma leucina e uma alanina. Contudo, esta Ultima
variante de microcistina foi a que apresentou menor reatividade pelo anticorpo
policlonal anti-MCLR-mcKLH, em decorréncia da auséncia de arginina em sua
estrutura (Figura 52).

Apesar da alta reatividade do anticorpo policlonal pela MCRR, a MCLR foi
utilizada como imunégeno devido ao alto custo da toxina MCRR e, em decorréncia

do baixo rendimento de extragio desta toxina.
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Absorbancias resultantes do ELISA Indireto, utilizando anticorpo policlonal
purificado anti-MCLR-mcKLH em diferentes dilui¢cdes frente as variantes de microcistina
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Figura 52. Absorbancias resultantes do ELISA indireto, utilizando anticorpo policlonal
purificado anti-MCLR-mcKLH em diferentes diluicdes frente as variantes de microcistina.
1/100 (0,1mg/mL) a 1/12800 (0,78ug/mL).

5.7.5 Padronizagéo do ensaio ELISA competicédo para detecgcdo e quantificagcéo
de microcistina e nodularina utilizando anticorpos policlonais anti-MCLR-

mcKLH obtido em coelho

Inicialmente, para elaboracdo do ensaio ELISA competicdo, foram
estabelecidos a concentracdo e qual antigeno de sensibilizacdo foi o mais ideal, e
qual seria a melhor diluicdo do anticorpo policlonal. Entretanto, para concluir os
dados necesséarios a padronizacdo deste teste, dados ja otimizados para o ELISA
indireto, complementaram as andlises. Em outras palavras, foi realizada uma
titulagdo em bloco com diferentes concentragcdes do antigeno adsorvido X diluicdes

do anticorpo policlonal anti-MCLR-mcKLH purificado.
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5.7.5.1 Titulagdo em bloco do antigeno de sensibilizacdo X diluicdo do

anticorpo policlonal anti-MCLR

Como pode ser observado na Figura 53 abaixo, o ensaio utilizando somente
a toxina MCLR para sensibilizar a placa de ELISA competicdo apresentou maior
reatividade, mesmo trabalhando com pequenas variagbes na concentracdo de
antigeno de sensibilizacdo. Como explicado em itens anteriores, o anticorpo
policlonal reconheceu tanto a toxina MCLR isolada quanto conjugada ao cBSA.

Também, com base na Figura 53, foram escolhidas na regido linear da curva,
as concentracdes de antigeno e diluicdes de anticorpo ideais para determinar uma

curva de calibragéo para quantificagcéo de MCLR (Tabela 19).

Absorbancias resultantes do ensaio ELISA Indireto. Titulagdo da Concentracéo
de Antigeno (MCLR sem conjugacdo e MCLR conjugada ao cBSA) X Dilui¢cdo do Anticorpo
Policlonal obtido em coelho imunizado com MCLR-mcKLH
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Figura 53. Absorbancias resultantes do ensaio ELISA indireto. Titulacdo da Concentragéo
de Antigeno (MCLR sem conjugacéo e MCLR conjugada ao cBSA) x Diluicao do Anticorpo
Policlonal obtido em coelho imunizado com MCLR-mcKLH
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Tabela 19. Determinacgédo da concentracdo 6tima de Antigeno de Sensibilizacdo x Diluicédo
otima do Anticorpo Policlonal anti-MCLR

Concentracéo de Antigeno Diluic&o do

de Sensibilizag&o (ug/pogo) | Anticorpo Policlonal

0,0625 ug MCLR-cBSA/pogo 1:2000
0,125 ug MCLR-cBSA/pogo 1:8000
0,50 uyg MCLR/pogo 1:200
1,0 yg MCLR/pogo 1:400

A partir destes resultados foram realizados outros ensaios por ELISA

competicdo, utilizando os dados definidos na Tabela 19 acima.

5.7.5.2 Curva de calibragcdo para MCLR para ensaios quantitativos para

determinacdo de MCLR

ApoOs definicho de qual antigeno de sensibilizagdo e concentragdo de
anticorpo policlonal ideais, o ponto em que foi observada uma competicdo foi
avaliado com mais énfase, através do ensaio ELISA competicdo definido.

Analisando a Figura 54, foram comparadas diferentes diluicdes do anticorpo
policlonal obtido (1:800 a 1:5000) frente as dilui¢gdes seriadas da toxina MCLR (2ug a
61pg MCLR/mL).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) sugere que 1ug/L seria a
concentracdo maxima que poderia estar presente na 4gua para consumo humano
(SIVONEN & JONES, 2003). Portanto, a concentracdo de 1ug/L corresponde a
1ng/mL. E, esse ponto (na Figura 54) esteve presente nos primeiros pontos da
curva, ou seja, ele estava entre as menores concentragdes ensaiadas.

A curva referente ao anticorpo policlonal diluido 1:800 e 1:1600 apresentou 0
ponto de interesse (1ng/mL) sem muita definicdo, ou seja, apresentou indices de
Reatividade muito proximos, mesmo variando a concentracdo de MCLR. J&, o
contrario foi observado na curva referente ao anticorpo policlonal diluido 1:5000,
onde pequenas concentragbes de MCLR apresentaram distintos indices de
Reatividade. A curva referente ao anticorpo policlonal diluido 1:2400 e 1:3200
apresentaram indice de Reatividade intermediarios, com curva dose-resposta bem

definidas.
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Figura 54. indice de Reatividade da MCLR frente a diferentes diluicdes de Anticorpo
Policlonal anti-MCLR-mcKLH

Na seqliéncia das analises padronizou-se uma curva de calibracdo que

envolvesse o ponto de interesse (1ng/mL) e que, a0 mesmo tempo apresentasse

indice de Reatividade linear. Em outras palavras, foi encontrada a diluicéo ideal de

anticorpo policlonal que distinguiria pequenas variagbes nas concentragbes de

MCLR. Por isso, o erro (R? de cada gréfico foi o dado de escolha nesta etapa

experimental (dados mostrados na Figura 55).
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Figura 55. indice de Reatividade do Anticorpo Policlonal anti-MCLR
x Concentracdo de MCLR

Tendo em vista o maior correlagdo (R* = 0,9873) e a linearidade da curva
definimos que a melhor diluigdo do anticorpo policlonal seria 1:3200.

Analisando cada diluicdo do anticorpo policlonal especificadamente, em 1:800
ndo foi possivel distinguir pequenas variagbes na quantidade de MCLR, pois 0s
indices de Reatividade foram muito préximos. O mesmo foi observado para a
diluicdo 1:1600, pois ambas as diluicdes n&o apresentaram boa sensibilidade, com
baixo angulo de inclinagdo. Em 1:2400 seria possivel distinguir essa variagdo, mas
em decorréncia do R? ndo ter sido o ideal (0,9514) esta diluicio foi descartada.
Portanto, a diluicdo 1:3200 para o anticorpo policlonal ficou definida, pois esta
diluicdo foi mais linear com maior angulo de inclinagdo, comparada a diluicao
1:5000.

Ao final destas analises, um protocolo final do método imunoenziméatico
ELISA principio competicdo para determinacdo e quantificacdo de microcistina e

nodularina em amostras ambientais, foi definido, como foi descrito no item 4.13.1.4.
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Como a nodularina tem uma estrutura quimica muito semelhante a

microcistina (Figura 3) e também é encontrada na &agua, realizou-se um ensaio

comparativo entre estas duas toxinas, utilizando o método padronizado (CAS -

caseina) e o kit comercial Abraxis® (EUA), ambos por competicdo (Figura 56).
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Figura 56. Dosagem de microcistina e nodularinda utilizando dois kits ELISA competi¢cdo

A Figura 56 mostrou que a quantificagdo de microcistina-LR (MCLR), tanto

utilizando o kit comercial Abraxis® (Kit), EUA, quanto o método padronizado com

caseina (CAS), apresentou uma boa relacdo entre os indices de Reatividade. J&

quanto a quantificagdo de nodularina (NOD) o método padronizado CAS apresentou

uma melhor distingdo entre as diferentes concentragdes, principalmente em

concentracdes elevadas, como 2ug/mL de NOD.

Além disso, este ensaio comprovou que o metodo padronizado com o

anticorpo policlonal obtido foi compativel e similar com os meétodos por ELISA

competicdo para deteccdo e quantificagdo de microcistina e nodularina nas

condi¢des aqui utilizadas.
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5.7.6 Validagdo do ensaio ELISA competicdo para detecgcdo de microcistina e

nodularina em amostras ambientais e em dgua para consumo humano

As analises para validacdo de métodos foram baseadas nas normas da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (Resolucéo - RE n° 899, de 29 de
maio de 2003), Instituto Nacional de Metrologia INMETRO (DOQ-CGCRE-008 -
Junho/2007) e International Conference on Harmonization - ICH.

A curva de calibragdo deste método foi calculada através de uma funcéo do
tipo logaritmica (f(x) = In(x)), pois foi o0 modelo matemético que melhor descreveu a

resposta instrumental.

5.7.6 1 Limite Inferior de Quantificagao

A andlise de trés ensaios em sextuplicata de amostras de agua batizadas com
MCLR demonstrou que o LIQ de 0,25ng/mL apresentou precisdo e exatidéo inter-
listas de 5,2 e 99,4%, respectivamente (Figura 57). Esta concentragéo (0,25ng/mL)
foi definida como sendo o LIQ, que normalmente pode apresentar uma variagdo de
até 20%, isto é, este ponto distinguiu bem uma amostra negativa de uma amostra
com pequenas concentragfes de MCLR. Além disso, este ponto apresentou um
indice de Reatividade diferente do Branco da Reacg&o (ensaio sem competic&o). Isto
€ importante, visto que neste ensaio a leitura em absorbancia do Branco € alta,
tendo que se diferenciar do LIQ. O LQ se distingue do sinal da resposta de uma

amostra negativa por um fator maior que 5, como recomendado nas normas.
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Conc. Nominal
MCLR (ng/mL) 0.250
Curvas Curva (i) | Curva (ii) | Curva (iii)
0,241 0,230 0,248
0,230 0,233 0,259
Conc. Obtida 0,254 0,259 0,235
(ng/mL) 0,256 0,246 0,262
0,259 0,243 0,259
0,238 0,235 0,285
Média (ng/mL) 0,246 0,241 0,258
Precisao (CV % 4.7 4.4 6,4
Exatiddo (%) 98,5 96,4 103,3
Média Inter-ensaio
(ng/mL) 0,249
“ensato (Vs >2
Exatiddo Inter-
ensaio (%) teif

Figura 57. Definicdo do LIQ segundo a média da concentracao calculada referente ao ponto
mais baixo da curva de calibracéo

O kit comercial Abraxis®, EUA, apresenta LIQ de 0,1ng/mL, ou seja, inferior ao
método padronizado (0,25ng/mL). Isso fez com que o kit comercial ndo diferenciasse

muito bem uma amostra negativa de uma amostra positiva.

5.7.6.2 Especificidade e Seletividade

As 9 amostras analisadas tanto por ELISA quanto por Espectrometria de
Massas foram consideradas Verdadeiro Negativas, pois o indice de Reatividade de
cada amostra foi inferior a 20% do LIQ, que é critério adotado para negatividade
segundo as normas para padroniza¢cdo de métodos.

O Limite para Aprovacao da Amostra Negativa foi 1,86%.

LA (%) = IR g x 0,2
LAann = 9,28 x0,2
LAy = 1,86 (%)

Neste experimento concluiu-se que o indice de cada amostra (%) foi sempre

inferior ao LAan 1,86%, portanto o método padronizado foi seletivo para MCLR.

Esses dados estdo mostrados na Figura 58 abaixo.
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Curvade Calibragdo para MCLR indice de Reatividade da Curva de Calibragéo
Conc. (ng/mL) Abs. 492 nm Indice (%) 50 .
0,25 0870 9,28 g
0,50 0,799 16,68 § ‘3‘:
0.75 0.741 22 2 30 y=18,77In(x) + 32,41
1,00 0702 26,80 g 2 Re=0,994
1,25 0,658 31,39 %’) 20
1,50 0,628 34,52 g 1B
1,75 0,618 35,56 = 1:
2,00 0,589 38,58 0
sem comp. 0,959 02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22
Concentracéo (ng/mL)
Limite para aprovacdo da AmostraNegativa 1,86
Amostras Abs.1 Abs. 2 Média Abs | indice (%) | Conc. (ng/mL)
33 - N15B Natal 1,017 1,057 1,037 -8,13 0,12
44 - ITEP18 0,937 0,950 0,944 1,62 0,19
48- LTPNA 03 0,982 0,990 0,986 -2,82 0,15
49 - LTPNA 04 1,037 1,045 1,041 -8,55 0,11
59 - Rep. Billings (Poli) 1,078 1,093 1,086 -13,19 0,09
60 - Rep. Guarapiranga (Poli) 1,030 1,052 1,041 -8,55 0,11
Agua milli-Q 0,978 0,980 0,979 -2,09 0,16
Aguatorneira imuno 1,010 1,005 1,008 -5,06 0,14
Agua bebedouro toxicologia 0,973 0,991 0,982 -2,40 0,16

Figura 58. Calculo do indice de Reatividade de amostras negativas, para avaliacdo da

Seletividade do método por ELISA

De acordo com o critério acima mencionado, essas amostras foram

consideradas Verdadeiro Negativas,

para este ensaio padronizado (ELISA

competi¢cdo). Porém amostras que apresentaram resultado negativo ndo excluiram a

hipétese da presenca das toxinas estudadas, pois existe a possibilidade das

mesmas apresentarem uma concentra¢do inferior ao LIQ.

A limitacdo do método em relacdo a esse parametro foi o reconhecimento

indistinto de microcistina e nodularina, como comprovado com 0 experimento

descrito no item 5.7.5.2 e observado na Figura 56.

5.7.6.2.1 Avaliacéo da influéncia do metanol no ensaio ELISA competi¢céo

Um efeito muito observado com kits semelhantes (kit comercial Abraxis®,

EUA) foi a reacéo cruzada com metanol (METCALT et al., 2000a,b).

A Figura 59 nos mostrou que, utilizando o método padronizado em Caseina,

a concentracdo calculada para MCLR (através da curva de calibracdo para MCLR)

foi semelhante & concentragdo nominal da amostra batizada. Porém o mesmo néo
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se aplicou para nodularina, a qual apresentou uma concentragao calculada superior

a nominal e, como ultrapassou o limite de deteccdo, a mesma foi diluida e

reanalisada.
ELISA COMPETICAO - CASEINA
Esquema placa Abs 492 nm indice de Reatividade (%) Conc. Calculada (ng/mL)
MCLR (ng/mL) [ NOD (ng/mL) | MeOH (%) | ~ MCLR NOD | MeOH (%) MCLR NOD | MeOH (%) | MCLR NOD MeOH (%)
0,125 0,125 0 0,972 0,637 1,836 0,6 34,9 87,7 0,132 1,911 0,000
0,250 0,250 25 0,900 0,586 1,774 8,0 40,1 -814 0,235 2,869 0,000
0,5 0,5 50 0,812 0,495 1,679 17,0 49,4 71,7 0,474 5,925 0,000
1,0 1,0 75 0,710 0,401 1,430 274 59,0 46,2 1,068 12,532 0,003
2,0 2,0 100 0,632 0,209 0,986 354 78,6 0,8 1,988 57,884 0,118
sem comp. 0,978
Curvade Calibracéo para MCLR utilizando Caseina
40
<
S 35
[}
S 30
2 .5 y=1291In(x)+ 26,11
= R2=0,997
o 20
x
o 15
o
[}
3 10
k=l
N
O ||'|||||||||I||||I||||I||||I||||I||||I||||I||||I||||I

00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 272

Concentragdo de MCLR (ng/mL)

Figura 59. Avaliacdo da influéncia do metanol no ensaio ELISA competicdo em Caseina.
Observar a concentragdo calculada de amostras batizadas com nodularina (NOD) e metanol (MeOH) em
diferentes concentracdes.

O ensaio ELISA competicdo padronizado neste trabalho n&o apresentou
interferéncia significativa devido a presenga de metanol na matriz, exceto em
concentragdes proximas a 100% (Figura 59). Isto se justifica pela volatilidade do
metanol e, pelo pequeno volume incubado na reacdo a 37°C. E importante relatar
neste trabalho que ocorreu uma diferenca entre o indice de Reatividade para MCLR
apresentado na Figura 58 e 59 por causa da abertura de um novo lote de padréo
MCLR (Sigma®, EUA) no mesmo dia experimental.

J4, o ensaio ELISA competicdo referente ao kit comercial Abraxis®, EUA,
apresentou interferéncia significativa devido a presenca de metanol na matriz,
principalmente em concentra¢cdes superiores a 50% (Figura 60). Outro ponto que
deve ser relatado é que, devido o kit comercial apresentar calibradores e controles
proprios, foram construidas em paralelo duas curvas de calibragdo para MCLR, uma

utilizando os calibradores do kit e outra utilizando o padrdo Sigma®, EUA. A
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concentracdo calculada (ng/mL) foi baseada na equacao do gréafico que apresentou
melhor R? ou seja, na equac&o referente & curva construida utilizando MCLR padréo
Sigma®, EUA (Figura 59).

ELISA COMPETICAO - KIT COMERCIAL ABRAXIS

Esquema placa Abs 492 nm indice de Reatividade (%) Conc. Calculada (ng/mL)
MCLR (ng/mL) | NOD (ng/mL) | MeOH (%) MCLR NOD MeOH (%) MCLR NOD | MeOH (%)] MCLR NOD MeOH (%)
0,125 0,125 0 1,424 1,014 1,510 08 294 5,2 0,106 0,415 0,000
0,250 0,250 25 1,150 0,797 1,470 19,9 44,5 2,4 0,264 0,855 0,000
0,5 0,5 50 1,000 0,561 1,077 304 60,9 25,0 0,435 1,876 0,336
1,0 1,0 75 0,735 0,420 0,889 48,8 70,8 38,1 1,051 3,000 0,629
2,0 2,0 100 0,571 0,429 0,683 60,2 70,1 52,4 1,814 2,911 1,249
sem comp. |1,436

Curvade Calibragdo para MCLR utilizando kit comercial

Abraxis®

70
s y=20,91In(x)+ 47,78
S 60 R2=0,991
(]
9 50
je)
= 40 y=19,88In(x) + 40,10
& 30 R220,981
3
S 20
k3]
2 10

O |||'||||||||||||I||||I||||I||||I||||I||||I||||I||||I

o0 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22
Concentragdode MCLR (ng/mL)

® MCLRSIG @ MCLRKIT

Figura 60. Avaliacdo da influéncia do metanol no ensaio ELISA competicdo referente ao kit

comercial Abraxis®. Observar a concentragéo calculada de amostras batizadas com nodularina (NOD) e
metanol (MeOH) em diferentes concentragdes.

A semelhancga entre os kits foi relacionada ao indice de Reatividade (%), tanto
para MCLR quanto para nodularina. Ambos os kits apresentam IR (%) superior para
a toxina nodularina, em comparagéo com a toxina MCLR.

Portanto, este experimento comprovou a especificidade do método CAS pelas
toxinas MCLR e NOD e ndo pelo metanol que pode estar presente no eluato de
amostras extraidas. Geralmente utiliza-se o metanol (ma&ximo 50%) para
resuspender o material obtido ap6s extracdo para ser analisado por LC-MS
(BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2005).

O aumento de ligagBes inespecificas com o aumento das concentracfes de

metanol pode provavelmente, ocorrer devido & remogédo, pelo metanol, da MCLR
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adsorvida a placa, pois esta toxina é solivel em metanol, ou pela interferéncia com
0os reagentes de bloqueio. Conseqientemente, para 0 screening de toxinas de
cianobactérias, a concentracdo de metanol deve ser baixa, em torno de 7%. Alguns
trabalhos tém relatado que concentragdes crescentes de metanol alteram a ligagao
do anticorpo, diminuindo-a (METCALF et al., 2000a,b).

5.7.6.3 Recuperagéao

A recuperacdo de MCLR foi estimada pela anélise de amostras adicionadas

com quantidades conhecidas do mesmo.

Recuperacéo Recuperacgéo . .
Controles Absoluta (%) Relativa (%) Efeito Matriz (%)
cQB 95,1 96,1 -1,0
coMm 98,8 98,8 0,0
CQA 98,8 98,9 -0,1
Recuperacéo
Global (%) 97,6 98,0 -0,4

Figura 61. Calculo da Recuperacédo Absoluta, Relativa e Efeito Matriz.
CQB, CQM e CQA correspondem aos Controles de Qualidade Baixa, Média e Alta, respectivamente.

Analisando a Figura 61 acima, tem-se que tanto a Recupera¢cdo Absoluta,
quanto a Recuperagdo Relativa, apresentaram valores superiores a 85%, ou seja,
uma média de 97,8%.

Uma Recuperacdo Absoluta de 97,6%, a qual relaciona indices de
Reatividade entre amostras em solu¢do e amostras extraidas, demonstra que todo o
procedimento de extragdo, que inclui etapas de sonicagao, centrifugacéo e filtragéao,
nao ocasiona perdas relevantes da toxina.

Uma Recuperacdo Relativa de 98,0%, a qual relaciona indices de Reatividade
entre amostras extraidas e efeito matriz, demonstra que além da matriz presente na
amostra a ser extraida nao influenciar no ensaio ELISA padronizado, também nao
ocasiona perdas de MCLR durante a extracdo. Dentre os componentes que podem
ocasionar resultados falso positivo ou falso negativo, estdo os compostos presentes
na agua da natureza, sais de meio de cultura, metanol, restos de parece celular de

alga, bactérias, pigmentos coloridos como ficocianina, etc. (METCALF et al., 2000).
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Um Efeito Matriz de -0,4% (abaixo do erro do método 20%), a qual relaciona
indices de Reatividade entre efeito matriz e amostras em solugdo, demonstra que 0s
reagentes, matriz da amostra e outros componentes nao alteram a sensibilidade do
método padronizado (avidez do anticorpo policlonal anti-MCLR & MCLR presente na
amostra ou adsorvida a placa de ELISA). Este erro é praticamente desprezivel.

Por conseguinte, esse resultado confirma a robustez do método, pois garante
que ao ser extraida uma amostra, ndo ocorre perda relevante de MCLR.

Além disso, esse resultado conclui que a curva de calibracdo pode ser
realizada sem passar pelo processo de extragdo (descrito no item 2.8.2.3.1). Um
ensaio que serd realizado é a estabilidade da curva de calibracéo, isto é, verificar por
quanto tempo a curva de calibragcdo pode ser armazenada sem perder a
estabilidade. Através de estudos prévios, em ensaios realizados em dias diferentes,
verificou-se que uma solucdo de microcistina-LR apresentou estabilidade, isto é,

com leituras muito semelhantes inter-dias.

5.7.6.4 Linearidade

5.7.6.4.1 Linearidade da Metodologia Analitica

A Figura 62 apresenta uma andlise da distribuicdo dos residuos com relagéo
a Concentragdo Nominal de MCLR calculados com fung&o Logaritmica (In) a partir
da curva de calibracéo.

A Figura 63 apresenta a analise da distribuicdo dos residuos com relacdo a
Concentragdo Nominal de MCLR calculados com Regressédo Linear a partir das
mesmas curvas de calibragéo.

Analisando 9 curvas de calibracdo calculadas com regresséo linear e,
comparando com o célculo em funcao logaritmica (In), observou-se uma distribuicao
mais heterogénea na funcao log e mais homogénea na fungéo linear.

Portanto, o modelo matematico que melhor descreveu a resposta do ensaio
de ELISA competicéo foi a funcdo logaritmica, ou seja, foi 0 modelo que apresentou

distribuicdo dos desvios heterocedéstica.
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Andlise da Distribuicdo dos Residuos com Relagdo a Concentragdo Nominal de MCLR calculados com Fungéao
Logaritmica (In) a partir da Curva de Calibragao

16 -

11 -

6 - .
. . : :
. . ] . ;
1 : : : . R
. < s .
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9 . : . .

Desvio em relacdo a Concentracdo Nominal (%)

14 -
Concentracdo Nominal de MCLR (ng/mL)

2,20

Figura 62. Andlise da Distribuicdo dos Residuos com Relacdo a Concentragdo Nominal de
MCLR calculados com func¢do Logaritmica (In) a partir da Curva de Calibracao

Andlise da Distribuicdo dos Residuos com Relagdo a Concentragdo Nominal de MCLR calculados com Regresé&o Lineara a partir da Curva
de Calibracéo
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Figura 63. Andlise da Distribuicdo dos Residuos com Relagdo a Concentragdo Nominal de
MCLR calculados com Regresséao Linear a partir da Curva de Calibracéo

O fato do valor de referéncia para a Organizacao Mundial da Saude (1ng/mL)
estar em uma posigcédo mediana da curva minimizou a probabilidade da ocorréncia de
falso-positivo ou falso-negativo, pois este ponto esta dentro da variacdo permitida
pelo método (20%).

Em outras palavras, supondo-se que o LIQ fosse o valor de referéncia
(Ing/mL) e que este variasse 20% (0,8 a 1,2ng/mL), isso prejudicaria uma afirmacao
contundente se a amostra fosse realmente negativa ou se esta apresentasse
pequenas concentracbes de MCLR. Um exemplo seria, quando fosse obtida uma
concentragdo calculada de 0,79 ou 0,82, duvidas relacionadas a concentracao real
surgiriam. Assim sendo, a possibilidade de ocorrerem resultados falsos (positivo ou

negativo) aumentariam.
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Levando em consideracdo essas andlises e a legislacdo, a qual sugere que
1ug/L seria a concentracdo maxima que poderia estar presente na agua para
consumo humano (SIVONEN & JONES, 2003), a curva de calibragdo (com fungéo

logaritmica) variou de 0,25 a 2,0ng/mL, como mostra a Figura 64.

Curvade Calibracao para Microcistina

y=15,72In(x) + 28,41
R2=0,997

indice de Reatividade (%)
N
(S

O 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0,00 0,40 0,80 1,20 1,60 2,00

Concentracéao de microcistina-LR (ng/mL)

Figura 64. Curva de Calibracdo para MCLR. Validacao da Linearidade do Método

5.7.6.4.2 Linearidade do Método

A Figura 65 apresenta os dados da avaliagdo da Linearidade do Método, a
partir da Variagdo da Recuperagcdo Absoluta (%), previamente calculado, como
mostrado anteriormente na Figura 61.

A linearidade do método é a representacao gréafica dos limites do método e,
nos diz que, por toda a faixa de concentragdo, o percentual se mantém constante.
Em outras palavras, a Recuperacdo do meétodo tem a mesma porcentagem de
recuperacao ao longo do intervalo de concentracdes do método.

Sabendo que o método pode variar de 85 a 115% (+15%) podemos
considerar a recuperacdo de 95,1% no CQB (Controle de Qualidade Baixo)
praticamente desprezivel, podendo com seguranca quantificar amostra em matriz

(MTZ) utilizando curva de calibracdo preparada em solucéo (SCAO).
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Avaliacao da Linearidade do Método
115

110

y=3,893x + 93,18
R2=0,839

105

100

95 w

90

85 T T T
0,250 0,750 1,250 1,750

Concentragdo Nominal de MCLR (ng/mL)

Variacdo da Recuperacdo Absoluta (%)

Figura 65. Avaliacdo da Linearidade do Método, a partir da Variacao da Recuperacéo
Absoluta (%)

Conforme os resultados obtidos na Recuperagdo Absoluta (%) (dados
apresentados na Figura 61) o método utilizado mostrou-se linear na faixa de
concentragdo dos controles avaliada (0,6 a 1,6ng/mL).

A Figura 65 apresenta a curva de calibracdo construida a partir do estudo de
linearidade pelo método de regressédo linear. Esta apresentou um coeficiente de
correlacdo linear R? = 0,839. A equagado encontrada para esta curva foi y = 3,893x +
93,18, onde x representa a concentracdo nominal de MCLR em ng/mL e y a

Variagao da Recuperagéao Absoluta (%).
5.7.6.5 Exatid&o e Precisao

Para os controles as concentra¢des definidas foram 0,6; 1,2 e 1,6ng/mL, para
os controles baixo, médio e alto, respectivamente.

De acordo com os critérios de validacdo, o método em estudo foi considerado
preciso e exato, pois apresentou indices de Precisédo e Exatid&o, intra e inter-dias,
intra e interensaio, dentro dos limites permitidos pela legislacéo, ou seja, Precisdo
abaixo de 15% e Exatiddo acima de 85%. Esses resultados estdo mostrados nas
Figuras 66 a 68.
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Resultados de Precisdo (Repetitividade) e Exatiddo - Controles de Qualidade

Analito MCLR
Controles Controle Baixo Controle Médio Controle Alto
Conc. Nominal 0,600 12 16
(ng/mL)
1° Dia Curva (i) Curva (ii) | Curva (iii) Curva (i) Curva (i) | Curva (iii) Curva (i) Curva (i) | Curva (iii)
0,621 0,556 0,604 1,147 1,130 1,074 1,426 1,463 1,386
0,588 0,667 0,648 1,224 1,217 1,128 1,563 1,515 1,471
0,597 0,674 0,629 1,212 1,147 1,369 1,540 1,561 1,464
Conc. Obtida 0,612 0,630 0,635 1,188 1,211 1,085 1,611 1,569 1,573
(ng/mL) 0,624 0,558 0,671 1,130 1,119 1,151 1,443 1,470 1,396
0,591 0,664 0,610 1,218 1,211 1,234 1,571 1,538 1,475
0,594 0,677 0,654 1,224 1,152 1,069 1,548 1,553 1,482
0,606 0,628 0,635 1,194 1,217 1,140 1,603 1,592 1,596
Média (ng/mL) 0,604 0,632 0,636 1,192 1,176 1,156 1,538 1,533 1,480
Precisédo (CV %) 23 79 3,5 3,0 3,6 8,8 4,5 3,0 5,0
Exatiddo (%) 100,7 105,3 106,0 99,4 98,0 96,3 96,1 95,8 92,5
gl sy 0,624 1175 1517
ensaio (ng/mL)
Precisao Inter-
4 1 4,2
ensaio (CV%) S 5 .
Exatlda?_lo Inter- 104,0 97.9 048
ensaio (%)

Figura 66. Calculos de Precisé@o e Exatiddo para validacao do método intra-ensaio (azul) e
interensaio (verde) no primeiro dia

Resultados de Precisdo (Repetitividade) e Exatiddo - Controles de Qualidade

Analito MCLR
Controles Controle Baixo Controle Médio Controle Alto
Conc. Nominal 0.6 12 16
(ng/mL)
2° Dia Curva (i) Curva (ii) | Curva (iii) Curva (i) Curva (i) | Curva (iii) Curva (i) Curva (i) | Curva (iii)
0,591 0,520 0,584 1,086 1,081 1,085 1,366 1,430 1,366
0,559 0,513 0,620 1,148 1,144 1,271 1,462 1,437 1,724
0,551 0,614 0,659 1,153 1,132 1,090 1,611 1,483 1,396
Conc. Obtida 0,610 0,653 0,601 1,194 1,224 1,271 1,373 1,562 1,588
(ng/mL) 0,588 0,525 0,587 1,081 1,075 1,090 1,595 1,475 1,369
0,565 0,523 0,623 1,159 1,150 1,265 1,473 1,570 1,737
0,557 0,607 0,654 1,159 1,138 1,101 1,603 1,603 1,403
0,615 0,657 0,607 1,212 1,224 1,258 1,628 1,437 1,612
Média (ng/mL) 0,580 0,576 0,617 1,149 1,146 1,179 1,514 1,500 1,524
Precisdo (CV %) 4,3 10,9 4,6 4,0 4,9 7,9 7,2 4,6 10,4
Exatidao (%) 96,6 96,1 102,8 95,8 95,5 98,2 94,6 93,7 95,3
IR 0,591 1,158 1513
ensaio (ng/mL)
Preciséo Inter-
7,4
ensaio (CV%) 6.6 56 .
Exatlda_lo Inter- 985 965 945
ensaio (%)

Figura 67. Calculos de Precisédo e Exatiddo para validacao do método intra-ensaio (azul) e
interensaio (verde) no segundo dia
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Resultados de Precisdo (Reprodutibilidade) e Exatidao Inter-dias -
Controles de Qualidade

Analito MCLR
Controles Controle Baixo Controle Médio Controle Alto
Conc. Nominal (ng/mL) 0,6 1,2 1,6
Dias 1° Dia 2° Dia 1°Dia 2° Dia 1°Dia 2° Dia
0,621 0,591 1,147 1,086 1,426 1,366
0,588 0,559 1,224 1,148 1,563 1,462
0,597 0,551 1,212 1,153 1,540 1,611
. 0,612 0,610 1,188 1,194 1,611 1,373
Conc. Obtida (ng/mL)
0,624 0,588 1,130 1,081 1,443 1,595
0,591 0,565 1,218 1,159 1,571 1,473
0,594 0,557 1,224 1,159 1,548 1,603
0,606 0,615 1,194 1,212 1,603 1,628
Média (ng/mL) 0,604 0,580 1,192 1,149 1,538 1,514
Precisao (CV %) 2,3 4,3 3,0 4,0 4,5 7,2
Exatidao (%) 100,7 96,6 99,4 95,8 96,1 94,6
Média Inter-dias (ng/mL) 0,592 1,171 1,526
Precisao Inter-dias
3,3 35 5,8
(CV%)
Exatidao Inter-dias (%) 98,7 97,6 95,4

Figura 68. Calculos de Precisao e Exatidao para validacao do método intradia (azul) e inter-
dia (verde)

Y

A média global interensaio referente & precisdo (CV%) e exatiddao (%)
calculadas foram 5,6 e 97,7%, respectivamente. A média global inter-dia referente a

preciséo (CV %) e exatidao (%) calculadas foram 4,2 e 97,2%, respectivamente.

5.8 Determinagao de variantes de microcistina e/ou nodularina em amostras de
agua para consumo humano, amostras ambientais e de meio de cultura,

utilizando dois kits ELISA competi¢céo

A Figura 69 abaixo apresenta uma lista das amostras analisadas por trés
ensaios: ELISA competicdo padronizado (metodologia Caseina), ELISA competicao
referente ao kit comercial Abraxis®, EUA, e sistema LC-MS, onde este Ultimo foi o

ensaio confirmatério da presenca das toxinas presentes nas amostras.



Deteccdo e Quantificacdo de variantes de Microcistina e/ou Nodularina em diferentes matrizes

por diferentes métodos

Ne ELISA met. HPLC LC-MS (ng/mL) LC-MS | ELISA Kit Abraxis
Caseina (ng/mL) MCRR | MCYR [ MCLR | MCLA | varian. (ng/mL)
1 3100,65 neg - - 0,30 - + 5880,12
2 774,43 neg - - 0,10 - + 3755,69
3 6,32 neg - - - - + 29,34
4 1084,23 neg - - 25,40 - + 524471
5 49,52 neg - - 0,20 0,70 + 106,79
6 2,24 neg - - - - + 6,26
7 3,88 neg - - - - + 51,27
8 15,22 neg - - - - + 27,84
9 17,92 neg - - 1,30 - + 68,89
10 217,36 neg - - 0,20 - + 170,89
11 46,99 neg - - 0,10 - + 140,38
12 6592,03 tracos - - 83,30 - + 21753,27
13 444,99 neg 5,80 1,00 9,00 - - 4105,17
14 10,87 neg 2,00 0,10 0,40 - - 477,79
15 113,81 neg 4,60 0,30 2,50 - + 780,70
16 140,00 neg 5,00 0,40 2,80 - + 970,38
17 0,69 neg - - 0,10 - - 1,34
18 10666,84 tracos - 0,10 84,40 - - 41635,68
19 1643,09 neg 3,10 0,50 31,30 0,20 + 6109,97
20 44,87 neg 0,50 0,20 0,50 - + 131,43
21 23,06 neg - - 3,00 - + 89,09
22 186,86 neg 0,20 0,40 10,80 - + 582,25
23 55,94 neg - - 3,20 - + 208,02
24 39,37 neg - - 2,70 - + 111,95
25 7,54 neg - - 0,30 - - 11,06
26 29,80 neg - - 1,40 - + 75,80
27 83,36 neg - 0,10 10,10 - + 326,00
28 9,44 neg - - 0,40 - - 20,83
29 19,03 neg - - 0,70 - + 79,12
30 1,31 neg - - 0,30 - - 4,94
31 1,67 neg - - 0,20 - - 7,03
32 2,74 neg - - 0,30 - - 8,85
33 0,00 neg - - - - - 0,58
34 1,11 neg - - 0,80 - - 4,91
35 372,41 neg - - 15,10 0,10 + 1719,89
36 1,63 neg - - 1,30 - - 4,24
37 1,13 neg - - 0,90 - - 3,00
38 13,32 neg 0,20 0,10 - + 72,86
39 6,67 neg 0,10 - 0,40 - - 41,34
40 0,00 neg - - - - - 0,10
41 5,62 neg - - 0,80 - - 28,96
42 157,51 neg - - 7,10 - + 536,20
43 0,05 neg - - 0,03 - - 0,17
44 0,00 neg - - - - - 0,22
45 1,36 neg - - 0,10 - - 7,68
46 0,00 neg - - - - - 0,12
47 41,53 neg 5,30 0,20 4,10 - + 159,28
48 0,00 neg - - - - - 0,07
49 0,00 neg - - - - - 0,38
50 0,69 neg - - 0,10 - - 2,84
51 0,00 neg - - - - - 0,19
52 0,33 neg - - 0,31 - - 0,67
53 40,62 neg 4,10 0,10 2,80 - + 164,62
54 86,03 neg 8,00 0,10 4,50 - + 242,87
55 0,00 neg - - - - - 0,18
56 9,13 neg 0,80 0,20 0,80 - - 35,29
57 11,48 neg 2,10 0,60 0,70 - - 291,45
58 0,00 neg - - - - - 0,15
59 0,00 neg - - - - - 0,33
60 0,00 neg - - - - - 0,18
61 0,07 neg - - 0,01 - - 0,67
62 0,00 neg - - - - - 0,12

Figura 69. Deteccéo e quantificacdo de variantes de microcistina e/ou nodularina em
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diferentes matrizes. Em verde estfo as concentragfes referentes ao ensaio ELISA padronizado (met.
Caseina-LIQ 0,25ng/mL) e, em azul estéo as concentragdes referentes ao kit comercial Abraxis® (LIQ 0,1ng/mL).
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De uma forma geral, amostras positivas e quantificadas por ELISA
apresentaram uma concentragdo calculada superior & concentracdo calculada pelo
sistema LC-MS. Isto ocorreu em decorréncia da maior sensibilidade do ensaio
imunoenzimético e/ou pela deteccdo de outras variantes de toxina ndo detectadas
pelo multi-método LC-MS, como a nodularina por exemplo. O ensaio por ELISA
detecta concentracdes da ordem de grandeza em pg, enquanto que o sistema LC-
MS detecta concentragbes da ordem em ng. Por isso, amostras positivas por ELISA
ultrapassaram o limite de deteccdo do método e foram diluidas para serem
quantificadas (por exemplo, amostras 4, 12, 18, 19, 22 e 27).

Algumas amostras negativas (ou com baixas concentracfes da toxina)
analisadas tanto por LC-MS quanto pelo ensaio ELISA padronizado (Caseina)
apresentaram resultados positivos pelo kit Abraxis®, EUA, indicando que alguns
interferentes presentes na amostra levaram a um resultado falso positivo pelo kit
comercial (por exemplo, amostras 33, 49 e 59).

Algumas amostras negativas por LC-MS foram positivas em ambos o0s
ensaios por ELISA. Uma analise mais detalhada destas amostras confirmou a
presenca de outras variantes de microcistina (por outro equipamento LC-MS), como
por exemplo, a toxina [D-Asp*]MCLR presente na amostra 6. Como o equipamento
utilizado no multi-método padronizado por LC-MS (item 4.2) limita-se a deteccdo das
guatro variantes de microcistina mais comuns (MCRR, MCYR, MCLR e MCLA), foi
realizada a analise de algumas amostras de “concentracdo duvidosa” em outro
equipamento LC-MS mais sensivel (Triplo Quadrupolo Hibrido com lon Trap, AB
Applied Biosystems® MDS SCIEX, California, EUA) com algumas mudancas nas
fases moével e estacionaria do equipamento. Este estudo confirmou a presenca de
outras variantes, como a citada acima e mostrada na Figura 70.

Neste outro equipamento foi possivel realizar uma analise confirmatéria da
presenca de outra variante de toxina, [D-Asp’]MCLR de PM = 980.5. Assim, o
equipamento fez uma busca no modo “Precursor lon” (Figura 70A) se existiam
compostos, huma faixa de massa entre 981.0 a 982.0, que gerariam ions de m/z 135
(ver Figura 27). Na sequéncia foi analisado o espectro referente aos “ions pai” (que
geraram o ion m/z 135) dentro da faixa determinada no modo “Enhanced Product
lon” (Figura 70B) e, ao ser expandido nos forneceu uma fragmentac¢éo detalhada do
composto que gerou o fon m/z 135, que, no caso refere-se a toxina [D-Asp’]MCLR

presente na amostra (Figura 70C).
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Figura 70. Cromatograma da amostra 6. Analise da variante [D-Asp’]JMCLR por LC-MS.
A) Cromatograma obtido no modo Precursor lon m/z 135. B) Cromatograma obtido no modo Enhanced
Resolution lon referente a toxina de PM = 980,5 ( m/z 981,5). C) Cromatograma obtido no modo Enhanced
Product lon expandido

Portanto, o ensaio por ELISA competicdo (metodologia padronizada em

caseina) foi o método mais adequado para a deteccdo de microcistinas no
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ecossistema aquético, em amostras ambientais, na agua para consumo humano e
em amostras de meio de cultura. Também foi capaz de detectar a grande maioria
das variantes de microcistina (FISCHER et al., 2001), visto que, supostamente, 0o
anticorpo utilizado no ensaio ELISA reconheceu o grupamento Adda destes
compostos (MOUNTFORT et al., 2005).

Os pontos mais relevantes a serem destacados nas andlises das 62 amostras

atraves dos trés ensaios foram que:

() todas as amostras negativas por ELISA, em ambos os kits, foram também
negativas por LC-MS. E isso reafirma que o método ELISA competicdo padronizado
é especifico, com desprezivel reacdo inespecifica e, funciona como um bom método

de triagem.

(i) todas as amostras positivas por ELISA, em ambos os kits, foram também
positivas por LC-MS, confirmando que o método por ELISA foi um excelente ensaio

de triagem de amostras positivas para as toxinas estudadas.

(iii) todas as amostras negativas por LC-MS também foram negativas pelo ensaio
ELISA competicdo padronizado, porém, com a presenca de reacdes inespecificas

para o imunoensaio utilizando kit comercial Abraxis®, EUA.

(iv) apesar da diferenca da concentracdo calculada entre os dois imunoensaios,
ambos apresentaram boa correlagdo (correlagdo de Pearson = 0,988), como

mostrado na Figuras 71 e 72.

(v) apesar do sistema LC-MS néo detectar nodularina, os ensaios por ELISA podem

detectar a presenca das mesmas, direcionando andlises futuras.
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Figura 71. Relac&o entre as concentracoes calculadas entre dois ensaios ELISA
competicdo, padronizado em Caseina e kit comercial Abraxis®
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Figura 72. Correlacéo de Pearson entre dois ensaios ELISA competi¢cdo, padronizado em
Caseina e kit comercial Abraxis®
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2P St by G2 v & R NS 6.0 CONCLUSOES

R3S

Foram obtidos tanto anticorpos monoclonais quanto policlonais anti-MCLR.

Foi desenvolvido um kit de imunoensaio para deteccdo de microcistina e/ou
nodularina em amostras ambientais. Este ensaio ELISA competicdo indireto,
padronizado e validado, foi fundamentado no anticorpo policlonal anti-MCLR obtido.

Nesse sentido, temos que:

% Um multi-método para determinacdo de microcistina-LR, RR, YR e LA por
Espectrometria de Massas foi elaborado;

% O antigeno mais imunogénico obtido foi MCLR conjugado ao mcKLH;

k O antigeno de sensibilizacdo ideal utilizado no ensaio ELISA indireto, tanto
para deteccdo de anticorpos IgG em soro de camundongo e coelho imunizados

como em sobrenadante em meio de cultura, foi MCLR conjugado ao cBSA,

Quanto a obtencé&o do anticorpo monoclonal observamos que:

k Foram obtidos 4 hibridomas secretores de anticorpos monoclonais anti-
MCLR, tais como ksl7, k48, k.84, e k:232. Estes clones se mostraram estaveis
frente ao congelamento/descongelamento;

e Todos os anticorpos monoclonais apresentaram isétipo IgG1, exceto o clone
k.84 que apresentou isétipo IgG2a. Anticorpos deste isOtipo apresentam atividade
bioldgica restrita,;

e O clone 32 (k».232) foi o clone que apresentou maior rendimento na produgao
de anticorpos anti-MCLR,;

e As curvas dose-resposta dos clones frente as quatro variantes de microcistina
apresentaram perfis semelhantes. Quanto a reatividade o clone 17 (ksl17) foi
considerado o melhor clone, pois foi 0 que apresentou melhor resposta a variacao
na diluicdo seriada do anticorpo;

e Apesar da concentracdo protéica do clone 48 (k48) ser inferior ao clone 17
(ks17), a diferenca de reatividade entre os dois clones nas diferentes diluicbes foi

acentuada;
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e A reatividade dos clones 17 (k317) e 232 (k;232) nas diferentes diluicoes
seriadas foi semelhante, apesar da concentragdo protéica do clone 232
(180pg/100uL) ser préxima ao dobro do observado no clone 17 (100ug/100uL).
Como os dois clones apresentaram alto grau de pureza uma possivel sugestio seria
a da maior reatividade imunolégica dos anticorpos monoclonais secretados pelo
clone 17;

e Através de andlises em Gel SDS-PAGE observou-se que ndo houve perda e

a integridade dos anticorpos monoclonais secretados pelos clones foi mantida.
Quanto a obtencé&o do anticorpo policlonal observamos que:

e Foi obtido anticorpo policlonal anti-MCLR com bom rendimento, ou seja, 40mL
de anticorpo policlonal em uma concentrac¢éo final de 10mg/mL;

ok O anticorpo policlonal anti-MCLR-mcKLH apresentou reatividade crescente
pelas variantes MCRR, MCYR e MCLR, respectivamente, em decorréncia da
presenca do aminoacido arginina em sua estrutura;

ok Como a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) sugere que 1ug/L (1ng/mL)
seria a concentragdo maxima que poderia estar presente na 4gua para consumo
humano, essa concentracdo foi incluida na elaboracdo da curva de calibracdo do
método padronizado;

#k O método validado apresentou Limite Inferior de Quantificacdo de 0,25ng/mL,
enguanto que o kit comercial Abraxis®, EUA, apresenta LIQ de 0,1ng/mL;

e Em contraposicdo ao kit comercial citado, o ensaio ELISA competicdo
padronizado n&o apresentou interferéncia significativa devido a presenca de metanol
na matriz, exceto em concentragdes proximas a 100%;

e O kit comercial e o kit validado apresentaram semelhanca relacionada ao
indice de Reatividade (%), tanto para microcistina quanto para nodularina;

e O ensaio validado apresentou Recuperacdo Relativa de 98%. Isto significa
que, além da matriz presente na amostra a ser extraida ndo influenciar no ensaio
ELISA padronizado, também n&o ocasiona perdas de MCLR durante a extragéo;

e Para construcdo da curva de calibragdo, o modelo matematico que melhor
descreveu a resposta ao ensaio ELISA competi¢do foi a funcdo logaritmica;

e O método em estudo foi considerado preciso e exato, pois apresentou indices

de Precisdo e Exatidao, intra e inter-dias, intra e interensaio, dentro dos limites
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permitidos pela legislacdo, ou seja, Precisdo abaixo de 15% e Exatiddo acima de
85%.
e Foram comparados os resultados obtidos de quantificacdo de toxinas algais
utilizando os dois kits ELISA competicéo, kit validado em nosso trabalho e kit
comercial Abraxis®.
% todas as amostras negativas por ELISA, em ambos os kits, foram também
negativas por LC-MS;
#% todas as amostras positivas por ELISA, em ambos os kits, foram também
positivas por LC-MS;
% todas as amostras negativas por LC-MS também foram negativas pelo ensaio
ELISA competicdo padronizado;
# apesar do sistema LC-MS néo detectar nodularina, os ensaios por ELISA
podem detectar a presenca das mesmas, direcionando analises futuras.
e Foi submetido a patente pela Agéncia USP de Inovagédo o método por ELISA
competicdo indireto para deteccdo e quantificacdo de microcistina e/ou nodularina

em amostras de 4gua para consumo humano e em amostras ambientais (ANEXO ).
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APENDICE |: Complemento - Orgéos linféides

Para facilitar o reconhecimento, ativacdo de resposta imune especifica com
posterior eliminagdo de um antigeno, a maioria dos linfocitos e de outras células
mononucleares esta localizada e concentrada em 6rgdos anatomicamente definidos,
que também s&do os locais para onde os antigenos sdo transportados. SO que esta
compartimentalizacdo ndo é fixa, pois muitos linfocitos além de recircularem ha um
intercambio constante entre tecido-corrente sanguinea.

Como esquematizado na Figura 1 deste apéndice, os tecidos linféides podem
ser classificados em 6rgdos geradores/tecido linféide primario (local onde os
linfocitos expressam inicialmente o0s receptores para antigenos e atingem a
maturidade fenotipica funcional) ou em 6rgéos periféricos/tecido linféide secundario
(local onde os linfocitos iniciam e desenvolvem as respostas aos antigenos
estranhos). Nos 6rgéos geradores estdo inclusos a medula 6ssea, de onde derivam
todos os linfécitos, e o timo, onde as células-T amadurecem e se tornam funcionais.
Ja os tecidos linfoides periféricos incluem linfonodos, bago, tecidos linféides
associados as mucosas e o sistema imune cutaneo (ABBAS, 2000).

O timo € um orgdo bilobulado, onde cada I6bulo consiste em um cortex
externo e uma medula interna (onde sdo encontrados os corpusculos de Hassal). O
cortex é denso em linfocito T, ao contrario da medula, que é escassamente povoada
por linfocitos. Os timacitos (linfocitos do timo) séo linfécitos T em varios estagios de
maturacdo. As células imaturas migram do cortex para a medula e ficam em contato
com as células epiteliais, com os macrofagos e com as células dendriticas. No
percurso para a medula, os timécitos comegam a expressar receptores para
antigenos e marcadores de superficie, que estdo presentes nos linfécitos T
periféricos maduros. Assim a medula contém na sua maior parte células T maduras,
e somente células T CD4" e CD8", com func&o auxiliar e citolitica, que saem do timo

e entram no sangue e nos tecidos linfoides periféricos.
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% |
Figura 1. Maturacao dos linfécitos T e B antes de serem expostos a antigenos nos 6rgaos

linféides primarios e secundarios. (il. color. adaptada do livro Imunologia Celular & Molecular. ABBAS,
2000)

Linfonodo

Em especial, os linfonodos s@o agregados nodulares de tecido linféide
situados ao longo dos canais linfaticos de todo o corpo. Os vasos linfaticos coletam
liquidos e células dos espacos interticiais e retornam este fluido (linfa), via linfonodos
para a corrente sanguinea. Assim, o sistema linfatico proporciona um mecanismo de
coleta de antigenos, e os linfonodos, que estdo localizados estrategicamente ao
longo dos vasos linfaticos, “apresentam” a linfa o material antigénico (MALE, 2006).

Cada linfonodo esté envolvido por uma cépsula fiborosa com numerosos vasos
linfaticos aferentes trazendo a linfa. Abaixo a esta capsula estdo presentes 0s
foliculos que podem ou n&do conter um centro germinativo, definidos com foliculo
primério e secundario, respectivamente. A Figura 2 deste apéndice esquematiza
morfologia de um linfonodo.

Contudo, na sequéncia temos que a linfa entra por um vaso linfatico aferente
localizado no seio subcapsular, passa pelo coértex, depois pela medula e, finalmente

sai por meio de um vaso linfatico eferente Unico, localizado no hilo do linfonodo.
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Figura 2. Morfologia esquematica do linfonodo. (Retirado do site:
www.mfn.unipmn.it/~pons/index_file/Page1257.htm)

Sob o ponto de vista celular, os foliculos primérios contém uma grande
guantidade de linfocitos B virgens maduros, ou seja, que aparentemente ainda néo
foram estimulados por um antigeno. A formacdo de centros germinativos €
decorrente de uma resposta a estimulacdo antigénica, e é por isso que neste local
se observa a proliferacao de célula B, a selecéo de célula B secretora de anticorpos
de alta afinidade e a geracdo de célula B de memdria. As células dendriticas
foliculares, que residem nos centros germinativos, apresentam antigenos nas suas
superficies e funcionam para ativar seletivamente as células B, que se ligam com
alta afinidade aos antigenos. Os plasmocitos completamente diferenciados
desenvolvem-se fora dos centros germinativos e podem migrar para fora do
linfonodo, indo para outros tecidos.

Ja os linfécitos T estéo localizados predominantemente entre os foliculos e na
profundidade do cortex. Para serem estimulados, os linfécitos T virgens penetram
em cada linfonodo pela linfa, encontram com os antigenos que foram transportados
para o nodulo pela linfa. Assim, os linfonodos séo locais onde séo iniciadas as
respostas dos linfécitos T aos antigenos protéicos originados na linfa. A medula do
linfonodo normalmente contém linfécitos dispersos, grande niumero de macrofagos e
de células dendriticas e, nos linfonodos que drenam locais de imuniza¢do, contém

numerosos plasmaocitos oriundos de canais linfaticos (ABBAS, 2000).
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Os mecanismos responséveis pelo sequestro anatdmico das diferentes
classes de linfécitos em &reas distintas do linfonodo ainda ndo estdo esclarecidos. A
estrutura dos linfonodos né&o é fixa, mas se modifica com a exposi¢éo aos antigenos.
Por exemplo, os centros germinativos se desenvolvem em uma semana depois da
imunizacdo e, em geral, regridem depois que o estimulo antigénico for eliminado
(MALE, 2006).

Baco

O baco, outro tecido linféide, é irrigado por uma Unica artéria esplénica que se
divide em arteriolas, as quais sdo cercadas por bainhas linféides periarteriolares,
contendo centros germinativos. Essas bainhas linféides séo cercadas por linfocitos T
e B (polpa branca) e macréfagos, células dendriticas, plasmocitos e hemacias (polpa
vermelha). Antigenos e linfocitos entram no bacgo através de sinusoides vasculares.
A ativacdo de linfécitos B € iniciada nas zonas marginais que sdo adjacentes aos
linfécitos T auxiliares nas bainhas linféides. Os linfocitos B, depois de ativados,
migram para os centros germinativos ou para a polpa vermelha (Figura 3 deste
apéndice).

Essencialmente, a fungdo do bago e suas respostas aos antigenos sdo muito
semelhantes as dos linfonodos. A diferenga consiste que o bago é o sitio principal
das respostas imunes aos antigenos origindrios do sangue, enguanto que 0S
linfonodos sdo envolvidos nas respostas aos antigenos conduzidos pela linfa. O
baco é também um importante “filtro” para o sangue, ou seja, os macrofagos e sua
polpa vermelha retiram do sangue as substancias estranhas e indesejaveis
juntamente com os eritrocitos senis, mesmo na auséncia de imunidade especifica
(FERNANDES & ESPINDOLA, 2007).

Existem 6rgéos linféides estrategicamente espalhados por todo o organismo,
tanto em humanos como em animais. E o caso das Placas de Peyer no intestino,

nas amigdalas, na faringe, nas mucosas, na pele, etc.
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Figura 3. Destino do antigeno no Baco, enfatizando a seqiiéncia de populacdes celulares

gue se ligam e apresentam antigenos aos linfocitos. (il. color. adaptada do livro Imunologia Celular &
Molecular. ABBAS, 2000)
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APENDICE II: Complemento - Resposta imune e interacdo peptideo-anticorpo

A esséncia da resposta imune adaptativa € a capacidade de um organismo
reagir a presenca de substancias estranhas e produzir anticorpos ou LT
sensibilizados capazes de interagir especificamente com estas substancias e
proteger o hospedeiro de uma invasdo. Um antigeno ou imundgeno é o nome dado
a substancia que é capaz de induzir a este tipo de resposta imune e que também é
capaz de interagir com células sensibilizadas e anticorpos que sao gerados contra
eles. Usualmente, os antigenos sdo macromoléculas que contém sitios antigénicos
distintos ou epitopos que s&o reconhecidos e interagem com varios componentes do
sistema imune. Eles podem existir como moléculas individuais compostas por
substancias organicas sintéticas, lipoproteinas, glicoproteinas, RNA, DNA,
polissacarideos, ou eles podem fazer parte da estrutura celular de fungos, bactérias,
virus ou parasitas (NIBBELING et al., 1998).

Pequenas moléculas como o0s peptideos curtos, no caso uma grande
variedade de toxinas algais como as microcistinas, embora sejam capazes de
interagir com produtos da resposta imune, freqientemente ndo sédo capazes de
induzir uma resposta imune (MIKHAILOV et al., 2001). Esses haptenos sé&o
considerados antigenos incompletos, e, embora ndo sejam capazes de causar uma
imunogenicidade por si sé ou induzir a producao de anticorpos, eles podem se tornar
imunogénicos atraves de seu acoplamento a uma proteina carreadora. Carreadores
sdo antigenos de alto peso molecular que sédo capazes de induzir a formacao de
uma resposta imunolégica quando administradas in vivo.

Em uma resposta imune induzida pelo sistema hapteno-carreador, o linfécito
B pode atuar como uma célula APC (célula apresentadora de antigeno) (Figura 1
deste apéndice). A partir dai, o complexo hapteno-carreador é endocitado e
processado (fragmentado em peptideos) pelo LB (1° sinal de ativagdo), e depois é
apresentado ao LTh-2 (linfocito T helper 2), o qual secreta interleucinas (IL 4, 5, 6 e
10) e IFNy (interferon gama) (2° sinal de ativacdo) que resultardo na proliferacéo e
diferenciacdo do LB em plasmdcitos, onde estes produzem anticorpos contra o
hapteno, contra o carreador e contra uma regido comum entre hapteno-carreador
(ABBAS, 2000).
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Figura 1. Resposta imune induzida pelo sistema hapteno-carreador. Modelo esquematico
do processamento do antigeno, ativacao e proliferacéo do linfécito B e, producéo de
anticorpos especificos.

Em geral, no sistema hapteno-carreador, as células B produzem anticorpos
que sdo especificos tanto para o hapteno como para o carreador, como foi dito
anteriormente. Nestes casos, as células T vao apresentar dominios de ligacédo
especificos no carreador, mas ndo vao reconhecer o hapteno sozinho. Como um
mecanismo de sinergismo, tanto os linfécitos T quanto os linfécitos B cooperam para
induzir a uma resposta hapteno especifica. Mesmo depois que a resposta imune ja
tenha sido estabelecida, se doses reforgos forem administradas somente com o
peptideo, anticorpos hapteno especificos serdo produzidos a partir das células de
memoéria formadas apds imunizacgéo inicial (HERMANSON, 1996).

O sistema imune € um sistema muito mais complexo do que foi resumido
aqui. Em varios exemplos citados, a resposta mediada por uma célula B usando um
peptideo (seja ele sintético ou ndo), nem sempre vai garantir uma imunidade

protetora completa direcionada ao antigeno intacto. A resposta imune gerada a partir
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de um epitopo presente em um peptideo inserido em uma particula viral ou em uma
célula bacteriana ou em uma proteina carreadora pode ser suficiente para gerar
linfécitos B de memdéria. E nesses casos, acredita-se que a resposta mediada por
um linfécito T citotoxico € mais um indicador importante da imunidade protetora.
Peptideos sintetizados para serem mais imunogénicos, ou seja, peptideos contendo
epitopos com sitios ligantes para reconhecimento de LB e LT é um dos maiores
desafios da pesquisa na area de imunologia nos dias de hoje.

O conjugado peptideo-proteina carreadora também é muito utilizado para
produzir anticorpos monoclonais altamente especificos. Esses anticorpos obtidos
frequentemente sdo usados para investigar a estrutura e a interag&o entre proteinas.
Em muitos casos, os haptenos usados para gerar esses monoclonais fazem parte de
pequenos segmentos de moléculas que representam sitios antigénicos importantes
na superficie de diversas proteinas. Monoclonais obtidos a partir de uma sequéncia
de peptideos véo interagir em vias bem definidas com a proteina a qual lhe deu
origem (HERMANSON, 1996).

A resposta imune humoral pode ser iniciada no baco (para antigenos que
entram na corrente sanguinea), nos linfonodos (para antigenos que entram pela pelo
ou outros epitélios) e tecidos linféides da mucosa (para antigenos inalados ou
ingeridos). As imunoglobulinas com funcéo protetora permanecem na circulagdo
enquanto os antigenos estiverem presentes.

Na resposta imune primaria, sdo geradas células B de memoria de longa
duracdo. A resposta imune secundéaria é desencadeada quando o mesmo antigeno
estimula as células B de memodria, levando a proliferacdo mais rapida e a
diferenciac@o e produgdo de quantidades de anticorpo especifico maiores que na

resposta imune primaria (Figura 2 deste apéndice).
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Figura 2. Cinética da resposta imune humoral apds primeiro e segundo contato com o
antigeno. (il. color. adaptada do livro Imunologia Celular & Molecular. ABBAS, 2000)
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APENDICE lIl: Complemento - Fatores que influenciaram a padronizacéo do
ensaio ELISA indireto para avaliagdo da producgdo de anticorpos IgG anti-
MCLR

Durante os experimentos alguns problemas foram encontrados, nos quais
foram solucionados utilizando as técnicas, reagentes e informacdes disponiveis no

momento. Entre elas estao:

(i) O controle positivo (anticorpo monoclonal anti-MCLR) disponivel foi obtido através
da conjugacdo da toxina MCLR a proteina carreadora cOVA (Ovoalbumina
cationizado). Portanto, surgiu a davida se era possivel padronizar um ensaio de
ELISA indireto sensibilizando a placa com MCLR-cBSA. Por isso, foram realizadas
algumas andlises por ELISA indireto utilizando o anticorpo comercial (diluicdo
1:5000). Sensibilizamos pogos com MCLR-cBSA, outros somente com o cBSA e
outros somente com a toxina MCLR de interesse. No primeiro caso observou-se que
este anticorpo comercial reconhece o conjugado MCLR-cBSA, cBSA isolado e a
toxina MCLR, nesta ordem decrescente. Logo o anticorpo comercial MC10E7
(Alexis®, BioAgency, Brasil) ndo poderia ser utilizado como controle positivo, em
decorréncia da reatividade inespecifica ao cBSA. Por outro lado, ficou confirmado
que a toxina sozinha pode ser adsorvida & placa Corning® high binding (EUA), pois

foi observada uma leitura do pogo sensibilizado com MCLR somente.

(i) Outro problema foi que, inicialmente a proteina carreadora mcKLH estava
indisponivel para realizar a conjugag¢do. Portanto, grupos de animais foram
imunizados utilizando diferentes vias e antigenos, entre eles utilizando MCLR-cBSA.
E, como a realizagdo de uma triagem dos soros por ELISA sensibilizada com BSA,
ndo poderia ser feita, 0 ensaio da cinética foi elaborado sensibilizando placas
somente com a toxina MCLR. S6 que ao utilizar soro de camundongo diluido (1:200),
como era observado um relativo “excesso” de anticorpo, a detecgédo de anticorpo
anti-MCLR de animais imunizados foi observada, pois diferentes diluicbes de soro
desses animais foram trabalhadas, diluindo ou concentrando as amostras. Varias
fusbes foram realizadas na tentativa de obter anticorpos monoclonais, mas a
deteccéo da presenca de clones secretores de anticorpos ficou comprometida, pois

0s pocos contendo clones secretores de anticorpos de interesse estariam com
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poucas células, sendo entdo insuficientes para secretar quantidades necessarias
para serem detectados pelo método de ELISA padronizado, mesmo trabalhando

com o sistema Avidina-Biotina.

(iii) Outro grande problema foi que, apds imuniza¢cées com antigeno contendo BSA,
foi necessério trabalhar com uma solucdo de bloqueio que ndo contivesse essa
proteina. Por isso, realizou-se varios testes com diversas solu¢bes de bloqueio,
entre elas a gelatina (oriunda de cartilagem bovina), leite desnatado (Molico, Nestle®,
Brasil) e caseina. Exceto a caseina, todos os outros apresentam BSA em sua
formulacdo, sendo, portanto excluidos da padronizacdo por ELISA em animais
imunizados com antigeno que contivesse BSA na emulsdo. Existe também a

gelatina de peixe, mas ndo estava disponivel no momento.

(iv) Ao serem realizadas imunizagfes de animais com MCLR-BSA (BSA cationizado
ou ndo), para a triagem da cinética de produgdo de IgG, placas de ELISA foram
sensibilizadas com MCLR-mcKLH, mas praticamente nenhuma reatividade foi
observada. Apesar de ser um excelente imundgeno, neste experimento, o KLH n&o
se mostrou um bom antigeno de sensibilizagdo, talvez por alguma mudanca
conformacional em sua estrutura na presenca do tamp&o de sensibilizagdo, ou

entdo, pela insuficiente produgéo de anticorpos IgG.
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