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RESUMO

Neste trabalho, foi estudada a deteccao da IgG-anticardiolipina presente em soros de
pacientes com doencas autoimunes, utilizando lipossomas polimerizados. A vantagem desse
sistema € o reconhecimento molecular e transducido de sinal em uma tunica etapa. O uso de
soros reais, ao invés de soros de referéncia, objetivou avaliar a potencialidade dos lipossomas
polimerizados para aplicacdo em diagndstico clinico-laboratorial. Os estudos foram realizados
com “pools” de soros de pacientes com doencas auto-imunes, os quais foram previamente
caracterizados através da dosagem de trés niveis de IgG-especifica designados como alta
(5152,01 pg/mL), média (2030,49 pg/mL) e baixa concentracdo (13,39 e 14,03 ug/mL). Soro
sadio, com concentragdo de IgG anti-cardiolipina 5,58 pug/mL foi usado como controle. Os
lipossomas monoméricos foram compostos do dcido diacetilénico 10,12-tricosadiindico e
cardiolipina. A polimerizacdo foi feita por irradiacdo de luz ultravioleta com a maxima
absor¢do na regido do azul. As interagdes foram estudadas com a cardiolipina livre e na
superficie dos lipossomas polimerizados. A discriminagdo entre os soros autoimunes € SOro
sadio foi estudada em lipossomas polimerizados, através da diluicdo dos soros ou através da
sua purificacdo com gel de sepharose- proteina G, o grau de polimerizacio e a concentracdo de
cardiolipina. Os resultados mostram que as ligacdes especificas sdo predominantes em relagao
as inespecificas, porém os componentes nao especificos exercem interferéncia expressiva. Nos
lipossomas polimerizados, os padrdes de absorbancias do vermelho e do azul com o tempo, sdo
diferentes para os soros autoimunes e sadio, resultando em sinais espectrais maiores para o
soro sadio. A dilui¢ao ou purificagdo muda o padrao de absorbancia do azul, a qual decresceu
com a interacao, intensificando o sinal colorimétrico do vermelho resultante. A polimerizacao e
a concentragdo de cardiolipina intensificam os sinais colorimétricos, porém nao discriminaram
a olho nu a diferenca entre soro sadio e autoimune. O estudo dos efeitos da diluicdo e
purificagdo apontam condi¢des onde a discriminacdo do sinal pode ser maximizada. Esses
resultados mostram a potencialidade dos lipossomas polimerizados para a detec¢do de
anticorpos anticardiolipina em soros reais em ensaio de etapa Unica, € demonstram a
factibilidade da andlise espectral no estudo de interacdes moleculares em sistemas complexos.

Palavras-chave: Lipossomas polimerizados, cardiolipina, anticorpos anti-cardiolipina,

nanotecnologia, imunoensaios, Biossensores.
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Abstract

This work studies the detection of anticardiolipin IgG present in the sera o patients with
autoimmune diseases , using polymerized liposomes. The advantage of this system is the
molecular recognition and transduction of signal in a single step. The use of real sera, instead
reference sera, aimed to evaluate the potentiality of polymerized liposomes to application in
clinical-laboratorial diagnosis. The studies were carried out using pools of sera from patients
with autoimmune diseases, which were previously characterized through the dosage of specific
IgG level. Three levels of specific-IgG were selected, which were classified as high (5152,01
pg/mL), medium (2030,49 pg/mL) and low concentration (13,39 e 14,03 ug/mL). Serum from
healthy individuals, with 5,58 pg/mL IgG anti-cardiolipin was used as control. The monomeric
liposomes were composed by the diacetylenic acid 10,12-tricosadiynoic and cardiolipin. The
polymerization was perfomed by irradiation in the UV wave lenght, with the maximum
absorption in the blue region. The interactions were studied on the free cardiolipin and on the
surface of polymerized liposomes. The discrimination between autoimmune and health sera
was studied in polymerized liposomes through the dilution of sera, purification of sera using
sepharose- protein G gel, the polymerizatio level and the cardiolipin concentration. The results
show that the specific binding are predominant in related to the inspecific ones, but the
interference of non-specific components is significant. The patterns of absorbance in red and
blue along time in polymerized liposomes are different for the autoimmune sera and healthy
serum. The dilution or purification chages the absorbance pattern in the blue, which decreasing
as a consequence of the interaction, intensifying the final red signal. The polymerization and
the cardiolipin concentration in liposomes intensified the colorimetric signals, but they don’t
discriminate by naked eye the dfferences between autoimmune and health sera. The study of
the effects of dilution and purification pointed out to conditions where the signal
discrimination may be maximized. These results show the potentialities of polymerized
liposomes to detection of anticardiolipin antibodies in real sera using a single step assay.
Furthermore, they demonstrate the factibility of the spectral analysis on the study of molecular
interactions in complex systems.
keywords: polymerized liposomes, cardiolipin, 1gG anti-cardiolipin, nanotechnology,

immunoassays, biosensors.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

A determinagdo de anticorpos antifosfolipides em soros de pacientes com doengas
atoimunes € usualmente feita através de ensaio heterogéneo em fase solida designado como
ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay). Esse ensaio padronizado é comercializado
na forma de kits (geralmente importados) que utilizam placas de poliestireno recobertas
com antigeno especifico. Apesar de constituir uma poderosa técnica extensamente usada
para diagndstico clinico-laboratorial, os custos associados ao ensaio ELISA ainda sdo
elevados. Além disso, este ensaio € composto de vérias etapas, as quais aliadas ao controle
impreciso da densidade de antigenos sobre as placas, conduzem muitas vezes a
variabilidade de resultados obtidos em diferentes laboratérios, bem como utilizando
diferentes kits.

Com o objetivo de contornar as limitagdes acima citadas na determinagdo de
anticorpos antifosfolipides utilizando o ensaio ELISA, neste projeto foi proposto um ensaio
alternativo utilizando lipossomas polimerizados contendo na sua superficie o ligante de
afinidade cardiolipina, visando o desenvolvimento de um kit para aplicacoes em
diagnostico clinico-laboratorial. Em termos de kit diagnéstico, a cardiolipina ¢
representativa dos fosfolipidios no diagndstico clinico-laboratorial de doencas auto-imunes
que compdem a “Sindrome Anti-fosfolipide”. Lipossomas com ligantes de afinidade
mimetizam as membranas celulares com receptores especificos na sua superficie.

A extensdo da polimerizacdo dos lipossomas produz alteracdes no espectro de
absor¢do de luz da solucdo, que nos instantes iniciais tem a méxima absor¢do na regiao do
azul, passando para o purpura e vermelho, em decorréncia das tensdes criadas na estrutura
dos lipossomas com conseqiiente desalinhamento progressivo das insaturacoes.

O ensaio homogéneo com lipossomas polimerizados € composto de 1 etapa
somente: a solu¢do de lipossomas polimerizados na cor azul, em proporcao definida, é
simplesmente adicionada ao soro em andlise. Mudancas de cor da solu¢do, praticamente

instantaneas e visiveis a olho nu ocorrem quando os anticorpos estdo presentes no meio.



Assim, a solucdo adquire a coloragao purpura, rosa ou vermelho, conforme a concentragio
de anticorpos especificos adsorvidos. Nao hd portanto a necessidade de utilizacdo de
anticorpo conjugado e etapa de reagdo enzimdtica para desenvolvimento de cor,
caracteristicos do ensaio ELISA.

Devido as suas caracteristicas, o ensaio lipossomal pode ser usado de forma
qualitativa e quantitativa. Quando usado de forma qualitativa, este ensaio pode ser util para
a selecdo prévia de soros de pacientes com doencgas imunoldgicas, tais como doengas
autoimunes, para posterior diagndstico clinico-laboratorial. A detec¢do a olho nu da
mudanca de cor da solugdo, permite que esse ensaio qualitativo seja feito com facilidade
também em campo, sem a necessidade de utilizacdo de equipamentos adicionais para
leitura ou transducdo do sinal produzido. Além disto, o ensaio também permite a andlise
quantitativa da adsorcdo dos anticorpos, através da leitura da intensidade de cor em
espectrofotometro e calibracio prévia do sistema.

O estudo de lipossomas polimerizados como biossensores, datam do final da década
de 90, quando os trabalhos foram voltados para a detec¢ao de estruturas supramoleculares
como bactérias e organelas celulares. Os trabalhos de detec¢ao de anticorpos sdo mais
recentes, com estudos de poucos grupos, que utilizaram anticorpos especificos e ndo
especificos em solugdes-padroes como soros de referéncia. A detec¢do de anticorpos anti-
cardiolipina em lipossomas também foi estudada anteriormente pelo nosso grupo,
utilizando soro de referéncia de kit diagndstico e IgG ndo especifica comercial. Foram
usados lipossomas magnéticos e lipossomas polimerizados, de mesma composi¢ao que os
utilizados neste trabalho. Ensaios com soros reais foram feitos de modo preliminar,
resultando na motivagao para o desenvolvimento deste trabalho.

Dentro deste contexto, o presente trabalho estudou inicialmente a interagdo entre os
soros e a cardiolipina livre em solucd@o. A andlise espectral foi utilizada para determinagao
da estequiometria da liga¢do aceptor-ligante. Os lipossomas polimerizados foram
preparados a partir do dcido diacetilénico 10,12-tricosadiindico cujas insaturagdes sofrem
polimerizacdo por irradiacdo com luz ultravioleta. A polimerizacao foi feita em tempos pré-
determinados, de modo a se ter diferentes intensidades de coloragdo azul, decorrentes da
extensdo da polimerizagdo. Nesse ponto a polimerizacdo foi interrompida, e os lipossomas

polimerizados foram armazenados ou colocados em presencga de soros sadio ou de



individuos doentes. As mudancgas de cor produzidas pela adsor¢do dos anticorpos foram
analisadas através do padrdo dos perfis de absorbancia no azul e no vermelho com o tempo,
da razao entre as absorbancias no vermelho e no azul, e através do parametro Resposta
Colorimétrica, que quantifica a mudanga percentual da absorbancia no azul inicial.

Para avaliacdo do desempenho dos lipossomas polimerizados na aplicagdo em
questdo, foi estabelecido o esquema experimental do Esquema 1. Este planejamento
envolveu o trabalho conjunto dos 4 sub-grupos de pesquisa da Unicamp, que trabalharam
em sincronia desde a sintese dos fosfolipidios diacetilénicos até os ensaios com “pools” de
soros de individuos acometidos com doencas autoimunes. Deste modo os dacidos
diacetilénicos foram sintetizados no Laboratério de Sintese de Substincias Orgénicas
(LASSO/1Q), sob a coordenagdo do Prof. Dr. Carlos Roque Duarte Correia; os lipossomas
polimerizados preparados e caracterizados no Laboratério de Desenvolvimento de
Processos Biotecnolégicos, LDPB/FEQ, sob a orientacdo da Profa. Maria Helena Andrade
Santana; a purificagdo dos soros no Laboratdrio de Interagdo Molecular e Bioengenharia,
LIMBIio/FEQ, sob a orientagao da Profa. Dra. Sonia Maria Alves Bueno, e os ensaios
colorimétricos realizados no Laboratério de Imnologia Clinica e Alergia (LICA), de cuja
soroteca 0os “‘pools” de soros foram disponibilizados, coordenados pelo Prof. Dr. Ricardo

de Lima Zollner.
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Figura 1.1 — Planejamento experimental para avaliacio do desempenho de lipossomas polimerizados na

deteccdo de anticorpos antifosfolipides.



CAPITULO 2

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi estudar as interacdes entre a IgG-especifica de
anticorpos anticardiolipina proveniente em “pools”de soros reais (de pacientes acometidos
de doencas autoimunes) e a cardiolipina  presente na superficie de lipossomas
polimerizados, de modo a avaliar a potencialidade desse sistema para a aplicacio em
diagnéstico clinico-laboratorial, com a andlise em uma tnica etapa e discriminacdo a olho

nu, do sinal colorimétrico resultante da intera¢do de soros autoimunes e soro sadio.



CAPITULO 3

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serd apresentada uma revisdao dos aspectos abordados no presente
trabalho. Pela multidisciplinaridade do tema, essa revisdo ndo tem o objetivo de descrever
de maneira exaustiva e completa os tépicos aqui abordados. Porém, a descricao apresentada
visa fundamenté-los cientificamente, permitir o entendimento da sua inser¢do no tema e dar

suporte a interpretacdo dos resultados experimentais.

3.1 SISTEMA IMUNE E ANTICORPOS

O sistema imunitdrio dos vertebrados € uma grandiosa rede de moléculas e células
com um sO objetivo: distinguir entre o que € € o que ndo é proprio do individuo Esta
capacidade discriminativa € conhecida como ‘“self tolerance” ou tolerancia aos
componentes proprios do organismo. Sua funcdo primordial € de proteger os vertebrados
contra microorganismos tais como virus, bactérias e parasitas. Suas caracteristicas de
destaque sdo a especificidade, a adaptacdo e a memoria. Os elementos de reconhecimento
da resposta imunitdria humoral sdo proteinas soldveis chamadas anticorpos ou
imunoglobulinas, produzidas pelas células plasmaticas. Na resposta imunitaria celular, os
linfécitos T matam células que apresentem padrdes estranhos em sua superficie. Também
estimulam a resposta humoral ao ajudar as células B, as precursoras das células plasmaéticas
(STRYER, 1992; (ABBAS et al., 2002). As imunoglobulinas sdo proteinas sintetizadas in
vivo em resposta a presenca de uma substancia estranha. Sao secretadas pelas células
plasmaticas, que sdo derivadas dos linfécitos B. Essas proteinas soluveis sdo os elementos
de reconhecimento da resposta imunitaria humoral. Cada anticorpo tem afinidade especifica
para o material estranho que estimulou a sua sintese. Uma molécula estranha capaz de
promover a formagdo de anticorpo é chamada de antigeno ou imunogénio (STRYER,
1992).

Os anticorpos, que representam 20% das proteinas plasmadticas, sdo
imunoglobulinas (Ig) que reagem especificamente com o antigeno que estimulou a sua

producdo. As imunoglobulinas sdo glicoproteinas compostas de 82 a 96% de proteinas e 4 a



18% de carboidratos. Cada molécula de imunoglobulina é composta basicamente de duas
cadeias pesadas idénticas e duas cadeias leves idénticas unidas por ligacdes dissulfeto
conforme ilustrado na Figura 3.1. As cadeias pesadas tém massa molecular de 50 000 Da e
as cadeias leves, em torno de 23 000 Da (ROITT et al., 1999). Existem diferentes formas de
imunoglobulinas humanas e essa variedade € tipica dos mamiferos em geral. Sdo
conhecidas cinco classes de imunoglobulinas. Sao elas: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM. Existem
quatro subclasses de IgG (IgGy, IgG,, IgG; e 1gGy) e duas subclasses de IgA (IgA; e IgA»)
(VLUG A & VAN REMORTEL P, 1989). Através da clivagem enzimatica da molécula de
IgG pela papaina, obtém-se dois fragmentos, denominados Fc e Fab. O fragmento Fab
(regido amino terminal) contém os sitios de ligacdo com o antigeno. O fragmento Fc
(regido carboxila terminal) ndo possui atividade de anticorpo, mas estd envolvido na
transferéncia placentéria, na fixagdo de complemento, na ligacdo a varias células e outras
atividades bioldgicas (JAWETS et al., 1998).

As classes e subclasses de imunoglobulinas sdo determinadas pelo tipo da sua
cadeia pesada. As estruturas das cadeias pesadas diferem na seqii€éncia de aminodcidos, no
comprimento das cadeias e no conteido de carboidratos. Os diferentes isotipos de Ig
possuem fungdes bioldgicas diferentes. Segundo ROITT et al. (1999), as propriedades
bioldgicas das imunoglobulinas nos seres humanos sao:

e [gM: produzida nos primeiros estidgios da resposta imune.

¢ [gG: a mais abundante do soro, produzida nos dltimos estdgios da resposta
imune.

e JgA: é a mais abundante em secre¢des exdcrinas (saliva, ldgrimas, muco
bronquico € muco intestinal). Primeira linha de defesa contra antigenos
bacterianos e virais.

e IgD: receptor de ligacdo (antigeno-células B), raros no soro, ndo havendo até
0 momento, outra fun¢do bioldgica descrita.

e [gE: baixos niveis no soro, importante ao conferir protecao contra parasitas;

possui fun¢do nas reagdes alérgicas.
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Figura 3.1 — Estrutura do anticorpo (imunoglobulina G) (LEHNINGER et al., 2000)

Algumas propriedades fisico-quimicas das imunoglobulinas sdo apresentadas na

Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Propriedades fisico-quimicas das imunoglobulinas (modificado de ROITT et

al., 1999)

IgA IgDh IgE IgG IgM

Massa molecular (kDa) 160 185 200 150 900
Teor de carboidratos (%) 7-11 9-14 12 2-3 12
Total de imunoglobulina no soro adulto (%) 13 0-1 0,002 80 6




As quatro subclasses de IgG diferem principalmente na regido intermedidria em
termos de ndmero de residuos envolvidos e nimero de pontes dissulfeto. Os niveis de
subclasses de IgG no soro s@o influenciados por varios fatores como: idade, ragca e sexo
(VLUG A & VAN REMORTEL P, 1989).

H3é evidéncias de que a maioria dos auto-anticorpos presentes em pacientes com
doencas auto-imunes 6rgdo nao-especificas sdo predominantemente das subclasses IgG; e

IgG; (MARAN et al., 1997).

3.2 DOENCAS AUTO-IMUNES

A imunidade especifica ou imunidade adquirida, que é extraordindria capacidade de
distinguir entre diferentes microrganismos ¢ macromoléculas, ¢ um poderoso mecanismo
do organismo para a eliminacdo de microrganismos patogénicos e outras substincias
antigénicas estranhas. Os mecanismos efetores da imunidade especifica, como o
complemento (sistema de proteinas do soro e da superficie celular que interagem
mutuamente e com outras moléculas do sistema imune para gerar importantes efetores das
respostas imunes inatas e adquiridas), fagdcitos (células responsdveis pela fagocitose),
células inflamatodrias e citocinas (proteinas produzidas por tipos celulares muito diferentes
que medeiam as reacdes inflamatdérias e imunes) ndo sdo, em si, especificos para os
antigenos estranhos. Portanto, as respostas imunes e a inflamag¢do concomitante sdo
freqlientemente acompanhadas pela lesdo local e sist€émica aos tecidos normais proprios.
Contudo, normalmente tais efeitos colaterais patoldgicos sdo controlados e autolimitados,
cedendo com a eliminacdo do antigeno estranho. Ademais, os individuos normais sao
tolerantes com relacdo aos seus proprios antigenos, € ndo desenvolvem respostas imunes
contra os tecidos aut6logos (ABBAS et al., 2002). Entretanto, distirbios podem ocorrer e
desencadear processos auto-imunes, nos quais sdo produzidos anticorpos que reagem com
componentes proprios do individuo (ROITT et al., 1999). Neste caso os anticorpos sao
denominados auto-anticorpos. Numerosas evidéncias indicam que rea¢des auto-imunes sao
causa de certas enfermidades humanas, conhecidas como doencas auto-imunes (COTRAN

et al., 2000).



As doengas auto-imunes podem ser divididas em 6rgdo especificas e 6rgdo nao-
especificas (ROITT et al., 1999). Tais distdrbios podem ser vistos na forma de um espectro
(Figura 3.2) onde em uma extremidade estdo as doengas 6rgdo especificas apresentando
auto-anticorpos séricos especificos a um determinado 6rgdo. Na outra extremidade do
espectro estdo as doencas 6rgdo nao-especificas, podendo ser exemplificada pelo lupus

eritematoso sist€mico (LES).

Doencas orgao especificas
Tireoidite de Hashimoto
mixedema primario
Tireotoxicose
Sindrome de Goodpasture
Myasthenia gravis
Esclerose mutipla
Purpura trombocitopénica idiopatica
Hepatite cronica ativa
Sindrome de Sjogren
Artrite reumatoide
Dermatomiosite
Escleroderma

Lupus eritematoso sistémico (LES)

Doencas 6rgao nao-especificas

Figura 3.2 — Espectro das doencas auto-imunes (Adaptado de ROITT et al., 1999)

O LES € uma doenca auto-imune multissistémica cronica que afeta, sobretudo,
individuos do sexo feminino. Os principais sintomas desta doenca sdo: erupcdes cutaneas,
artrite e glomerulonefrite (inflamagao dos glomérulos renais); mas também sao comuns:
anemia e envolvimento do sistema nervoso central (ABBAS et al., 2002). Encontra-se uma

variada colecdo de auto-anticorpos, alguns dos quais reagem com o DNA e outros
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constituintes das células do organismo (ROITT et al., 1999). Dentre os auto-anticorpos
presentes em pacientes com LES destaca-se os anti-fosfolipides dirigidos, principalmente,
contra componentes presentes no nucleo. Os anticorpos anti-fosfolipideos podem ser
detectados em 26% dos casos de pacientes com LES. O antigeno da reacao € a cardiolipina,
que estd clinicamente associada ao desenvolvimento de trombose e trombocitopenia que,
em ginecologia, estdo relacionadas a morte intra-uterina ou aborto. Os auto-anticorpos anti-
cardiolipina podem ser das classes IgA, IgG e IgM (FERREIRA & AVILA, 1996). A
determinagdo de IgM pode indicar o inicio da doenga auto-imune, IgG € encontrada em
estdgios progressivos da doenca. Os auto-anticorpos do tipo IgA estdo freqiientemente

associados com a presenca de IgG.

3.3 CARDIOLIPINA E SUA INTERACAO COM ANTICORPOS

A cardiolipina € um fosfolipidio duplo contendo quatro cadeias de 4cidos graxos.

Na Figura 3.3, é apresentada a sua férmula estrutural.

0 o}
tl‘f ?Hz—ﬂ—flll—m tlst—o—%—o—?Hz ﬁ
Rz—c—c—tlz—H rlclJ HD—I:ll—H o) HC—O—C—R;
CHQ—D—IT O—CH, H;,_-c—o—fﬁ—m
&

e
Cardiolipina

Figura 3.3 — Férmula estrutural condensada da cardiolipina (DEVLIN, 1997).

Esse fosfolipidio pode ser obtido por sintese quimica ou pode ser extraido da
membrana mitocondrial interna, na qual existe na propor¢do de 20 mol% do total de
lipidios, constitui o principal fosfolipidio com carga negativa e desempenha importante
fungdo estrutural e no transporte de ions cdlcio. Em geral, a cardiolipina isolada de
mamiferos é altamente insaturada nos seus grupos laterais R, e especificamente enriquecida

em acido linoléico.
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Uma das caracteristicas marcantes da molécula de cardiolipina € o polimorfismo
que apresenta em dispersdes aquosas. Em excesso de tampao, o sal sédico de cardiolipina
bovina organiza-se em bicamadas extendidas como caracterizado por ressonancia
magnética de foésforo, 3'P_NMR . Entretanto, a interacdo com ions cdlcio induz uma
transi¢do de fase reversivel de bicamada para a fase hexagonal , Hy . A temperaturas
fisiolGgicas (36,5° C) predomina a fase hexagonal. A estrutura formada entre a cardiolipina
e lipidios formadores de bicamada ndo é bem determinada, porém a interpretacdo da
estruturagdo através do modelo de micelas invertidas intrabicamada € suportado por
evidéncias experimentais (Kruijff et al., 1982).

A cardiolipina pura ndo reage efetivamente com anticorpos. A molécula deve estar
associada com lipidios auxiliares para 6tima reatividade com anticorpos. A méxima
reatividade envolvendo fixacdo de complemento foi obtida com a mistura cardiolipina,
fosfatidilcolina e colesterol (Maltaner & Maltaner, 1945).

Os requerimentos estruturais da cardiolipina para reagdes com anticorpos humanos
e de coelhos foi extensamente estudado na década de 60, devido a importancia da
cardiolipina no diagndstico sorolégico de sifilis. Estableceu-se que a fosfatidilcolina é o
principal lipidio auxiliar na ligacdo de anticorpos com cardiolipina. A funcdo da
fosfatidilcolina ndo € atribuida a cabeca polar, mas a estruturacio da cardiolipina nas suas
caudas apolares , promovedo a fixagdo do complemento ou a reacdo de aglutinagdo com
anticorpos in vitro, além de também elicitar a produgao de anticorpos para cardiolipina em
coelhos (Faure and Coulon-Morelac, 1963; Inoue and Nojima, 1967, 1969).

Takashi et al., 1979 investigou a influéncia da fluidez da membrana lipossomal,
associada a presenga de colesterol, na reagdo de cardiolipina com anticorpos. Esses autores
concluiram que a ligacdo de anticorpos a lipossomas contendo cardiolipina € independente
do estado fisico da membrana, porém o desencadeamento da reacdo de aglutinagdo de
lipossomas e ativacdo do complemento requer um estado mais fluido das membranas.

Estudos posteriores utilizando soros de pacientes com sifilis, demonstraram o alto
grau de especificidade estrutural de anticorpos anti-cardiolipina e fosfolipidios (Costello
and Green, 1986). Esses autores concluiram que a cardiolipina é um hapten e requer a
presenca da fosfatidilcolina para a sua completa reatividade. Experimentos adicionais de

reatividade em papel de nitrocelulose, mostraram que a ligacio do anticorpo com a
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cardiolipina foi através da por¢ao F,, do anticorpo. Dados de anticorpos ligados em fun¢dao
do aumento da concentragdo do soro, mostraram comportamento hiperbdlico caracteristico
de saturacdo. A linearizacdo destes dados mostrou que a constante de afinidade Ky foi a
mesma para diferentes soros, os quais diferiram somente no constante de maxima ligagao
na saturacdo (reciproca da quantidade de moles de IgG ligado por antigeno ). Baseado
nessas constantes, os mesmos autores calcularam a estequiometria de ligacdo , obtendo
valores da ordem de 11.000 a 16.000 moles de cardiolipina por mol de anticorpo anticorpo
anti-IgG ligado.

Esses resultados confirmaram as observacdes qualitativas dos trabalhos anteriores e
demonstraram que a ligacao entre IgG autoimune e a cardiolipina, embora especifica, pode
ser caracterizada pelo reconhecimento do anticorpo por multiplas moléculas, ao invés do
reconhecimento de um sitio de ligacdo particular na molécula do antigeno. Esse conjunto
de moléculas pode estar na forma de bicamadas, que é a estrutura adquirida pela
cardiolipina em solu¢@o aquosa.

Estudos mais recentes enfocaram a seletividade da ligacdo de IgG anti-cardiolipina
em lipossomas magnéticos contendo fosfatidilcolina e cardiolipina. A quantificacdo da
ligacdo foi feita diretamente através de andlise espectral da ligacdo dos anticorpos, e
indiretamente através de curvas de “brackthrough” (Pinho et al., 2008). Esses estudos
mostraram, em ambos os casos, a seletividade da ligagdo dos anticorpos anti-cardiolipina
presentes nos soros de pacientes com doencas auto-imunes, em relacdo a soros sadios, € a
saturacdo ocorreu envolvendo varios moles de cardiolipina. Adicionalmente os autores
também mostraram que na saturacdo, a quantidade de IgG especifica ligada por mmol de
cadiolipina era bem menor, quando foi usado soro de referéncia (432U/mmol) , comparada
a quantidade de saturacdo obtida para “pool” de soros de pacientes com doengas auto-

imunes, sem nenhum tratamento prévio (1,53 x10® U/mmol).
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3.4 LIPOSSOMAS EM IMUNOENSAIOS

A nanotecnologia tem ocupado uma posi¢do relevante no desenvolvimento de
biossensores. Demonstra-se que a sensibilidade e desempenho de biossensores € melhorada
com o uso de nanomateriais. Adicionamente, os nanomateriais t€ém permitido a introdugdo
de novos sinais nas tecnologias de transdu¢do em biossensores, como também andlises
simples e rdpidas in vivo. Uma revisao extensa das aplicagdes de filmes e particulas
nanométricas em biossensores € apresentada por Li Sijiao et al., 2004.

Os lipossomas fazem parte das estruturas nanoparticuladas que se auto-agregam
mimetizando as células vivas. A sua estrutura suporta a incorporagao de moléculas de
biorreconhecimento tal como nas membanas celulares. Os lipossomas sdo também usados
para amplificar sinais 6ticos, de ondas sonoras eletroquimicas (Rongen et al., 1997; Hianik
et al., 1999; Baeumner et al., 2003).

CHAIMOVICH et al., (1996), preparou vesiculas unilamerares pequenas de
cardiolipina e fosfatidilcolina encapsulando um corante como marcador. A ligacdo de
anticorpos anti-CL a cardiolipina (CL) na superficie dos lipossomas promoveu um
rearranjo na bicamada, conduzindo ao vazamento do seu contetdido interno.

Anticorpos anti-CL encontrados em pacientes portadores do lupus eritematoso
sisttmico (LES) e sifilis, sdo capazes de se ligar a CL independentemente da 2-
glicoproteina (2-GPI) a baixa for¢a idnica (CHAIMOVICH et al., 1996).

Janoff et al., (1983), explorou o fato da cardiolipina servir como antigeno para
anticorpos anti-ds DNA, desenvolveram um ensaio colorimétrico baseado em lipossomas
contendo cardiolipina para a deteccdo de anticorpos presentes no soro de pacientes com
lupus eritematoso sistémico. Os autores encapsularam um corante (Arsenazo III) capaz de
se ligar a fons divalentes permeados em decorréncia da mudanca da cardiolipina para a fase
Hy A ligacdo dos anticorpos estabiliza a estrutura impedindo o acesso dos cations e
mantendo inalterada a cor original do corante.

Pinho et al., 2008, estudou a seletividade na adsorcao de anticorpos antifosfolipides
sobre magnetolipossomas contendo cardiolipina. Os resultados analisados por curvas de

‘breakthrough”, obtidas da andlise frontal da adsorcio em sistema de magnetoforese,
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mostraram uma diferenca de 10% para a IgG total adsorvida de soros de individuos com
doencas auto-imune e sadios.

Cabral (2000) estudou a preparacdo e caracterizacdo de lipossomas polimerizados
de acido diacetilénico, e as respostas colorimétricas obtidas com lipossomas contendo 20%
de cadiolipina. O estudo da intera¢do com soro de referéncia, que constituiu a maior parte
do seu trabalho, foi reportado em Cabral et al., 2003, demonstrando a especificidade da
interacdo e a diferenca nas respostas colorimétricas para o soro de referéncia (soro
autoimune purificado) e uma IgG-ndo especifica. Neste caso, tratando-se de compostos
purificados, as RC mostraram-se bem distintas, assim como a visualizacdo a “olho nu”
permitiu claramente a observacdo das diferencgas de coloragdo.

Poucos experimentos foram feitos com soros autoimunes e soro sadio reais, ambos
sem purificacdo (Cabral, 2000). No entanto, os resultados j& mostraram que nesse caso a
diferenciacdo torna-se mais dificil, demandando uma maior investigacdo das variaveis que
contribuem para o desenvolvimento da resposta imunolégica.

Os resultados obtidos por Cabral, motivaram o desenvolvimento do presente
trabalho. Um detalhamento maior dos resultados obtidos por Cabral, € aqui feito

comparativamente, no capitulo de resultados e discussao.

3.5 LIPOSSOMAS POLIMERIZADOS

Lipossomas polimerizados constituem um tipo de agregado no qual as moléculas
anfifilicas de fosfolipidios contendo insaturagdes ao longo da unidade molecular que
constitui os grupos polimerizaveis sdo organizadas na forma de bicamada. Semelhantes aos
lipossomas convencionais, essas estruturas formam-se em meio aquoso através da aplicagao
de energia ao sistema (LEHNINGER et al., 2000). Kolusheva et al., 2001, traz uma extensa
revisdo sobre a exploragdo das vesiculas polimerizadas no desenvolvimento de sensores
colrimétricos inteligentes. Essas vesiculas sdo compostas de trés componentes principais:
fosfolipidios, componentes estrutuais das membanas bioldgicas, um conjugado polimérico
poliacetilénico como composto insaturado polimerizivel e moléculas soluveis na
membrana, contendo epitopos ou fragmentos de proteinas que sdo reconhecidos pelos

anticorpos submetidos a teste.
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As insaturagdes nas cadeias de hidrocarbonetos dos compostos poliacetilénicos
permitem a polimerizacdo dos mondmeros por irradiacdo com luz UV, e os lipossomas
polimerizados apresentam propriedades diferenciadas em relacdo aos convencionais, tais
como: aumento da estabilidade, tempo de circulacdio in vivo e amplificacio das
caracteristicas Oticas como sinal e amplitude do espectro de absorcio (CHARYCH et al.,
1998). Apés a irradiacdo UV, a dispersdo das vesiculas apresenta coloracdo azul.
Entretanto, quando anticorpos sao adicionados e reconhecem sitios de afinidade sobre a sua
superficie, a vesicula € estruturalmente distorcida mediante a ligacdo do anticorpo,
causando a mudanga de cor para o vermelho. Essa transicdo colorimétrica é rdpida , e
acontece em consequéncia de interacdes especificas com uma variedade de compostos
biologicos, demonstrando a potencialidade desses lipossomas como sensores
colorimétricos.

Os 4cidos diacetilénicos e seus derivados possuem duas ligagdes triplas conjugadas
na molécula. Sdo de ocorréncia rara na natureza, € na sua maioria sdo obtidos através de
sintese quimica.

Uma rota sintética bem utilizada para a obten¢do dos acidos graxos diacetilénicos
envolve alquilagdes seqiienciais dos dtomos de carbono 1 e 4 do composto 1,4-bis
(trimetilsilil)butadieno (BTMSBD) com haletos de alquila adequados. Utilizando esta rota,
sdo preparados quatro isdmeros posicionais do 4cido octadecadiindico, além dos dcidos
12,14 - pentacosadiindico e 12,14 - heptacosadiindico, todos com bons rendimentos (XU et
al., 1992). Este método proporciona a obtencdo dos dcidos diacetilénicos, que € a etapa
mais critica da sintese dos fosfolipideos diacetilénicos, de uma maneira mais simples e
apresentando bons rendimentos. Além disso, o composto 1,4 - bis (trimetilsilil)butadiino €
disponivel comercialmente. O polimero diacetilénico forma-se a partir da reacao de adi¢ao
do tipo 1-4 dos monomeros diacetiléncos e iniciado por irradiacio UV apresenta
inicialmente a coloragdo azul (HENNIES, 2001).

Os 4cidos diacetilénicos e seus derivados fosfolipidicos possuem importantes
aplicacdes na drea bioldgica, mimetizando biomembranas, bem como na drea médico-
farmacéutica, formando filmes poliméricos para o revestimento de superficies,
melhoramento da biocompatibilidade de implantes ou circuitos extra-corpdreos, em

lipossomas para a liberacdo controlada de fidrmacos e aplicagdes como biossensores

16



(CHARYCH & NAGY, 1996; CHARYCH & PAN, 1997; CABRAL, 2000). Estes 4cidos
formam estruturas agregadas semelhantes aos lipossomas, embora contenham somente uma
cadeia carbOnica na molécula. Se os grupos R dos mondmeros diacetiléncios forem
projetados para transmitir o cdrater anfifilico a molécula, o mondmero reativo pode ser
altamente organizado em filmes ou vesiculas, formando agregados moleculares
(CHARYCH et al. 1998).

Um dos aspectos mais fascinantes da quimica dos poliacetilenos € o cromismo
desses materiais. Esses diacetilenos quando polimerizados sofrem transi¢do de cor em
solucdo decorrente de mudangas no pH, temperatura ou quando submetidos a irradiacdo
UV (TAMURA et al., 1991). Os efeitos de transi¢io e mudancas de cor em filmes de
Langmuir-Blodgett polimerizados do dcido 10,12 - pentacosadiindico a diferentes
temperaturas foram acompanhados em espectrofotdmetro. A transi¢do de cor ¢é atribuida a
mudanca do comprimento do conjugado efetivo, resultado da desordem do esqueleto
polimérico. Desse modo, quando as triplas ligacdes estdo alinhadas, conjugadas em um
mesmo plano, a estrutura absorve a luz na faixa de comprimento de onda do azul (620nm),
passando para o vermelho (550nm), em decorréncia das tensdes, com conseqiiente perda
das conjugacdes. Abaixo da temperatura de fusdo dos mondmeros do 4cido
polidiacetilénico, a transicdo € reversivel, enquanto que acima dessa temperatura a
mudanca do azul para o vermelho pode ser explicada pela oscilacdo vigorosa e o
emaranhamento das cadeias laterais, descaracterizando a estrutura original e provocando

mudangas irreversiveis no esqueleto conjugado.

Lipossomas polimerizados de 4&cidos diacetilénicos apresentam as mesmas
propriedades de transicdo e mudanca de cor que os 4cidos diacetilénicos em monocamadas
de Langmuir-Blodgett. Essas vesiculas sdo sensiveis a mudangas de cor do azul ao
vermelho, por perturbacdes impostas ao sistema, como alteragdes na temperatura ou mesmo
ligacdo de uma molécula na superficie da vesicula.

Os estudos sobre as propriedades cromicas dos lipossomas de acidos diacetilénicos
mostraram que a transicdo de cor do azul ao vermelho estd associada com a mudanca
conformacional do esqueleto do dcido de uma forma planar para uma nao planar. A
localizagdo das insaturagdes na cadeia lateral parece desempenhar uma fungdo critica nessa

mudanca de estrutura (CHARYCH et al., 1998). As transicdes de cor das lipossomas
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polimerizados podem ser monitoradas por espectroscopia de absor¢do visivel. Observam-se
picos caracteristicos da fase azul nos comprimentos de onda 620-640nm e da fase vermelha
em 490-540nm. CHARYCH et al., 1988, definiu o parametro Resposta Colorimétrica, CR,
para quantificar a intensidade de mudangas de cor nos lipossomas polimerizados. A
resposta colorimétrica representa a percentagem de mudanca do azul em relacdo a sua

percentagem inicial, Pb,, definida como:

Pbo = Aazul/[Aazul + Avermelho] x 100% (3])

Onde A € a absorbancia em ambos os comprimentos de onda. A resposta
colorimétrica que caracteriza a conversdo percentual a fase vermelha a uma dada

temperatura e tempo € expressa pela Equagao 2.2:

CR = (Pb, - Pby)/ Pb, x 100% (3.2)

Onde Pbyé a percentagem final de azul apds a transi¢do termocromica.

Os lipossomas de 4cidos diacetilénicos convertem totalmente a fase azul a vermelha
na faixa de temperaturas entre 61-68 °C. A resposta colorimétrica é dependente do
posicionamento da tripla ligagdo ao longo da cadeia acila. O efeito da posicdo do grupo
diacetilénico pode ser compreendido melhor em termos de energia coesiva da cadeia alquil
entre o grupo diino e a cabega polar. A energia coesiva para o C-3 da cadeia alquil do 4cido
com o grupo diino na posi¢do 5,7 foi de ~ 20 KJ/mol comparada a ~ 55 KJ/mol para o C-8
do 4cido polidiacetilénico (PDA) com o grupo diino na posi¢ao 10,12. Esses dados sugerem
que quanto mais distante a ligacao tripla estiver da cabeca polar, mais rigida a ligacdo em
torno do carbono que antecede o grupo diino, estando a estabilizacdo do conjugado
associada a fase azul (CHARYCH et al., 1998).

A natureza multivalente da superficie dos lipossomas oferece a possibilidade de
associacdo de ligantes bioldgicos de modo semelhante as membranas celulares. Essa
caracteristica possibilita os estudos de aplicacdes desse sistema como biossensores

(CHARYCH & NAGY, 1996).
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As propriedades de reconhecimento molecular e transdugdo de sinal dessas
estruturas representam um modelo atrativo para o desenvolvimento de biossensores
(CHARYCH & NAGY, 1996). Lipossomas s@o provavelmente a estrutura mais rudimentar
e que melhor mimetizam as membranas bioldgicas. Essas membranas sintéticas formam
estruturas supramoleculares altamente organizadas que se assemelham as superficies de
células naturais na regido interfacial. Associadas a um polimero conjugado cromoférico sao
capazes de transduzirem, através de propriedades Oticas de absor¢cao de luz, os eventos de
reconhecimento molecular ocorrido na interface (CHARYCH & PAN, 1997).

CHARYCH e colaboradores (1993) produziram um agregado polimerizado em
bicamada, composto de uma monocamada de octadeciltriclorosilano € uma monocamada de
um filme de LB-PDA (Langmuir-Blodgett — 4cidos polidiacetilénicos) funcionalizado com
acido sidlico, para detectar eventos de reconhecimento molecular. Os autores escolheram o
filme de LB-PDA para poder explorar as suas propriedades cromicas. Os mondmeros
lipidicos diacetilénicos foram polimerizados em monocamadas por irradiacdo com luz UV.
Este filme foi projetado para sofrer mudanca de cor, azul a vermelho, devido a interagcdes
receptor-ligante ocorrendo na superficie da bicamada. CHARYCH e colaboradores (1995)
também realizaram um experimento semelhante, utilizando lipossomas PDA (4cidos
polidiacetilénicos) funcionalizados com 4cido sidlico. Este sistema apresentou as vantagens
de reconhecimento molecular e transducdo do sinal molecular em uma tnica etapa. A
bicamada resultante apresentou uma absor¢do mdxima no espectro visivel de 620 nm
caracteristico da cor azul. Quando este filme foi incubado com o virus influenza A, a
ligacdo da hemaglutinina viral ao residuo de dacido sidlico na superficie, resultou na
mudanca de cor do azul para vermelho (550 nm). Estes resultados demonstram que a
transi¢cdo de cor do PDA surge da ligacdo de afinidade entre a hemaglutinina e o acido
sidlico.

O grau da mudanca de cor foi rapidamente quantificado por espectroscopia de
absor¢do na regido visivel. A resposta colorimétrica foi diretamente proporcional a
quantidade de virus ligada.

CHARYCH (1995) na continuagao de seus trabalhos, utilizando liposomas-PDA de
cor azul (resultante de 8 min de irradiagc@o) e purpura (resultante de 24 min. de irradiacdo),

obteve respostas colorimétricas diferentes para uma mesma quantidade de hemaglutinina. A
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incubagdo da solucdo de lipossomas azul com 60 unidades de hemaglutinina de virus
influenza produziu uma resposta colorimétrica de 47%, enquanto os lipossomas purpura,
com a mesma quantidade de hemaglutinina viral, produziu uma resposta de 87%.
Especulou-se que o aumento da sensibilidade do sinal dos lipossomas purpura deveu-se ao
aumento do conteddo do polimero. A fim de estudar os efeitos de adsorcao nio especifica,
os lipossomas foram preparados sem o acido sidlico na matriz lipidica. Estes lipossomas
ndo apresentaram mudanca de cor quando expostos ao virus. A natureza especifica da
interacdo entre o virus influenza e o &cido sidlico foi confirmada por experimentos de
inibicdo competitiva, mostrando que se adsor¢ao ndo especifica ocorre na superficie, parece
nao afetar a cor das solucdes lipossOmicas.

Outro trabalho semelhante foi realizado pelo mesmo grupo (1997), utilizando
moléculas do gangliosidio Gy,,; como receptores na superficie de lipossomas. As vesiculas
foram compostas de 95% de acido 5-7-docosadiindico € 5% de Gpi. A polimerizac¢do foi
efetuada com lampada UV 254 nm por 60 minutos, conduzindo a formac¢do de cadeia
polimérica com duplas e triplas ligagdes conjugadas, e o desenvolvimento de cor azul
escuro/purpura.

No ensaio colorimétrico, incubou-se, com a toxina do coélera, os lipossomas
contendo Gy,;. Determinou-se o espectro de absorc¢ao da luz na regido visivel. A andlise dos
espectros obtidos foram feitas comparando a intensidade do pico a 620 nm (azul) com o
pico a 490 nm (vermelho). A percentagem da fase azul a 620 nm foi entdo determinada pela
relacdo percentual da sua intensidade da absor¢do a 620nm em relacdo a absorcao total (620
+ 490nm). A resposta colorimétrica foi calculada pela variacdo percentual da fracdo da fase
azul apds exposi¢do a toxina (CHARYCH & PAN, 1997).

Os resultados mostraram comportamento sigmoidal, sugerindo cooperatividade na
transi¢do colorimétrica, ou seja, a ligacdo do toxina ao gangliosidio torna favoravel as
ligacdes subsequentes. A variacdo da cor indicou que a ligagdo toxina-gangliosidio
produziu perturbacdes no esqueleto do polimero, devido a movimentagdo da cauda da
molécula de gangliosidio imersa no interior da matriz polimérica. A sensibilidade da
resposta colorimétrica foi maior quando o posicionamento do grupo diacetilénico situou-se
mais proximo a superficie dos lipossomas. A resposta na auséncia de gangliosidio foi de

somente 6%, contra 43% com a presenca de 233 (g/ml de toxina, podendo considerar
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positivos os testes com CR maior que 7%. A substituicdo da toxina do coléra por outras
proteinas, tais como a BSA (albumina de soro bovino), avidina e aglutinina de germe de
trigo, produziu resposta negativa em todos os casos.

Seguindo a linha de reconhecimento molecular de biomoléculas em vesiculas
polimerizadas, MA et al. (1998) utilizaram uma matriz PDA incorporada com um
glicolipidio, DGG (dioctadecil gliceril éster-(-glicosidio), para reconhecimento de
Escherichia coli em solucdao de NaCl. Para isto foram usados dois tipos de diacetilenos:
acido 2.4-tricosadiindico (TCDA) e dacido 10,12-pentacosadiindico (PCDA). Houve
mudanca de cor (azul/vermelho) nas vesiculas de TCDA/DGG quando expostas a solucdo
de NaCL com E. coli. O mesmo ndo aconteceu com as vesiculas de PCDA/DGG,
comprovando que a posicdo do grupo diacetilénico no lipidio desempenha uma fungao
dominante na resposta colorimétrica.

CABRAL (2000), estudou o reconhecimento molecular e desenvolvimento de sinal
colorimétrico em lipossomas polimerizados compostos do acido 10,12 tricosadiindico,
contendo cardiolipina na sua estrutura, como ligante de afinidade, para a deteccdo de
anticorpos anti-fosfolipides. Os lipossomas foram preparados por sonica¢do, com 20% de
cardiolipina, produzindo vesiculas unilamelares monodispersas, com didmetro médio 230 +
30 nm. A preparacdo dessas estruturas foi reprodutivel, e as vesiculas foram estdveis
durante 5 meses. Os resultados da adsor¢do de anticorpos foram expressos em termos de
Imunoglobulina G total. O sinal colorimétrico foi caracterizado pela mudanca de coloragao
das solugdes do “azul” e “purpura” para rosa. O sistema apresentou boa sensibilidade e
especificidade, nos testes com soro de referéncia anti-cardiolipina (usado na calibracdo de
kits diagnéstico dos ensaios ELISA) para esses auto-anticorpos e imunoglobulinas G nao
especificas. A diferenca entre as respostas colorimétricas com soro sadio e soro de
referéncia foi de 60%. Os ensaios com soro de referéncia demonstraram a potencialidade de
deteccdo do sistema, e a sua aplicabilidade em diagnéstico clinico-laboratorial com o
diferencial vantajoso do reconhecimento molecular e transducdo de sinal em uma unica
etapa de andlise. No entanto, o trabalho de CABRAL restringiu-se ao soro de referéncia, o
qual € um soro proveniente de individuos com doencas auto-imunes, porém submetido a

um tratamento prévio de purificacao.
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Na Figura 3.4 tem-se a configuragdo de uma vesicula polimerizada composta de

acido diacetilénico e cardiolipina como ligante de afinidade para deteccao de auto-

anticorpos.
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Figura 3.4 — Configuracdo de uma vesicula polimerizada composta de acido 10,12-
tricosadiinoico e cardiolipina como ligante de afinidade para deteccdo de auto-anticorpos

(adaptado de CABRAL et al., 2003).

3.6 ANALISE ESPECTRAL DA INTERACAO ENTRE LIGANTE E
RECEPTOR

A associagdo entre ligante e aceptor para formar um complexo é freqiientemente
acompanhada por perturbagcdes nas caracteristicas espectrais de espalhamento de luz de um
dos compostos, que geram o sinal proveniente da formagao do complexo ligante-aceptor.
Nos estudos de interagdo nio covalente, quando o aceptor € uma particula recebe o nome de

receptor.
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O estudo da mistura entre o receptor A (cardiolipina) e o ligante S (anticorpo)
possibilita definirmos operacionalmente uma funcao de ligacdo, r, como a relagdo molar da
quantidade de ligante total ligada ao receptor. Tendo em vista o fato do receptor e ligante

estarem contidos no mesmo volume, temos:

r=(Cs —Cs)/Cs (3.3)

onde Cs é a concentracdo de ligante livre em solucdo, Cs e C4 sdo respectivamente as
concentracdes totais de ligante e receptor presentes na solucdo. Uma vez que esta fungdo
corresponde a média do nimero de moléculas associadas com cada molécula do receptor,
segue-se que o seu valor se encontra dentro do intervalo O < r < p para um receptor que
contenha p sitios de interagdo com o ligante. Em algumas investigacdes, resultados tém
sido relatados em termos da fracdo de saturacdo dos sitios de ligagdo do receptor, fa,
definida como r/p, com valores limitados entre zero e um. Para o uso de fa ao invés de r,
faz-se necessario o prévio conhecimento de p ou de alguns parametros diretamente
relacionados com p.
Desde que as concentracdes totais de receptor e ligante (C4 e Cs) sejam conhecidas ou
possam ser determinadas, a avaliacdo de r claramente exige a mensuracdo de Cs,
concentracio de ligante livre, ou Cs - Cs, concentragio de ligante vinculado ao receptor. A
quantificacdo do ligante complexado ao receptor ou o conhecimento de propriedades
relacionadas a ele, podem ser feitas através de técnicas espectrais ou através da utilizacao
da tecnologia de biossensores. Para a concentragdo de ligante livre, Cs, mais
freqlientemente, contudo, sdo empregadas outras técnicas. De forma geral, os
procedimentos para avaliagdo da concentracdo de ligante livre numa mistura entre receptor-
ligante, implica na criagdo de uma solug¢do contendo apenas a fase ligante, presente numa
concentracdo que possa ser relacionada com o seu equilibrio na mistura. Para este
proposito, podem ser utilizadas técnicas experimentais como a didlise, ultrafiltragdo e
diafiltracdo, equilibrio de particdo e cromatografia em gel.

Na determinagdo da funcao de ligagdo (r) através da medi¢do do Cs ou (Cs* - Cs), €
extremamente importante que o método utilizado ndo perturbe o equilibrio. Extremo

cuidado deve, portanto, ser exercido no uso de procedimentos baseados em
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radioimunoensaios para as medi¢des de Cs apds precipitacdo de todo o complexo antigeno-
anticorpo pela adi¢do de sulfato de amdnio. Apenas nos casos em que as taxas de formagao
e dissociacdo do complexo sdo muito lentas € que a concentracdo de ligante livre no
sobrenadante corresponde ao do equilibrio na mistura antes da adicdo de sulfato de amonio.
Para sistemas com uma ripida associagdo/dissociacdo, a concentracdo de ligante livre
medido poderia se referir ao novo equilibrio atingido pela mudanca dréstica da for¢a idnica
do meio.

Do mesmo modo, a validade para os ensaios com filtros de nitrocelulose
comumente utilizados para o estudo da interacdo entre proteinas e dcidos nucléicos, bem
como muitos sistemas ELISA e radioimunoensaios em fase sélida, devem ser submetidos a
exames rigorosos. Para todos estes ensaios, sdo medidas as concentracdes de ligante
complexado associado a fase sélida depois da remogdo do ligante nio complexado por
lavagem do filtro ou placa com tampao apropriado. Para uma boa confiabilidade sobre os
resultados obtidos por esses processos, € necessdrio demonstrar a independéncia de r em
relacdo ao volume de tampao utilizado para remover o ligante livre. O fato da utiliza¢do de
tampao gelado ser geralmente recomendado para a lavagem do ligante ndo complexado
com vistas a garantir uma diminui¢do da dissociacdo do complexo, é um procedimento
questiondvel. Se for verdade que a taxa de dissociacdo do complexo pode ser reduzida pela
diminui¢do da temperatura, um procedimento deste tipo também introduz a possibilidade de
que a posi¢do de equilibrio pode ser perturbada, em conformidade com as relacdes de
Gibbs-Helmholtz.

A partir da discussdo geral acima, se deve evidentemente corrigir protocolo
experimental. Pode-se dar origem a uma estimativa de r por uma mistura com valores
definidos de Cs e Ca*. Uma série de tais experimentos com o mesmo Ca* porém com
varios niveis de Cs*, permite a construcao de uma curva de ligacdo, ja que r € dependente
de Cs.

Tendo considerado métodos de avaliacdo da funcdo de ligacdo através da medicao
da concentracgao ligante livre, Cs, em misturas contendo receptores (Ca*) e ligantes (Cs*),
pode-se agora se avaliar métodos espectrais para a medi¢ao do Cs* - Cs, diferenca entre a

concentracdo de ligante total e livre em tais misturas.
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A associacdo de um ligante com um receptor para formar um complexo € muitas
vezes acompanhada pela perturbacdo das caracteristicas espectrais de um dos reagentes.
Como exemplo, pode-se citar a perturbagcdo de espectro do citocromo P-450, por ligantes
como o hexobarbital (Estabrook et al., 1972). A mudanga espectral ndo sé nos diz algo
sobre os grupos nas moléculas que podem ser afetados pelo fendmeno de associagdo, mas
também fornece informagdes para a quantificacdo do préprio equilibrio de ligacdo. Em
alguns casos, a sensibilidade das técnicas espectroscopicas devem ser grandes para o
acompanhamento do experimento, em particular nos casos em que hd quantidades limitadas
de ligante ou receptor. Titulagdes espectroscOpicas geralmente envolvem a medi¢do de um
parametro espectral, em funcdo da Cs*. Pelo fato do parametro espectral estar relacionado
com a concentracdo do complexo, a quantidade de ligante livre é o resultado da diferenca
entre Cs e Cs* - Cs, a concentracdo de ligante envolvidos na formag¢do do complexo com
receptor.

Técnicas espectroscopicas demandam pureza espectroscopica. Isto €, o sinal deve
resultar de uma unica espécie. A presenca de impurezas que contribuam para o sinal
espectroscopico deve, portanto, ser evitada. Pequenos niveis de sinal de fundo, como do
solvente, podem ser toleradas, desde que sejam feitas correcdes apropriadas com um
branco. Esses sinais sdo inertes, € ndo interferem na reacdo em estudo. As dificuldades
surgem quando a impureza contribui para o sinal espectroscdpico ou interfere no processo
de ligacdo através do acoplamento ao ligante ou por concorréncia com o ligante em relacdo
aos sitios de ligacdo do receptor. Devido as investigacOes quantitativas obrigatdrias da
afinidade de ligacdo e estequiometria de interacdo, sdo necessdrias a preparacdo de
reagentes com alta pureza. E necessdrio dispor de uma estimativa precisa do total
concentracdo de ligante, uma vez que a concentra¢do de ligante livre € inferida como a
diferenca entre Cs e Cs* - Cs. Do mesmo modo, um valor exato da concentracdo total de
receptor, Ca*, é necessdria para a avaliacao da funcdo de ligacdo.

Como € bem conhecido, a aplicac@o de técnicas espectroscopicas demandam pureza
dos componentes em solugdo, para que se tenha informagdes quantitativas exatas sobre o
sistema. No entanto, em se tratando da andlise de fendmenos biol6gicos que ocorrem in
vivo, € inevitdvel a considera¢dao da complexidade do sistema, de modo que o sacrificio do

rigor experimental, em favor da utilizacdo de sistemas reais, torna-se plenamente
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justificavel. Nesse contexto, a andlise espectral fornece informacdes sobre as moléculas ou
grupos envolvidos, e permite com aproximacdes adequadas a determinacdo da
estequiometria da ligacdo e a sua constante de equilibrio.

Os resultados de uma tipica titulacdo de ligacdo, em que o sinal espectroscopico
decorre do receptor podem ser visualizados na Figura 3.5. Desde que cada sitio ocupado do
receptor provoque uma equivalente mudanca no sinal espectroscopico, a fracao de ligacdo
de sitios ocupados, fa, serd dada pela mudanca fraciondria no parametro espectral (y).

Assim,

fa = (Y= YPAYb—Yf) (3.4)

onde Yb e Yf s@o os sinais do receptor quando os sitios estdo totalmente ocupados e
desocupados, respectivamente. Nesta fase, a concentracdo de ligante complexado ndo pode
ser determinada, a menos que o ndmero de sitios ocupados (estequiometria da reacdo) seja

conhecido. Este pode ser encontrado a partir de uma outra experiéncia.
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Figura 3.5 - Interagdo de hexabarbital com citocromo P-450 como um exemplo
de uma ligacdo em que o sinal espectroscopico decorre da receptor. (a)
Diferentes curvas mostrando a perturbag¢do do espectro do citocromo P-450 na
regido 400-450 nm. (b) A parcela da maxima perturbacdo, em funcdo da

concentracdo de hexobarbital, Cs*. (Winzor e Sawyer, 1995)
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Para determinacdo da estequiometria de reagdo, deve realizar uma titulagdo que é
realizada sob condi¢des em que a concentracdo do receptor € muito mais elevada do que a
constante de dissociacdo (reciproco da constante de associacdo), da reacdo de ligacdo. Os
dados da titulacdo podem ser transformados em um grafico de fa contra razdo de ligante
total adicionado ao receptor total, como na figura 3.6. A estequiometria da reacdo € entdo
inferida por extrapolacdo linear dos dois segmentos do grafico ao seu ponto de interse¢ao,
que representa o ponto final da titulacdo. Na curva da Figura 3.6, pode observar o ponto em
que esta extrapolacdo ¢ feita, imediatamente quando a concentragdo de receptor ultrapassa
largamente a constante de dissocia¢do para a interagdo. Contudo, a partir da curva b da
Figura 3.6, esta condicdo é claramente o limite inferior para a extrapolacdo de dois
segmentos lineares para a obtencdo da estequiometria. Alta afinidade de ligacao é, portanto,
uma vantagem do ponto de vista da concentracdo do receptor necessdria para atingir a
estequiometria de ligacdo. Somente depois que a estequiometria tenha sido determinada, €
possivel avaliar a constante de ligacdo de uma titulacio em condi¢des onde existam

diferentes propor¢des de ligante complexado e livre.
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Figura 3.6 - Avaliacdo da estequiometria da ligacdo entre receptor-ligante por
titulagdo. Curvas foram construidos com base em um tnico sitio do receptor
com uma constante de ligacdo (Kas) de 10° M e valores de 10* (a) (b) 107, e

(©) 10°° para a concentragdo total de receptor (Ca*). (Winzor e Sawyer, 1995)
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3.7 PURIFICACAO DE ANTICORPOS

Os varios métodos de separacdo de bioprodutos baseiam-se nas diferencas das
propriedades fisicas, quimicas e funcionais dos anticorpos tais como carga, tamanho,
hidrofobicidade e hidrofilicidade, forma e funcao.

Dentre outros métodos de purificacdo de IgG do soro humano, temos os que sdo
baseados na adsor¢do seletiva. Neste caso, a cromatografia de afinidade ¢ um método de
adsor¢do seletiva bastante utilizado para purificacdo de anticorpos se apresentando como
um método bastante seletivo. A purificacdo de anticorpos por cromatografias de afinidade
segue basicamente duas estratégias, a primeira explora a capacidade de reconhecimento e
ligacdo com antigenos, que sdo caracteristicas relativas a regido Fab do anticorpo. A
segunda explora as partes constantes e a regiao Fc do anticorpo, que apresentam capacidade
de interagdo com vdrias proteinas, aminodcidos e outras moléculas especificas, que sdo
imobilizados na matriz cromatografica para a interacdo com a proteina (HUSE et al., 2002).
Existem dois tipos de ligantes de afinidade empregados nos processos de adsorcdo seletiva:
os ligantes bioespecificos e os pseudobioespecificos (BURNOUF et al., 1998), dependendo
do tipo de ligante e a forca da interacdo entre o ligante e a biomolécula. Tanto os sistemas
pseudobioespecificos como os bioespecificos sdo regidos por: complementaridade da carga,
hidrofobicidade e forma entre ligante e biomolécula, se diferenciado pela magnitude das
for¢as envolvidas. Na Figura 3.7 temos uma classificacdo, segundo VIJAYALAKSHMI
(1989), das varias técnicas de cromatografia de afinidade com base no tipo de ligante

usado.
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Figura 3.7 — Esquema dos ligantes utilizados em cromatografia de afinidade (adaptado de

VIJAYALAKSHMI, 1989).

Os ligantes bioespecificos sdo compostos biolégicos, que possuem alta afinidade e
especificidade por proteinas, além de custo elevado. Estao sujeitos a sofrer desnaturacdo e
contaminacdo bacteriana. Por isso sdo invidveis em algumas aplicacdes como em algumas
producdes comerciais em larga escala.

Cromatografias de imunoafinidade, que utilizam antigenos ou anticorpos
imobilizados na matriz, sdo muito especificas e apresentam 6timos valores de recuperagao e
purificagdo, mas a sua grande limitagcao € a necessidade de se obter ligantes purificados em
quantidades relativamente altas, para serem acoplados a matriz. Como alternativa a
cromatografia de imunoafinidade, tem-se utilizado a cromatografia de afinidade com
proteinas A, G ou L imobilizadas para a purificacdo de anticorpos de varias fontes (LEIBL
et al., 1993; LUTKEMEYER et al., 1999; FAHRNER e BLANK, 1999). No caso da
proteina G (isolada das linhagens do grupo G Streptococcal, MM igual a 22,6 kDa) esta €
mais indicada como ligante para purificacio de anticorpos de origem humana por
apresentar afinidade por todas as subclasses de IgG, ligando-se também a parte Fc da
imunoglobulina. AYBAY e IMIR (2000) utilizaram proteina G imobilizada para purificar

anticorpos monoclonais murinos do tipos IgG; a partir de sobrenadante de cultura celular,
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uma vez que IgG; murina se liga mais fortemente a proteina G do que a proteina A,
obtendo pureza maior que 95 %. As classes IgM, IgA e IgD adsorvem fracamente em
proteina G, indicando uma seletiva reatividade com IgG em contraste com a proteina A
(BJORCK & KRONVALL, 1984; AKERSTROM et al., 1985; BOYLE & REIS, 1987).

BAROCCI & NOCERA (1993), compararam os suportes Sepharose-proteina A e
Sepharose-proteina G na remocdo in vitro de auto-anticorpos do tipo IgG de amostras
séricas de pacientes com insuficiéncia renal e a Sepharose-proteina G mostrou-se mais
eficiente.

Os ligantes pseudobioespecificos sdo espécies que, apesar de serem menos
especificos nas interagdes com as moléculas que em relacdo aos ligantes bioespecificos,
apresentam seletividade notdvel, suficiente, em muitos casos, para atingir o grau de
purificagdo esperado. Apresentam menor custo fixo, maior estabilidade quimica e
microbiolégica que em relacdo aos ligantes bioespecificos propiciando menor custo
operacional devido a menor necessidade de controle das condi¢cdes do processo. Além
disso, apresentam alto potencial de recuperacdo (VIJAYALAKSHMI, 1989).

A cromatografia de pseudobioafinidade com peptideos e aminodcidos imobilizados
também € uma alternativa utilizada na purificacdo de anticorpos monoclonais. Histidina e
histamina foram utilizados como ligantes por EL-KAK e VIJAYALAKSHMI (1991),
sendo obtido recuperacdo de 90 % e fator de purificagdo de 56, do total de anticorpos
injetados na coluna.

Apesar da cromatografia de pseudobioafinidade ser uma excelente alternativa, em
alguns casos, cromatografias com estes ligantes pseudobioespecificos proporcionam
interacdes mais fracas com as biomoléculas ou anticorpos de interesse que em relagdo as
cromatografias com ligantes bioespecificos.

Como os ligantes bioespecificos sdo aqueles que interagem com a proteina através
dos seu sitios de ligacdo, da mesma forma como ocorre na natureza, como por exemplo:
interacdo antigeno-anticorpo, receptor-hormdnio, etc, este tipo de interacao é mais forte e
especifica, o que garante alta seletividade e conseqiientemente, alto grau de pureza

(VIJAYALAKSHMI, 1989).
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CAPITULO 4

MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados os materiais, equipamentos e a metodologia

utilizada nos experimentos.

4.1 MATERIAIS

A cardiolipina (Sigma, EUA) foi usada como aceptor nos estudos espectrais. O
acido 10,12 tricosadiindico, utilizado na preparagao dos lipossomas foi sintetizado no
Instituto de Quimica da UNICAMP, utilizando metodologia descrita por Bittman com
protocolos aperfeicoados por Hennies (2001). Os “pools” de soros foram provenientes da
soroteca do Laboratério de Imunologia Clinica da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP.

Os demais reagentes usados na preparagdo dos lipossomas e nas andlises realizadas,
foram todos de grau analitico e a sua procedéncia encontra-se especificada na descri¢do da
metodologia.

Para a purificacdo dos soros foram usadas solu¢des tamponantes preparadas com:
acido morfolinopropanosulfonico (MOPS) da Sigma (EUA), fosfato de s6dio monobadsico e
dibasico, cloreto de sddio da Labsynth (Brasil), hidroximetil aminometano (TRIS) da
Merck (Alemanha). Nos experimentos de adsor¢do da IgG utilizou-se o gel de afinidade
Sepharose-proteina G da Amersham Biosciences (Suécia). Segundo o fabricante, a proteina
G recombinante foi produzida em Escherichia coli, possui massa molecular de 17000
Dalton e apresenta dois sitios de ligagdao. O sitio de ligacdo da proteina G nativa com a
albumina foi geneticamente retirado evitando-se assim ligacOes indesejdveis com a
albumina. Ainda de acordo com o fabricante, a proteina G foi imobilizada em Sepharose

ativada com brometo de cianogénio (CNBTr).
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4.2 METODOS

Preparacao e Caracterizacdo dos Soros

4.2.1 Preparagao de amostras de soro humano

Aliquotas de sangue humano sadio foram coletadas em tubos sem anticoagulante e
mantidas a temperatura ambiente em tubos de vidro por 3 horas, para aglutinacdo. Passado
este tempo, os tubos foram centrifugados durante 20 minutos a 5500 g a temperatura de 15°
C. Ap6s este procedimento, o sobrenadante (soro) foi recolhido e dividido em volumes
iguais de 500 UL em eppendorfs com capacidade de 1,5 mL, da LabCenter (Brasil) e

congelados.

4.2.2 Quantificagdo de proteinas

A quantificacdo de proteinas nas amostras foi feita medindo-se a absorbancia a 595
nm em espectrofotdmetro (Beckman, DU 60, EUA) utilizando-se o método de
BRADFORD (1976), com albumina do soro bovino da Sigma (EUA) como proteina de

referéncia.

4.2.3 Selecao de “Pools” de soros de individuos acometidos de doengas auto-imunes

“Pool” de soros € uma solu¢do formada a partir da mistura de amostras séricas de
diferentes individuos. A selecdo de "pools" de soros auto-imunes foi realizada através de
dosagem de autoanticorpos anti-cardiolipina utilizando o kit Varelisa IgG anti-cardiolipina
(Pharmacia Diagnostics, Alemanha). Os ensaios foram conduzidos em placas para
microtitulacdo com 96 pocos. Inicialmente, diluiu-se os soros 1:101 com tampdo diluente
(tampao PBS). Em seguida, as tiras da placa (com 8 pog¢os cada uma) foram colocadas
firmemente em suporte de tiras e estas foram lavadas com 300 puL/poco de tampdo de
lavagem (tampao PBS). Apds a lavagem, dispensou-se 100 uL/poco de calibradores,
controles e amostras diluidas dos "pools" de soros nos pocos adequados e as tiras foram

incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, aspirou-se o fluido dos
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pocos e lavou-os trés vezes com tampao de lavagem. Dispensou-se, em seguida, 100
uL/pogo de conjugado IgG anti-humano PRS (peroxidase de rdbano silvestre) em todos os
pocos deixando incubar por 30 minutos a temperatura ambiente. Aspirou-se o liquido dos
pocos e lavou-os trés vezes com tampao de lavagem. A revelacdo da reacdo foi
possibilitada pela adicdo de 100 puL de substrato TMB (3,3',5,5' tetrametilbenzidina) nos
pocos, incubando-os por 10 minutos em camara escura. Em seguida, a reacdo foi
interrompida pela adi¢ao de 50 uL/poco de solugao de dcido sulfirico 0,5 mol/L. A medida
colorimétrica foi realizada a 450 nm, em leitor ELISA (SpectraMax, Modelo 190, EUA)
usando como branco os pogos contendo substrato TMB nos quais foi adicionado o
calibrador 1 (solu¢dao com concentragdo de anticorpos anti-cardiolipina igual a zero). Para a
confecc@o da curva de calibragdo foram utilizados 6 calibradores contidos no kit Varelisa
apresentando anticorpos anti-cardiolipina em vérias concentragdes. Com base nos dados
obtidos neste experimento, escolheu-se 4 "pools" de amostras séricas. Um "pool" de alta
concentracdo de anticorpos anti-cardiolipina (AIA), outro "pool" com média concentracdo
de anticorpos anti-cardiolipina (AIM), um terceiro "pool" com baixa concentracdo de
anticorpos anti-cardiolipina (AIB1) e um quarto "pool" também com baixa concentragdo de
anticorpos anti-cardiolipina (AIB2).

Na Figura 4.1 tem-se a representacdo esquemadtica dos principios deste ensaio. Os
pocos de uma microplaca estdo revestidos com antigeno bovino da cardiolipina. Os
anticorpos IgG especificos para a cardiolipina presentes no soro humano ligam-se ao
antigeno. Numa segunda etapa, o segundo anticorpo marcado enzimaticamente
(conjugado), liga-se ao complexo antigeno-anticorpo, o que leva a formacdo de um
complexo antigeno-anticorpo-conjugado marcado enzimaticamente. O complexo antigeno-
anticorpo marcado pela enzima converte o substrato adicionado, formando-se uma solucio
colorida. A razdo de formagdo de cor a partir do cromogénio € fungdo do complexo do
conjugado com o anticorpo ligado, logo € proporcional a concentracido inicial dos

anticorpos respectivos presentes no soro humano.
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Figura 4.1 — Tlustragdo referente aos principios do ensaio utilizando Kit Varelisa IgG anti-
cardiolipina (adaptado do manual de KIT VARELISA, PHARMACIA DIGNOSTICS,
2003).

4.2.4 Purificacdo dos soros

4.2.4.1 Ensaio Cromatografico

Para verificacdo do desempenho do gel de sepharose-proteina G adquirido da
Amersham Biosciences (Suécia), foi feito ensaio cromatografico a temperatura de + 24° C
em um sistema de cromatografia de baixa pressdo Protech Biochromatography System
(Gilson, Franga). A bomba peristéltica deste aparelho estd acoplado na entrada da coluna
cromatogrifica, que por sua vez tem a sua saida ligada a um detetor que mede a
absorbancia a 280 nm e gera, em registrador, um cromatograma referente aos dados
obtidos. As fragdes sao recolhidas em tubos de ensaio que estdo inseridos em um coletor de
fracdes. Todos as cromatografias foram realizadas com vazao de 0,5 mL/min. Na Figura

4.2 apresenta-se um esquema da montagem experimental deste sistema cromatografico.
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Figura 4.2 — Montagem experimental do ensaio cromatogréfico

O experimento foi realizado em coluna cromatografica da Amersham Biosciences
(Suécia) de 100 mm de comprimento, 15 mm de didmetro externo e 10 mm de didmetro
interno. A coluna foi preenchida com 2 mL de gel Sepharose-porteina G e equilibrada com
tampao fosfato de sédio 20 mM, pH 7,4 durante meia hora. Em seguida, a coluna foi
alimentada com 0,6 mL de soro humano sadio diluido na propor¢do de 1:2 (0,6 mL de soro
diluido com 1,2 mL de tampao de equilibrio) e fracdes de 6 mL foram sendo coletadas nos
tubos de ensaio. Posteriormente, fez-se a eluicdo da IgG adsorvida com a solucdo de dcido
citrico 100 mM pH 2,6. Foram coletadas fra¢des de elui¢ao de 3 mL em tubos contendo 1,6
mL de tampao Tris-HCI 1 M e pH 8,5. Este tampao tem a func@o de neutralizar o pH do
meio evitando a desnaturacdo da IgG. O suporte cromatografico foi regenerado com
tampao fosfato de s6dio 20 mM pH 7,4 e lavado com azida sédica 15mM. Terminado o
experimento, fez-se o balanco de massa e armazenaram-se as fragdes coletadas em
geladeira, para posterior dosagem de imunoglobulinas por nefelometria e andlise por

eletroforese SDS-PAGE.
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4.2.4.2 Purificacdo da IgG: Ensaios em tubos do tipo eppendorf

Os soros de individuos sadios e os "pools" de soros contendo anticorpos anti-
cardiolipina foram purificados em gel de agarose com proteina G imobilizada (Proteina G
Sepharose 4 Fast Flow, Amersham Biosciences, Suécia).

Antes de se dar inicio ao procedimento de purificacdo, o gel Sepharose-proteina G
foi equilibrado com tampao fosfato de s6dio 20 mM pH 7,4, misturando-se, em um tubo de
vidro, gel e tampao em iguais volumes, fornecendo solu¢ao de gel diluido na propor¢ao de
1:1.

Com o tubo de vidro em movimento, pipetou-se 200 UL de solu¢do de gel e este
volume foi transferido para tubos do tipo Eppendorf de 2 mL. Em seguida, adicionou-se ao
gel 600 puL de soro diluido em tampao fosfato na propor¢ao 1:2, e os tubos foram agitados
para cima e para baixo lentamente por 10 vezes. Feito isto, adicionaram-se aos tubos 1 mL
do tampao fosfato de sédio 20 mM pH 7,4 (tampado de lavagem), agitando-os por mais 10
vezes. Em seguida, o material foi centrifugado por 5 minutos (5.500 g) a 24°C, utilizando a
centrifuga Centrifuge 5804 R, Eppendorf (EUA). Os sobrenadantes foram coletados e
analisados através de medidas das absorbancias a 280 nm. O procedimento de adi¢do do
tampao de lavagem (1,5 mL) ao gel repetiu-se até que a absorbancia dos sobrenadantes
fossem proximas de zero (0,01 nm). Finalizada a etapa de lavagem, a elui¢cdo dos
anticorpos adsorvidos no gel foi efetuada adicionando-se 0,5 mL de solugdo de 4cido citrico
100 mM pH 2,6. Os tubos Eppendorfs foram agitados por 10 vezes e centrifugados nas
mesmas condicOes citadas anteriormente. Os sobrenadantes foram coletados em tubos
Eppendorfs contendo previamente 265 uL de tampao Tris-HClI 1 M pH 8,5 para
neutralizacdo do pH do meio. A dosagem de imunoglobulinas da fracdo eluida foi feita por
nefelometria. Ao término do experimento, o gel de afinidade foi re-equilibrado com tampao
fosfato de sédio 20 mM pH 7,4 e armazenado em solu¢do contendo azida sddica na
concentracdo de 15 mM. Todos os ensaios de purificacdo foram realizados em
quadruplicata.

Foram realizados também mais dois ensaios com procedimento idéntico ao acima

descrito, alterando-se apenas a quantidade de gel adicionada aos tubos Eppendofs (400 uL
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e 1.200 pL, respectivamente), com o objetivo de obter solu¢des mais concentradas em

anticorpos na fracdo eluida.

4.2.4.3 Eletroforese SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate — Polycrylamide Gel Electrophoresis)

Para as eletroforeses foram utilizados acrilamida da Sigma (EUA), glicina da Merck
(Alemanha), dodecil sulfato de sdédio (SDS) da Bio-Rad (EUA), nitrato de prata da
Gennabras (Brasil), marcadores de baixa massa molecular da Amersham Biosciences
(Suécia).

As andlises de eletroferese SDS em gel de poliacrilamida a 7,5 % foram realizadas
de acordo com protocolo descrito por Laemmli (1970). Foi feita eletroforese em condicio
ndao redutora. As amostras foram acrescidas de tampdo com SDS, mas sem [3-
mercaptoetanol, e aquecidas a 100° C por 7 minutos. A separa¢do das proteinas foi
conduzida utilizando cuba vertical Power-pac 300 da Bio-Rad (EUA) com voltagem
constante de 180 V. O procedimento de coloracdo foi realizado com nitrato de prata,

segundo o protocolo descrito por Morryssey (1981).

4.2.4.4 Dosagem de IgA, IgG e IgM e anticorpos anti-cardiolipina (IgG) nos soros

As medidas das concentracdes de IgA, IgG e IgM dos soros purificados e nao
purificados foram feitas por nefelometria, no aparelho Array Protein System, Beckman
(EUA) seguindo o manual de instru¢des do equipamento. O principio do método
(nefelometria) baseia-se no espalhamento da luz obtida por particulas (complexos) em
suspensdo na solucdo, medida quando esta € submetida a um raio luminoso incidente.
Essas particulas sdo formadas por reagdes de imunoprecipitacdo decorrentes do contato
entre o anticorpo especifico e o antigeno. A variacdo da intensidade do espalhamento de luz
¢ medida pelo nefelometro e convertida em unidades de concentracdo (mg/dL).

As medidas de IgG especifica a cardiolipina dos soros purificados e ndo purificados

foram feitas em kit Varelisa da Pharmacia Diagnostics (Alemanha).
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Preparacdo e Caracterizacdo dos Lipossomas

4.2.5 Preparacdo

Para preparacao dos lipossomas foi utilizado 4cido 10,12 tricosadiindico, sintetizado
no Instituto de Quimica da UNICAMP, com protocolos aperfeicoados por HENNIES et al.,
(2001).

Os lipossomas compostos pelo dcido 10,12 tricosadiindico e cardiolipina foram
preparados pelo método de BANGHAM (NEW, 1990), através da hidratagao do filme seco
de lipidios com posterior sonicacdo, utilizando modificagdes no protocolo introduzidas por
CABRAL (2000). As concentragdes de cardiolipina foram 20% e 30% em relagdao a
concentracao total de acido diacetilénico 1 mM.

Para preparacdo dos lipossomas com 20 % de cardiolipina, inicialmente adicionou-
se 500 puL do é&cido 10,12 tricosadiindico previamente sintetizado e solubilizado em
cloroférmio, a 2500 uL de cardiolipina (CL) (Sigma, EUA) e completou-se o volume até
10 mL com cloroférmio, grau analitico (Merck, Alemanha). Para preparacdo dos
lipossomas 30 % fez-se o mesmo procedimento acima descrito alterando-se as quantidades
de 4cido que passou a ser de 424 uL e 3750 puL de cardiolipina.

O filme seco foi formado no fundo do baldao de vidro apds a evaporagdo a vacuo do
solvente em evaporador rotatério (Art Lab, Brasil) por 40 minutos inicialmente a
temperatura ambiente (10 minutos) e apGs a temperatura de 55°C. Para a hidratagdo do
filme seco adicionou-se 10mL de dgua deionizada, grau Milli-Q (Millipore, EUA),
deixando-se o baldo girando durante 30 minutos a 80°C (temperatura acima da transi¢do de
fases dos componentes da mistura), permitindo assim a formagdo de vesiculas
multilamelares. Os lipossomas foram homogeneizados e tornaram-se unilamelares através
de sonicagdo em sonicador modelo UC 50 (Sonics & Materials INC, EUA) a 80°C durante

25 minutos e de modo intermitente (30 segundos ligado e 30 segundos desligado).

4.2.6 Caracterizagao
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4.2.6.1 Determinacao do raio hidrodinamico e distribui¢do de tamanho

O raio hidrodindmico e a distribuicdo de tamanho dos lipossomas foram
determinados por espectrocopia de espalhamento quase eldstico da luz — “quase- elastic
light scattering” — em equipamento de deteccdo de espectro Malvern Autosizer (EUA),
modelo 4700 com feixe de luz produzido por uma fonte de laser He-Ne com poténcia de
32mW A andlise dos dados foi feita através do software PCS 4700. As medidas foram

realizadas a um dngulo de 90° em relagéo ao feixe de luz incidente.

Para célculo do raio hidrodinamico utilizou-se a Equacgdo de Stokes-Einstein:

Ry = (kT) / (6Dp) (4.1)

Onde R, € o raio hidrodindmico médio, k € a constante de Boltzmann, T € a
temperatura absoluta, D € o coeficiente de difusdo das particulas e p € a viscosidade do

solvente.

4.2.6.2 Quantificagdo da cardiolipina

A cardiolipina foi quantificada através do teor total de fosfato inorganico nas
amostras, segundo CHEN et al., 1956, pois a cardiolipina € o tnico fosfolipidio existente na
composi¢do dos lipossomas. Este método consiste na oxidagdo com H,SO4 dos compostos
de carbono a carbono elementar, sendo este transformado posteriormente em CO; pela acdo
do peréxido de hidrogénio (H,O,). O fésforo € convertido em ortofosfato, que forma um
complexo com molibdato de amodnio, sendo em seguida reduzido pelo acido ascorbico,
fazendo surgir a cor azul. A intensidade da cor azul produzida é proporcional ao teor de
cardiolipina presente na amostra, o qual é quantificada através da curva de calibracdo de
absorbancia x concentragdo de fosforo, previamente construida.

Utilizou-se 100uL de solu¢do em cada tubo de ensaio (amostras, padroes fosfato e o
branco), juntamente com 500uL de H,SO, 10N. Os tubos foram aquecidos em placa
térmica em capela a 200°C por 30 minutos. Apds atingirem a temperatura ambiente,

adicionou-se 165uL de perdoxido de hidrogénio, livre de fosfato a cada um dos tubos de
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ensaio. Os tubos de ensaio foram aquecidos a 200°C por 30 minutos em capela e, em
seguida, esfriados a temperatura ambiente.

Adicionou-se 4mL de dgua grau Milli-Q, 500uL de solucdo de molibdato de
amOmio e 500uL de solugdo de acido ascérbico 0,8% e aqueceram-se os tubos em 4gua

fervente por 7 minutos, resfriando-se em seguida a temperatura ambiente. Mediu-se a

intensidade da cor azul a 830 nm em espectrofotdmetro (HITACHI U-2000, EUA).

4.2.7 Polimerizacao

A polimerizacdo dos lipossomas foi feita através de radiacdo ultravioleta, utilizando
lampada UV (Phillips, Brasil) cuja intensidade, medida no local de posicionamento da
cubeta contendo a solucdo lipossomal (5 cm da fonte) foi de 3,55mW/cm’.

A suspensdo de lipossoma foi diluida a 0,5 mmolar com &dgua, grau Milli-Q e
colocado em cubeta de quartzo de 3 mL. Em seguida, o lipossoma foi resfriado a 4 °C por
15 minutos em jaqueta térmica (Banho térmico Tecnal, Brasil) e este lipossoma dentro da
cubeta de quartzo foi colocada a 5 cm da lampada UV para se iniciar a irradiacdo. Os
lipossomas preparados com 20 % de cardiolipina, foram deixados a frente da lampada de
UV em trés diferentes tempos de 5, 10 e 20 minutos. Os lipossomas preparados com 30 %
de cardiolipina foram polimerizados deixando-os a frente da lampada por 40 minutos. A
polimerizacao foi acompanhada através dos espectros de absorcao das amostras a diferentes
tempos de exposi¢do a irradiacdo UV. Os espectros na regido do visivel foram extraidos na
regido compreendida entre 400 a 700 nm.

Os ensaios de polimerizagdo foram realizados para determinar os tempos de
polimerizacdo das suspensdes para as faixas do azul (A = 635nm), purpura (A = 540nm) e

rosa (A = 480nm).

Estudos Espectrais da Interagdo entre IgG e Cardiolipina

4.2.8 Ensaios com cardiolipina livre

A interacdo entre IgG especifica (anti-cardiolipina) e a cardiolipina resulta na

formacdo de um complexo onde atuam ligagdes do tipo ndo covalente.
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No estudo dessas interagdes define-se o par ligante e aceptor, no qual o ligante,
designado por “S”, é o menor soluto e possui um tUnico sitio de ligagdo e o aceptor,
designado por “A” é o maior soluto, no caso do aceptor ser de natureza particulada.

Os ensaios espectrais com a cardiolipina livre foram baseados nas perturbagdes
causadas nas caracteristicas espectrais de absor¢do da luz de um composto d aceptor em
solucdo (Winzor e Sawyer, 1995).

Os ensaios para a deteccao da interacao anticorpo (IgG anticardiolipina) e antigeno
(cardiolipina) foram conduzidos em cubeta de quartzo de 3 mL usando espectrofotometro
para determinagdo da absorbancia das solugdes. As solugdes de concentracdes na faixa de
0,1 a 1,0 mM de cardiolipina foram preparadas em tampao fosfato 25 mM, pH 7.0, e
sonicadas em banho a temperatura ambiente, para dispersdo dos agregados lipidicos
formados. O mesmo tampdo fosfato foi utilizado como controle para leitura no
espectrofotometro. A formacdo do complexo cardiolipina-anticorpo, foi monitorada através
da titulagdo do aceptor com o ligante, mediante a adi¢do de volumes definidos dos soros a
solucdo de cardiolipina livre em tampao fosfato, tendo na cubeta de referéncia uma solucao
de cardiolipina em tampao fosfato na concentracdo do ensaio. As leituras foram feitas
inicialmente na faixa espectral de 200 nm e 900 nm, para identificacdo da faixa de
comprimento de onda mais adequada para a deteccdo dos complexos (faixa de 410 a
470nm). Os resultados foram analisados em termos das mudancas espectrais da dispersao
de cardiolipina, causadas pela adi¢do dos soros e através do parametro espectral , Fa , que
caracteriza a fragdo de sitios ocupados, definido pela Equagdo 3.1, conforme abordagem

desenvolvida por Winzor e Sawyer, 1995.

Fa = (A-Ar)/ (Ap- Ar) 4.2)

onde Fa € a fracdo dos sitios ocupados do aceptor, A € a absorbancia das dispersdes na
presenca de quantidade conhecida de IgG especifica (determinada pelo volume de soro
adicionado), Ay € a absorbancia quando todos os sitios do aceptor estdo ocupados (valor
aprox. constante obtido no final da titulacdo) e Af é a absorbancia da dispersao de
cardiolipina antes da adi¢do dos soros, representativa do sinal espectral correspondente aos

sitios do aceptor completamente livres. Nessa andlise, a cardiolipina foi considerada como
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aceptor, e os anticorpos, analisados em termos de IgG especifica (anticardiolipina), como

ligante.

4.2.9 Determinagdo colorimétrica dos auto-anticorpos

Os ensaios foram realizados em placas de poliestireno de fundo chato, contendo 96

pocos (Figura 4.3), fazendo-se a adicao total dos soros.

B Wl ik P

Figura 4.3 — Foto de placas utilizadas nestes ensaios com lipossomas e soros purificados e
ndo purificados (retirada da Internet, http://www.ub.es/biocel/wbc/tecnicas/elisa.htm).

4.2.9.1 Influéncia da dilui¢do dos soros

Estes ensaios tiveram como objetivo estudar a influéncia da dilui¢do dos soros na
resposta colorimétrica. Para a realizacdo desses ensaios, foram empregados "pools" de
soros auto-imunes (AIA, AIM e AIB) purificados com 100 UL de gel Sepharose-proteina G

e ndo purificados, IgG (Aventis, Alemanha, neste trabalho referida como IgG comercial),
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controles positivo e negativo do kit Varelisa e soro sadio ndo purificado, ndo diluidos e
diluidos nas propor¢des 1:20 e 1:100 com mistura dos tampdes dcido citrico 100mM pH 2,6
e Tris-HCI 1 M e pH 8,5. Foram utilizados 150uL de lipossomas polimerizados na faixa do
azul e 50uL dos "pools" de soros auto-imunes purificados e ndo purificados, controles,
branco, soro sadio e IgG comercial nas dilui¢des especificadas acima. Como controle
(branco) utilizou-se 150 puL de lipossomas e 50uL da mistura dos tampdes acido citrico
100mM pH 2,6 e Tris-HCl 1 M pH 8,5 (a mistura resulta em pH neutro). O esquema da
placa montada para a realizacdo deste experimento estd apresentado na Figura 4.4. Foram
realizadas varreduras em espectrometro (SpectraMax 190, EUA) na faixa de 400 a 700 nm,
a cada 10 minutos até 1 hora apds a primeira leitura. Antes de cada leitura, o sistema foi

agitado por 5 segundos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AIM AIM AIM AIA AIA AIA AIB1 AIB1 SS SS SS C+
A 120 1/100 120 1/100 120 120 1/100
AIM AIM AIM AIA AIA AIA AIB1 AIB1 SS SS SS C+
B 120 1/100 120 1/100 120 120 1/100
AIM AIM AIM AIA AIA AIA AIB1 AIB1 SS SS SS C+
C 120 1/100 120 1/100 120 120 1/100
B B B B B B B B B B B B
D
AIMG AIMG AIMG AIAG AIAG AIAG AIB1G AIB1G IgGF IgGF IgGF C-
E 120 1/100 120 1/100 120 120 1/100
AIMG AIMG AIMG AIAG AIAG AIAG AIB1G AIB1G IgGF IgGF IgGF C-
F 120 1/100 120 1/100 120 120 1/100
AIMG AIMG AIMG AIAG AIAG AIAG AIB1G AIB1G IgGF IgGF IgGF C-
G 120 1/100 120 1/100 120 120 1/100
B B B B B B B B B B B B
H

Figura 4.4 — Mapa de placa montada para o estudo da influéncia da dilui¢cdo dos soros na
resposta colorimétrica. B = branco; AIA = Soro auto-imune de alta concentracdo sem
purificacdo e sem diluicdo; AIA 1/20 = Soro auto-imune de alta concentracdo sem
purificagdo diluido 1/20; AIA 1/100 = Soro auto-imune de alta concentracdo sem
purificagcdo diluido 1/100; AIM = Soro auto-imune de média concentragdo sem purificagao
e sem diluicdo; AIM 1/20 = Soro auto-imune de média concentracdo sem purificacdo

diluido 1/20; AIM 1/100 = Soro auto-imune de alta concentragdo sem purificagdo diluido
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1/100; AIB1 = Soro auto-imune de baixa concentracdo sem purificacdo e sem dilui¢do;
AIB1-1/20 = Soro auto-imune de baixa concentracdo sem purificagdo diluido 1/20; SS =
Soro sadio sem purificagdo e sem diluicdo; SS 1/20 = Soro sadio sem purificacdo diluido
1/20; SS 1/100 = Soro sadio sem purificacdo diluido 1/100; C+ = Controle positivo do kit
Varelisa; C- = Controle negativo do kit Varelisa; AIAG = Soro auto-imune de alta
concentracdo purificado com Sepharose proteina-G sem dilui¢do; AIAG 1/20 = Soro auto
imune de alta concentragdo purificado com Sepharose proteina-G diluido 1/20; AIAG
1/100 = Soro auto-imune de alta concentragao purificado com Sepharose proteina-G diluido
1/100; AIMG = Soro auto-imune de média concentragdo purificado com Sepharose
proteina-G sem diluicdo; AIMG 1/20 = Soro auto-imune de média concentracao purificado
com Sepharose proteina-G diluido 1/20; AIMG 1/100 = Soro auto-imune de alta
concentracdo purificado com Sepharose proteina-G diluido 1/100; AIBIG = Soro auto-
imune de baixa concentracdo purificado com Sepharose proteina-G sem diluicdo; AIB1G
1/20 = Soro auto-imune de baixa concentragdo purificado com Sepharose proteina-G
diluido 1/20; IgGF = imunoglobulina G comercial com a mesma concentragdo aproximada
de IgG dos soros de seres humanos, sem dilui¢do; IgGF1/20 = imunoglobulina G
comercial diluida 1/20; IgGF1/100 = imunoglobulina G comercial diluida 1/100. Soros
purificados com 100 uL de gel Sepharose-proteina G.

4.2.9.2 Influéncia do tempo de polimerizacdo

Este ensaio foi realizado para estudar a influéncia do tempo de polimerizacao dos
lipossomas na resposta colorimétrica. Este ensaio foi feito com pools" de soros auto-imunes
(AIA, AIM e AIB) e soro sadio purificados com 200 UL de gel Sepharose-proteina G e nao
purificados. Polimerizou-se os lipossomas em trés tempos: P1 = 5 minutos, P2 = 10
minutos e P3 = 20 minutos. Foram utilizadas para este ensaio as mesmas quantidades de
lipossomas e soros, como também o procedimento descrito no item 3.2.11.1. O esquema da
placa montada para a realizacdo deste experimento estd apresentado na Figuras 3.6. Do
mesmo modo foram realizadas varreduras em espectrometro na faixa de 400 a 700 nm, a
cada 10 min até 1 h apds a primeira leitura. Antes de cada leitura o sistema foi agitado por

5s.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AIM P1| AIM P2| AIM P3| ATIA PI1| AIA P2| ATA P3| AIB1 P1|AIB1 P2| AIB1 P3| AIB2 1/1| AIB2 1/1| AIB2 1/1

A P1 P2 P3
AIM P1| AIM P2| AIM P3| ATIA PI1| AIA P2| ATIA P3| AIB1 P1|AIB1 P2| AIB1 P3| AIB2 1/1| AIB2 1/1| AIB2 1/1

B P1 P2 P3
AIM P1| AIM P2| AIM P3| ATIA PI1| AIA P2| ATIA P3| AIB1 P1|AIB1 P2| AIB1 P3| AIB2 1/1| AIB2 1/1| AIB2 1/1

C P1 P2 P3
B P1| B P1| B P1| SS P1 SS Pl SS Pl SS P2 SS P2 SS P2 SS P3 SS P3 SS P3

D
AIMG AIMG AIMG AIAG AIAG AIAG AIB1G | AIBIG | AIBIG AIB2 AIB2 AIB2
E P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 1/11 P1]1/11 P2 | 1/11 P3
AIMG AIMG AIMG AIAG AIAG AIAG AIB1G | AIBIG | AIBIG AIB2 AIB2 AIB2
F P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 1/11 P1| 1/11 P2 | 1/11 P3
AIMG AIMG AIMG AIAG AIAG AIAG AIB1G | AIBIG | AIBIG AIB2 AIB2 AIB2
G P1 P2 P3 P1 P2 P3 Pl P2 P3 1/11 P1] 1/11 P2 | 1/11 P3
B P2 | B P2 | B P2 | B P3| B P3| B P3| SSG P1| SSG P1| SSG P2 | SSG P2 | SSG P3| SSG P3
H

Figura 4.5 — Mapa de placa montada para o estudo da influéncia do tempo de
polimerizacdo na resposta colorimétrica, soros purificados com 200 uL de gel Sepharose
Proteina G. B = branco; AIA = soro auto-imune alta conc.; AIM = soro auto-imune de
média conc.; AIB1 = soro auto-imune de baixa conc.; AIAG = soro auto-imune purificado
de alta conc.; AIMG = soro auto-imune purificado de média conc.; AIB1G = soro auto-
imune purificado de baixa conc.; SS = soro sadio; AIB2 1/1 = soro auto-imune de baixa
concentracao 2 diluido 1/1; AIB2 1/11 = soro auto-imune de baixa concentragao 2 diluido
1/11; SS = soro sadio; SSG = Soro sadio purificado; P1 = lipossomas polimerizados por 5
min; P2 = lipossomas polimerizados por 10 min; P3 = lipossomas polimerizados por 20

min.

4.2.9.3 Influéncia da concentragdo de cardiolipina e da concentragdo de 1gG no soro
purificado

Neste experimento, aumentou-se a quantidade de cardiolipina na preparacdo dos
lipossomas de 20 para 30 %. Aumentou-se também o tempo de polimerizacao para 40 min,
de modo a atingir uma coloragdo azul compativel com os outros experimentos, uma vez que

a presenca de cardiolipina na estrutura lipossomal dificulta a aproximagdo das cadeias e
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conseqiientemente a polimerizacdo. Além disso, purificou-se os "pools" de soros com 200 e
600 uL. de Sepharose-proteina G. Um esquema da placa montada neste experimento esta

mostrado na Figura 3.7. Os procedimentos usados foram descritos no item 3.2.11.1.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AIM AIM ATA AIA AlIB1 AlIB1 SS SS SS AIB2 AIB2 AIB2

A 1/1 1/1 1/11
AIM AIM ATA ATA AIB1 AIB1 SS SS SS AIB2 AIB2 AIB2

B 1/1 1/1 1/11
AIM AIM ATA ATA AlIB1 AIB1 SS SS SS AIB2 AIB2 AIB2

C 1/1 1/1 1/11
B B B B B B B B B AIB2 AIB2 AIB2

D 1/11 1/11 1/11
AIMG AIMG AIMG AIMG ATAG ATAG ATAG ATAG AIBIG | AIBIG | AIBIG | AIBIG

E 200 200 600 600 200 200 600 600 200 200 600 600
AIMG AIMG AIMG AIMG AIAG AIAG AIAG AIAG AIBIG | AIBIG | AIBIG | AIBIG

F 200 200 600 600 200 200 600 600 200 200 600 600
AIMG AIMG AIMG AIMG AIAG AIAG AIAG AIAG AIBIG | AIBIG | AIBIG | AIBIG

G 200 200 600 600 200 200 600 600 200 200 600 600
SSG SSG SSG SSG SSG SSG SSG SSG SSG SSG SSG SSG
H 200 200 200 200 200 200 600 600 600 600 600 600

Figura 4.6 — Mapa de placa montada para o estudo da influéncia da concentragdo de IgG
dos soros purificados na resposta colorimétrica. B = branco; AIA = soro auto-imune alta
conc.; AIM = soro auto-imune de média conc.; AIB1 = soro auto-imune de baixa conc.;
AIAG 200 = soro auto-imune de alta concentracdo purificado com 200 microlitros de
Sepharose-proteinas G; AIAG 600 = soro auto-imune de alta concentracio purificado com
600 microlitros de Sepharose-proteinas G; AIMG 200 = soro auto-imune de média
concentracao purificado com 200 microlitros de Sepharose-proteinas G; AIMG 600 = soro
auto-imune de média concentracdo purificado com 600 microlitros de Sepharose-proteinas
G; AIBG 200 = soro auto-imune de baixa concentrac¢do purificado com 200 microlitros de
Sepharose-proteinas G; AIBG 600 = soro auto-imune de baixa concentragdo purificado
com 600 microlitros de Sepharose-proteinas G; SS = soro sadio; AIB2 1/1 = soro auto-
imune de baixa concentragdo 2 diluido 1/1; AIB2 1/11 = soro auto-imune de baixa

concentracdo 2 diluido 1/11 SSG = Soro sadio purificado.
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CAPITULO 5

RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZA(;AO DOS “POOLS” DE SOROS
5.1.1 — Niveis de IgG -especifica

"Pool" de soros ¢ uma solu¢do formada a partir da mistura de amostras séricas de
diferentes individuos. Segundo disponibilidade do banco de soros do Laboratério de
Imunologia Experimental e Alergia, foram preparados 47 "pools" de amostras séricas de
pacientes com doengas autoimunes e estes soros foram caracterizados segundo os niveis de
anticorpos anti-cardiolipina, através da dosagem dos niveis de IgG- especifica (Tabela 4.1).

Dentre 47 “pools” de soros pertencentes ao LIAE/FCM/UNICAMP, foram
selecionados quatro "pools" de soros para avaliagdo das interacdes entre 0s anticorpos
(IgG) contidos nos soros e a cardiolipina nas formas livre e ligada a superficie de
lipossomas polimerizados. O "pool" de n® 10, com alta concentragdo de IgG- especifica
(5152,01 pg/mL), aqui chamado de AIA; o "pool" n® 46, com média concentragdo de IgG-
especifica (2030,49 pg/mL), AIM, e os “pools" n® 30 n® 5 com baixa concentragio de IgG
anti-cardiolipina (13,39 ug/mL e 14,03 pug/mL) AIB1 e AIB2 respectivamente, aqui
designados indistintamente como AIB.

Para efeito de simplificagdo neste trabalho, “pools” de soros serdo aqui chamados
apenas de soros. Soros autoimunes e soros sadios referem-se aos soros de individuos com

doencas autoimunes e soros de individuos sadios.
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Tabela 5.1: Niveis de anticorpos anti-cardiolipina (IgG) presentes nos "pools" de amostras

séricas de pacientes com doengas autoimunes.

“Pool” Concentragao (pg/mL)
1 27,24
2 82,52
3 13,00
4 94,13
*5 14,03
6 49,40
7 32,74
8 42,67
9 73,49

*10 5152,01
11 9,78
12 41,90
13 91,11
14 8,89
15 9,43
16 11,92
17 9,32
18 7,56
19 15,62
20 7,80
21 8,45
22 19,79
23 39,48
24 9,79
25 10,52
26 21,85
27 33,61
28 24,47
29 21,63

*30 13,39
31 8,40
32 7,96
33 14,93
34 17,89
35 7,57
36 10,67
37 9,45
38 8,88
39 7,79
40 15,17
41 11,58
42 9,42
43 28,04
44 8,25
45 16,75
*46 2030,49
47 13,60

*“pool” de soro selecionado para estudo
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A Tabela 5.2 resume as concentracoes de IgG total e especifica dos soros

selecionados.

Tabela 5.2: Niveis de anticorpos em termos de IgG total e especifica (IgG anti-
cardiolipina) presentes nos “pools” selecionados de soros de amostras séricas de

pacientes com doengas autoimunes.

“Pool” IgG total IgG-especifica
(mg/mL) (ng/mL)
05 AIB2 15,90 14,04
10 AIA 16,30 5152,01
30 AIB1 17,40 13,38
46 AIM 16,20 2030,49
*SS 15,00 5,58

*SS- Soro Sadio

5.1.2 — Absorbancia dos soros e da cardiolipina em tampao fosfato

A determinagdo da absorbancia dos soros em tampao fosfato fez-se necessaria por
duas razdes: para a sua utilizagdo como controle no estudo espectral da intera¢do entre a
cardiolipina livre e a IgG-especifica contida nos soros, e para observacdo do
comportamento da dispersdo dos soros em meio aquoso tamponado, o qual serd também

considerado na andlise posterior das interacdes dos soros com a cardiolipina.

A absorbancia dos soros foi determinada a diferentes concentracdes de IgG-
especifica (Cs), obtidas apds a adi¢do de volumes conhecidos de soro a solucdo de tampao
fosfato. A Tabela 5.3 apresenta os valores de Cs calculados, considerando-se a
concentracdo inicial de IgG-especifica de cada soro, o volume de soro adicionado e a

varia¢do do volume total da solugao.
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Tabela 5.3 — Volume de soro adicionado (V,), volume total da solucio (V) e concentracdes de IgG-
especifica (IgG anti-cardiolipina) (Cs), dos soros AIA, AIM, AIB e SS. Solucdo de soros em
tampdo fosfato 25 mM, pH 7,0. AIA, AIM, AIB- soros autoimunes com alta ( 5,15 pg/uL), média
(2,03ug/uL) e baixa (0,013ug/uUL) concentragdo de IgG especifica (IgG espec.). SS- soro sadio com
0,0057 Pg/L (IZG o).

Va Vt >kCSAIA >X‘CSAIM >kCSAIB X 104 >kCSSS X 104
(uL) (uL) (ng/pL) (ng/uL) (ng/pL) (ng/pL)
20 2020 0,05 0,02 1,32 0,55

70 2070 0,17 0,07 4,52 1,89
120 2120 0,29 0,12 7,57 3,16
170 2170 0,40 0,16 10,48 4,37
220 2220 0,51 0,20 13,26 5,53
270 2270 0,61 0,24 15,91 6,64
320 2320 0,71 0,28 18,46 7,70
370 2370 0,80 0,32 20,89 8,71

*Cs = ([IgG espec.] x Vo)IVy

As Figuras 5.1 (a e b) mostram a variacdo da absorbincia para as diferentes
concentracdes de IgG-especifica (Cs) dos soros, apresentadas na Tabela 5.3. Observa-se
que em todos os casos os perfis sdo aproximadamente lineares com coeficientes angulares
na seguinte ordem: AIM > AIA e AIB > SS, embora a concentragio de IgG total seja
aproximadamente igual para todas as amostras (Tabela 5.2). Esses resultados revelam a
heterogeneidade em termos de composi¢do dos soros dos individuos com doengas auto-imunes, um
dos fatores que mais dificultam a deteccdo e quantificagdo dos auto-anticorpos.

A Figura 5.1 (c) apresenta os perfis de absorbancia dos soros em solu¢do de tampao
fosfato em funcdo das concentragdes correspondentes de IgG-total (Ct), quando volumes
conhecidos de soros s@o adicionados a cubeta de andlise. Nesse caso, observa-se que os
coeficientes angulares dos perfis sdo semelhantes para os soros autoimunes, porém
claramente diferentes do soro sadio.

Desses resultados pode-se concluir que diferentes fatores influenciam o
espalhamento de luz nos dois grupos de soros. Esses fatores incluem a composicdo e a
agregacdo dos componentes do soro. O aspecto turvo dos soros facilmente observavel a
olho nu, é um indicativo da presenca de agregados de dimensdes coloidais na dispersao.
Cabral (2000) trabalhando com soro de referéncia, o qual é um soro autoimune com
concentracdo mais elevada de IgG decorrente de purificagdo prévia, mostrou que a sua

absorbancia em tampao fosfato € menor que a do soro SS ou dos soros autoimune. Esse
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resultado sugere que a pureza dos soros contribui para a reducao do tamanho dos agregados
formados em solucdo.

Para a cardiolipina (Figura 5.1 (d)), observa-se um perfil também linear, semelhante
ao dos soros. Os niveis de absorbancia obtidos também indicam a presencga de agregados
coloidais na dispersdao, o que é uma decorréncia natural, devido a natureza lipidica e o

cardter anfifilico da cardiolipina.
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Figura 5.1: Perfis de absorbancia dos soros autoimunes e sadio dispersos em soluc¢do de
tampao fosfato (25 mM, pH 7,0) em fun¢do de (A e B) concentragao de IgG-especifica (Cs)
e (C) concentracdo de IgG total (Ct). AIA, AIM, e AIB s@o os soros autoimunes com
concentracoes de IgG-especifica alta (5,15ug/ul), média (2,03ug/ul) e baixa
(0,013ug/uL) respectivamente. SS é o soro sadio com 0,00558ug/ul. de IgG-especifica.
(D) Perfil de absorbancia da cardiolipina em solu¢do de tampao fosfato (25 mM, pH 7,0)

em funcdo da sua concentracio Ca, onde “a”designa aceptor.
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5.1.3 — Diametro médio e polidispersidade dos agregados dos constituintes dos

soros em solucao.

A heterogeneidade dos soros também se manifesta através das diferencas de
tamanhos dos seus agregados coloidais. Esses efeitos foram observados para os soros SS e
AIA, representativos dos grupos aqui classificados. O didmetro médio e polidispersidade
medidos através de espalhamento de luz com laser de alta poténcia (método dinamico

“quasi elastic light scattering”) resultaram nos valores apresentados na Tabela 5.4.

Tabela 5.4 — Diametro médio e polidispersidade dos soros sadio (SS) e autoimune (AIA)
com concentracdes de IgG-especifica 0,0058 pg/uL e 5,15ug/uL respectivamente. Medidas

feitas com os soros diluidos 20 vezes.

Soro Diadmetro médio (nm) Polidispersidade
SS 51,0 0,59
AIA 194,2 1,00

z

Em ambos os casos, a polidispersidade dos agregados é alta, indicando grande
heterogeneidade no tamanho das particulas. Para o SS, com didmetro médio de particulas
S1nm, a distribuicdo populacional em termos de intensidade de luz espalhada revelou
particulas com tamanhos de 3,6 até 721,4 nm. A distribuicdo em termos da média
ponderada do nimero de particulas mostrou que a maioria (80%) das particulas possui
diametros na faixa de 5 a 40 nm. No caso do AIA, a distribui¢do € muito mais larga, com
particulas de tamanhos desde 13,7 a 1375,8 nm, porém a maior parte (94%) das particulas
encontra-se na faixa de 13,7 a 70 nm. A andlise conjunta das duas distribuicdes de
tamanhos (intensidade e numero) fornece informagdes uteis para a interpretacdo do
tamanho das particulas presentes na dispersdo. A distribui¢do por intensidade fornece toda
a faixa de tamanhos de particulas, com a média ponderada da intensidade proporcional ao
diametro elevado a sexta poténcia. A distribuicdo por nimero fornece o didmetro
predominante na dispercao, onde a média ponderada é proporcional ao diametro elevado a

primeira poténcia. Assim, particulas de maior tamanho podem apresentar médias
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ponderadas elevadas em termos de intensidade, embora representem minoria em termos de
nimero na dispersao.

Os resultados da Tabela 5.4 refletem-se nos perfis de absorbancia da Figura 5.1,
uma vez que a intensidade de espalhamento de luz € diretamente proporcional ao nlimero e
tamanho das particulas coloidais presentes na dispersdo. Observa-se que o tamanho
predominante dos agregados no soro AIA € aproximadamente duas vezes maior que no
soro SS. No caso de AIM e AIB os tamanhos devem ser semelhantes ao AIA, considerando

a semelhanca das absorbancias mostradas na Figura 5.1 (c).

5.2 INTERACAO ENTRE OS SOROS E A CARDIOLIPINA LIVRE EM
TAMPAO FOSFATO

Para a andlise espectral da interacdo entre a IgG-especifica presente nos soros e a
cardiolipina livre, os soros foram adicionados a varias concentragdes da cardiolipina
previamente dispersa em tampao fosfato. Aqui também, a limitacdo dos soros AIM e AIB

permitiram apenas os ensaios em relagdo a cardiolipina livre 1 mM em tampao fosfato.
5.2.1 — Interagao entre soro sadio (SS) e cardiolipina

A Figura 5.2 apresenta as varreduras espectrais na regido de comprimentos de onda
410 a 470nm, onde foram anteriormente detectadas as maiores perturbacdes na absorbancia
decorrentes da interacdo com formagao de complexo, entre a cardiolipina (aceptor) e a IgG
(ligante). Nesses ensaios foram usados soro sadio e a cardiolipina nas concentragdes 0,1;
0,3; 0,5; 0,7 e 1,0 mM, ambos dispersos em tampao fosfato 25 mM, pH 7,0. As mudancas
espectrais foram analisadas conforme metodologia proposta por Winzor e Sawyer, 1995.

As varreduras de cada figura correspondem as absorbancias decorrentes da adi¢do
de um volume conhecido de soro, especificado no retangulo a direita, a uma determinada
concentracdo de cardiolipina dispersa em tampdo fosfato. Observando-se os espectros,
verifica-se que quando os primeiros volumes de soro sdo adicionados, as linhas sdo
paralelas e equidistantes, com pequena variacio na absorbincia. A medida que aumenta a

quantidade de soro adicionado, ha um salto no nivel da absorbancia, que corresponde ao
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sinal de detec¢do no qual predominam os efeitos do complexo formado. A partir dai, os
espectros voltam a apresentar variacdes menores na absorbancia, que sdo decorrentes
somente do aumento da concentragao de soro no meio. A perturbacdo no padrio do sinal de
deteccao pode ser melhor observada para as maiores concentracdes de cardiolipina usadas
(Figura 5.2 C,D,E).

Comparando-se os espectros deste trabalho com os obtidos por Winzor e Sawyer,
1995, verifica-se que no nosso caso a detec¢dao da formagao dos complexos por absorbancia
produz variacdes muito mais suaves nos espectros. Esse efeito é devido a natureza
complexa e multicomponente dos soros, em relacdo aos complexos formados com
substancias puras como exemplificado pelos autores.

Observa-se na Figura 5.2, que para cada adi¢do de soro a absorbancia mantém-se
aproximadamente constante em toda a faixa de comprimento de onda entre 410 e 470nm.
Portanto, nas anélises subsequentes serdo consideradas as absorbancias somente em um dos
comprimentos de onda (410 nm).

A Tabela 5.5 apresenta os sinais de absorbancia a 410nm, decorrentes da adi¢cao de
soro sadio ao tampao fosfato 25 mM, pH 7,0 (Ap) e da interacdo do soro sadio com a
cardiolipina em vérias concentracdes (Ac). Os valores de Ac representam os efeitos
espectrais do soro sadio nas suas formas em equilibrio, livre e complexada com
cardiolipina, uma vez que foram subtraidos da absorbancia da cardiolipina livre na

concentracao correspondente, usada como controle.
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Figura 5.2 — Absorbancias do SS nas suas formas em equilibrio, livre e complexada com

cardiolipina, ambos dispersos em solucdo tampao fosfato 25 mM, pH 7,0. Deteccdo da

formag¢do dos complexos na faixa de comprimentos de onda entre 410 e 470 nm do SS. Nos

retangulos a direira tem-se as quantidades (L) adicionadas de SS a solucdo de cardiolipina

nas concentracdes (A) 0,1 mM (B) 0,3 mM (C) 0,5 mM (D) 0,7 mM (E) 1,0 mM.
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Tabela 5.5 — Absorbancias do soro sadio em tampao fosfato 25 mM, pH 7,0 sem

cardiolipina (Ag) e com cardiolipina (Ac). Os subscritos de Ac representam as

concentracoes de cardiolipina (0,1 a 1,0 mM).

CSSS X 104

(ng/uL) Ay Acog Aco3 Ac s Acy Ac 1o
0,55 0,0138 0,0330 0,0297 0,0478 0,0289 0,0073
1,89 0,0667 0,0940 0,1206 0,0873 0,1020 0,0630
3,16 0,1124 0,1327 0,1850 0,1762 0,2234 0,1373
4,37 0,1889 0,1717 0,2313 0,2674 0,2967 0,2316
5,53 0,2236 0,2169 0,2678 0,3218 0,3399 0,3398
6,64 0,2575 0,2200 0,2782 0,3289 0,3433 0,3434
7,70 0,2847 - - - - -
8,71 0,3095

Csss — Concentragdo de IgG-especifica no soro sadio (variacdes obtidas por diluicdo); A ¢
e Ac o, a Ac 1o - Absorbancias a 410nm, dos complexos resultantes da interagdo entre soro
sadio e cardiolipina nas concentrac¢des de 0,1 a 1,0.

A Figura 5.3 apresenta os perfis de absorbancia em fun¢do da concentracao de IgG-
especifica do soro sadio, adicionado ao tampao fosfato 25 mM, pH 7,0 sem cardiolipina e
com a presenca de cardiolipina em diversas concentragcdes. Esses perfis evidenciam com
maior clareza os efeitos da formacao dos complexos na absorbancia das dispersoes.

Os resultados mostram perfis com tendéncia hiperbdlica para baixas concentragdes
de cardiolipina (0,1 e 0,3 mM), passando para a forma sigmoidal (aprox.) para as maiores
concentracdes (0,5 — 1,0 mM). A variagcdo dos perfis bem como a sua forma sigmoidal é
devida a autoagregacdo do aceptor, tal como reportado por Winzor e Sawyer, 1995. A
forma sigmoidal observada pode ser resultante da reestruturacao inicial dos agregados.

A formacgdo de complexos entre os componentes do soro e o aceptor cardiolipina
pode também ser evidenciada comparando-se os perfis na presenca de cardiolipina com o
perfil do soro sadio somente, adicionado ao tampao fosfato (Figuras 5.3 e 5.1). No primeiro
caso o perfil apresenta clara tendéncia a saturagdo, enquanto no ultimo caso, o perfil é
linear, correspondendo a variacdo na absorbancia decorrente somente da adicdo de soro ao
meio. Portanto, as formas hiperbdlica ou sigmoidal dos perfis, caracteristicas de saturagdo

de sitios ativos, representa a titulacdo com formacgdo de complexo, dos sitios do aceptor
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cardiolipina com o ligante IgG presente no soro. Observa-se que uma saturacdo € obtida
mesmo para o soro sadio. Tratando-se de soro sadio, com concentracdo de IgG especifica
muito baixa, a saturacdo tem maior influéncia da adsorcdo ndo especifica dos outros

componentes do soro.

0.35 ]
0.30 X
0.25

€ 020

o J

T 0.15 X soro em tampao fosfato

< | X cardiolipina 0,1mMol/L
0.10 4 cardiolipina 0,3mMol/L

i X cardiolipina 0,5mMol/L
0.05 cardiolipina 0,7mMol/L

| X cardiolipina 1,0mMol/L
0.00 g T g T g T g T

0 2 4 6 8 I 10
Cs IgG (ug / uL) x10™

Figura 5.3 — Perfis representativos da adicao de SS ao tampao fosfato 25 mM, pH 7,0 e da
interacdo entre a cardiolipina (aceptor) com o ligante (IgG-especifica ) proveniente do soro
sadio. Cs € a concentracao de IgG-especifica.

5.2.2 — Interagdo entre cardiolipina e soro com alta concentracao de IgG-especifica

(AIA)
A Figura 5.4 apresenta os sinais espectrais decorrentes da perturbagdo do espectro da

solugdo de cardiolipina pela adi¢do do soro autoimune AIA, para as concentracdes de

cardiolipina 0,1; 0,3; 0,5; 0,7 e 1,0 mM respectivamente.
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Figura 5.4 — Absorbancias do soro AIA nas suas formas em equilibrio, livre e complexada
com cardiolipina, dispersos em solucdo tampdo fosfato 25 mM, pH 7,0. Deteccao da
formagao dos complexos na faixa de comprimentos de onda entre 410 e 470 nm. Nos
retangulos a direira tem-se as quantidades (UL) adicionadas de AIA a solugdo de
cardiolipina nas concentracdes (A) 0,1 mM (B) 0,3 mM (C) 0,5 mM (D) 0,7 mM (E) 1,0
mM.
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Do mesmo modo que para o soro sadio, observa-se claramente a formacgdo do
complexo ligante-aceptor, pelo distanciamento das retas paralelas a partir da adi¢do de 70
puL de soro, gerando uma diferenca no sinal espectral de 1,0 — 1,5 unidades.

A Tabela 5.6 apresenta os sinais de absorbancia a 410nm. Estes valores sdo
decorrentes da adi¢do do soro autoimune AIA ao tampao fosfato 25 mM, pH 7,0 (Ap) e da
interacdo do soro autoimune AIA com a cardiolipina em vdrias concentracdes (Ac). Os
valores de Ac representam os efeitos espectrais do soro AIA nas suas formas em equilibrio,
livre e complexada com cardiolipina, uma vez que foram subtraidos da absorbancia da

cardiolipina livre na concentracdo correspondente, usada como controle.

Tabela 5.6 — Absorbancias do soro autoimune (AIA) em tampao fosfato 25 mM, pH 7,0
sem cardiolipina (Ag) e com cardiolipina (Ac). Ac representa as concentracdes de

cardiolipina (0,1 a 1,0 mM).

CSAIA(ug/uL) A 0 Ac 0,1 Ac 0,3 Ac 0,5 Ac 0,7 Ac 1,0
0,051 0,1151 0,1360 0,1363 0,1564 0,1675 0,1088
0,174 0,3571 0,4133 0,4804 0,7663 0,4376 0,4010
0,292 0,6078 0,6547 0,7249 0,8496 0,6904 0,6125
0,404 0,8077 0,8683 0,8865 1,2122 0,8127 0,7782
0,511 0,9875 1,0157 1,0254 1,4298 0,8841 0,9024
0,613 1,1263 1,0344 1,0333 1,4327 0,9021 0,9085
0,710 1,3492 0,8571
0,804 1,4576 --- --- --- --- 0,8994

Csaia — Concentracdo de IgG-especifica no soro sadio (variagdes obtidas por diluicdo); A ¢
e Ac o, a Ac 1 - Absorbancias a 410nm, dos complexos resultantes da interacdo entre soro
sadio e cardiolipina nas concentrag¢des de 0,1 a 1,0.
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Figura 5.5 —Perfis representativos da adi¢do de AIA ao tampao fosfato 25 mM, pH 7,0 e da
interacdo entre a cardiolipina (aceptor) com o ligante (IgG-especifica ) proveniente do soro
autoimune AIA. Cs € a concentracao de IgG-especifica.

A Figura 5.5 apresenta os perfis de absorbancia para o soro AIA, em funcdo da
concentracdo de IgG-especifica a vérias concentragdes de cardiolipina. Observa-se neste
caso, que todos os perfis apresentam tendéncia a saturagdo. Portanto, esses perfis também
representam a ligac@o entre AIA e cardiolipina.

Os resultados da Figura 5.5 também mostram que ndo ha variagcdo significativa da
absorbancia para a formacdo dos complexos nas vdrias concentracdes de cardiolipina,
exceto para 0,5 mM, na qual o nivel de absorbancia gerado € superior para todas as
concentragdes de IgG. Isso € indicativo de que a intensidade do sinal resultante da interacao
entre a cardiolipina e os soro depende da razdo ligante/aceptor. Portanto, a concentragao de
0,5 mM de cardiolipina representa a situacdo mais adequada para a determinacdo da

estequiometria da ligacdo, através da fragcao de sitios ocupados.

Comparando-se as Figuras 5.3 e 5.5, observa-se que nos maximos sinais espectrais
obtidos para os soros SS e AIA, os valores de absorbancia s@o aproximadamente 0,35 e
1,50 unidades respectivamente, diferindo cerca de 5 vezes. Esse resultado demonstra a
factibilidade da anélise espectral para a detec¢do qualitativa e quantitativa da formacao dos
complexos entre os anticorpos e a cardiolipina em dispersdo. A absorbancia gerada pela
formacdo dos complexos entre a IgG especifica e a cardiolipina constitui o efeito principal
em relacdo aos efeitos secundédrios dos demais componentes do soro. Os complexos
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formados por AIA sdo de maiores tamanhos ou estdo em maior concentracio comparados
aos formados com SS.

5.2.3 — Fracao de sitios ocupados

A Figura 5.6 mostra comparativamente a fracdo de sitios ocupados, Fa, para a

concentracdo 0,5 mM do aceptor cardiolipina (Ca).
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Figura 5.6 — Variagdo do parametro espectral Fa (fracdo de sitios ocupados) para a
concentracdo de cardiolipina 0,5 mM (A) Em func¢ao da razdo entre concentracdes de IgG-

total e aceptor (B) SS e AIB (C) AIA e AIM. As absorbancias foram medidas a 410 nm.
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Das curvas da Figura 5.6 (A), observa-se que para uma mesma concentragao
de aceptor, cardiolipina, (Ca), o parametro Fa € maior para o SS comparado aos soros
autoimunes. Esse resultado sugere que os complexos formados com SS sao maiores que os
formados com os soros autoimunes, ou hd maior interacao da cardiolipina com os SS.

Comparando-se as curvas da Figura 5.6 (B e C) com a exemplificada na
metodologia de Winzor e Sawyer, 1995 (Figura 3.6 deste trabalho), observa-se que para os
soros autoimunes, embora haja mudanga da inclinagao inicial da curva, ndo ha um patamar
muito bem definido na faixa de concentragdes estudada. Esse comportamento sugere as
seguintes situagdes: a primeira onde ha uma relacdo de equilibrio entre a IgG-especifica
ligada a cardiolipina e livre na solug@o, ou a segunda onde todos os sitios da cardiolipina
foram titulados, porém, devido a presenca de agregados no soro, o excesso adicionado
dificulta a obten¢do de um patamar bem definido de absorbancia na saturacdo. Sabendo-se
que a ligacdo antigeno-anticorpo € muito especifica, podemos considerar que a constante de
dissociagdo para a interacdo € muito baixa, o que assegura a titulacdo de todos os sitios
disponiveis do aceptor, e a auséncia de anticorpos livres em equilibrio ao final da titulagao.
Por outro lado, a ligacdo da IgG-especifica com a cardiolipina envolve varias moléculas do
aceptor na forma estruturada, como demonstrado por Costello e Green, 1986, o que
corrobora com a hipétese de que todos os sitios de cardiolipina disponiveis foram titulados.

Admitindo a segunda hipétese, pode-se considerar que a saturacdo bem definida
obtida com o SS corresponde ao nivel de ligacdo ndo especifica, e que a titulagdo dos sitios
de cardiolipina ocorre mesmo com AIB, que contém baixa concentracao de IgG-especifica.

A partir destas consideracdes, a estequiometria da interacdo pode ser inferida pela
intersecdo de dois segmentos lineares que delineiam a mudanga de inclinagcdo das curvas
conforme metodologia descrita por Winzor e Sawyer, 1995. Nos casos em que a presenca
de poucos pontos na regido de maior absorbancia, considerou-se o ultimo ponto como
representativo da regido do patamar de saturacdo. Os valores de Cs/Ca nos pontos de
intersecdo sao mostrados na Tabela 5.7 e representam o ponto de maxima interacao entre

ligante-aceptor.

Tabela 5.7: Estequiometria da interacao entre IgG-especifica e cardiolipina livre em tampao
fosfato.

Soro Estequiometria Cs/Ca
SS 3,0x 10"

AIB 1,1x 10~

AIM 0,2

AlA 04
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Os resultados da Tabela 5.7 mostram a estequiometria relativa a Cs/Ca . Na
saturacdo sdo ligadas muito mais moléculas de IgG-especifica dos soros autoimunes, do
que dos componentes nao especificos do SS, refletindo a especificidade da ligacdo. Entre os
soros, as diferencas das razdes estequiométricas sdo da mesma ordem de grandeza das
diferencas da concentracdo de IgG-especifica nos soros, ou seja: Cs/Ca em AIB é uma
ordem de grandeza maior que para o SS, AIM e AIA s3o da mesma ordem de grandeza e
cerca de 100 vezes maiores que AIB. Estes resultados sugerem que para saturar a mesma
quantidade de sitios de cardiolipina necessita-se de muito maior concentragdo de IgG-
especifica em AIA e AIM do que em AIB.

A interpretacdo dos resultados dos soros autoimunes requer uma analise mais
aprofundada da interacdo entre a IgG-especifica e a cardiolipina e a formacdo dos
respectivos complexos, o que demanda caracterizacdes adicionais. Os agregados presentes
nos soros autoimunes parecem exercer influéncia marcante nos resultados obtidos, bem
como a interferéncia dos outros constituintes dos soros os quais sdo diferentes para os
autoimunes e SS.

Outro fator importante é o estado da agregacdo da cardiolipina, uma vez que
conforme reportado por Costello and Green, 1986, a estequiometria de ligacdo de 1 mol de
anticorpo anticardiolipina requer uma estruturacao lipidica e portanto varios moles de
cardiolipina. Os mesmos autores mostraram também que a constante de afinidade antigno-
anticorpo foi a mesma para os varios soros estudados, porém a constante de maxima
ligacdo identificou que a IgG-especifica reconhece multiplas moléculas do antigeno

cardiolipina ao invés de um sitio particular na molécula do antigeno.

5.3 CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS MONOMERICOS E
POLIMERIZADOS

5.3.1 Incorporagdo da cardiolipina

Os lipossomas monoméricos, preparados somente com o 4cido 10,12

tricosadiindico, mostraram-se instdveis com tendéncia a agregacdo apds 48 horas da
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preparacdo. Essa instabilidade deve-se provavelmente a tendéncia de formagdo de micelas
inversas causada pela pequena dimensao da regido hidrofilica em relacao a hidrofébica dos
acidos insaturados, que desfavorece a formacdo de bicamadas e a vesiculagdio que
constituem a estrutura lipossomal.

A presenga da cardiolipina estabilizou a estrutura dos lipossomas devido a maior
dimensao da sua cabeca hidrofilica, quando comparada ao grupo carboxila, que constitui a
parte hidrofilica, ou grupo de cabeca, dos dcidos diacetilénicos. A incorporacdo da
cardiolipina nos lipossomas de 4cido diacetilénico foi praticamente total, de acordo com a

quantificacdo através do teor total de fosfato inorgdnico nas amostras, segundo CHEN et

al., 1956.

5.3.2 Diametro médio e distribui¢ao de tamanhos

Os lipossomas monoméricos contendo 20% de cardiolipina apresentaram uma dnica
populacdo, com didmetro médio 166 nm e distribui¢do de tamanhos de 36 a 600nm. Um
exemplo tipico das medidas de didmetro desses lipossomas é apresentado na Figura 4.7.

Para os lipossomas contendo 30% de cardiolipina, apds a polimerizagdo de 40
minutos, o didmetro médio foi de 207 nm com 81,8 % da populacdo em 234,1 nm. Esses
resultados indicam que a inser¢do de cardiolipina na bicamada lipidica aumenta o diametro
médio dos lipossomas.

Os tamanhos foram reprodutiveis dentro de um erro de 5%, e estdo coerentes com
resultados anteriores do grupo, nos quais para os lipossomas com 20% de cardiolipina e
preparados nas mesmas condi¢des o didmetro médio foi 170 nm, com 80% da populacdo
em 220nm (CABRAL, 2000). Na Tabela 5.8 € apresentado comparativamente os valores de

diametro médio destes lipossomas.

Distribui¢ao
dos Tamanhos
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Figura 5.7: Distribuicdo de tamanhos dos lipossomas monoméricos compostos do acido
10,12 tricosadiindico e 20% de cardiolipina. A distribui¢cdo populacional é em termos de

intensidade de luz espalhada.

Tabela 5.8 — Diametro médio dos lipossomas antes e apds a polimeriza¢ao

Diametro médio antes da Diametro médio depois da
polimerizac¢ao (nm) polimerizac¢do (nm)
Lipossomas - 20 % de
o 166 170
cardiolipina
Lipossomas - 30 % de
L - 207
cardiolipina

5.3.3 Polimerizacdo dos lipossomas monoméricos

O desenvolvimento da cor azul quando os lipossomas monoméricos sdo submetidos
a radiacdo ultra-violeta indica o avang¢o da polimerizagdo. A Figura 5.8 apresenta os

espectros de absor¢do de luz para a polimerizagdo dos lipossomas contendo 20% de
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cardiolipina, durante os tempos 5, 10 e 20 minutos, denominados de lipossomas P1, P2 e P3

respectivamente.
Espectro dos Lipossomas polimerizados
0,8
0,7 1 —&—P1: 5 min de polimerizagdo
—=—P2: 10 min de polimerizagéo

06 —— P3: 20 min de polimerizagao
8 0,51
]
c
«©
2044
o
]
Q
< 0,3

0,2

0,1 1

0 T T T T T T T
350 400 450 500 550 600 650 700 750

Comprimento de onda (nm)

Figura 5.8: Espectros de polimerizacdo dos lipossomas compostos de &dcido 10,12
tricosadiindico com 20% de cardiolipina, concentragdo do dcido: 0,5mM. Solvente: em

agua.

Para todos os tempos de polimerizagdo usados, observa-se nos espectros da Figura
5.8, inicialmente o aparecimento de um pico na regido do azul (A = 635-640nm),
caracterizando a polimerizacdo dos lipossomas. Com o prolongamento da irradiagdo
aparecem um pico menor que se desloca progressivamente em dire¢do a cor purpura (A =
540). O aumento do tempo de polimerizacio até 20 minutos produziu aumentos
correspondentes na intensidade de absor¢ao no azul, embora a absor¢do na cor purpura
sempre estivesse presente, mesmo em baixa intensidade, em todos os espectros. Esses
espectros foram semelhantes aos obtidos nos trabalhos anteriores do grupo (CABRAL,
2000). A continuidade da irradiagdo conduziria ao aparecimento da coloragio rosa (A =
480) e finalmente vermelho, em 120 minutos, com o total desaparecimento do pico
referente a cor azul, completando assim a polimeriza¢do. As fotografias da Figura 4.9

mostram as coloracdes obtidas nos varios estdgios da polimerizacao.
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Figura 5.9: Fotografias dos lipossomas polimerizados em diferentes estigios de

polimerizacéo: azul (A = 635nm), pirpura (A = 540nm) e rosa (A = 480nm).

No caso dos lipossomas preparados com 30 % de cardiolipina, o tempo de
exposicdo a radiacdo UV foi de 40 minutos. Observa-se que neste caso, apesar do maior
tempo de irradiacdo, a intensidade da absorbancia no azul foi comparédvel a obtida com 5

minutos para os lipossomas contendo 20% de cardiolipina (Figura 5.10).

Comprimento x Absorbancia

0,8

0,7 A

0,6 -

0,5 A

0,4

Absorbéancia

0,3 A

0,2 A

0,1 A

350 400 450 500 550 600 650 700 750
Comprimento (nm)

Figura 5.10: Espectro de polimerizaciao dos lipossomas compostos de acido 10,12
tricosadiindico com 30% de cardiolipina, concentragdao 0,5mM. Tempo de polimerizacao:
40 minutos
Esse comportamento deve-se ao efeito adverso da cardiolipina sobre a
polimerizacdo, uma vez que as suas caudas hidrofobicas inseridas na bicamada, aumentam
a distincia entre as insaturagdes presentes nas cadeias do 4cido diacetilénico, diminuindo

assim a intensidade de polimerizacao.
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54 INTERACAO ENTRE OS SOROS E OS LIPOSSOMAS
POLIMERIZADOS CONTENDO CARDIOLIPINA

A andlise da interacdo entre os soros e a cardiolipina presente na superficie de
lipossomas polimerizados foi feita em termos dos seguintes parametros: Absorbancias
individuais do vermelho (490nm) e do azul (640nm); razao Avermelho/Aazul, A(490)/A(640) e
Resposta Colorimétrica (RC).

Os valores de RC sdo analisados com base nas equacdes (3.1; 5.2 e 3.2) do item

revisdo bibliogrifica que dao origem a sua definicao.

Pbo = Aupu/[Aszul + Avermetnol X 100% 3.1)
Pby = Ayl [A a1 + Alvermetnol X 100% (5.2)
RC = (Pb, - Pby) / Pb, x 100% 3.2)
Avermelho/Aazul = (1-Pbg)/Pb¢ (5.3)

Conforme descrito, a RC € caracterizada pela conversdo ao vermelho a uma dada
temperatura e tempo, ou seja a percentagem final de azul, determinada em Pb;. O Pb,,
definido pela equagdo (3.1), tem a mesma definicdo que Pby e se refere a percentagem de
azul inicial e € calculado utilizando-se as absorbancias no azul e vermelho dos lipossomas
polimerizados, antes da adi¢do dos soros. O Pb, depende somente da polimerizagdao dos
lipossomas. Portanto, o Pby € o fator determinante da RC.

A Tabela 5.9 auxilia a compreencao dos resultados, ilustrando as relagdes entre CR ,
Pbf e a razdo Avermelho/Aazul. Esses valores foram calculados para Pbo igual a 1, ou seja
considerando no inicio a absorbancia no vermelho igual a zero. Observa-se que quanto
maior a CR, maior € Avermelho/Aazul e menor é o Pbf.

Tabela 5.9 — Comportamento comparativo dos valores de CR, Pbf e Avermelho/ Aazul.

RC (%) Pbr (%) (Avermelho/Aazul)t
100 0 0
90 10 9
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80 20 4
70 30 2,3
60 40 1,5
50 50 1,0
40 60 0,67
30 70 0,42
20 80 0,25
10 90 0,10
0 100 0,0

A andlise conjunta dos perfis em termos dos pardmetros selecionados permite um
melhor entendimento dos efeitos colorimétricos da interagdo dos soros com a cardiolipina,
comparada a anélise somente por RC, como em geral € encontrada na literatura. Observa-se
também que o comportamento dos perfis individuais no vermelho e no azul apresenta maior
sensibilidade na distin¢do dos soros autoimunes.

A Figura 5.11 apresenta os resultados obtidos. Observa-se na Figura 5.11 (A) que o
padrao de comportamento da absorbancia no vermelho é igual para todos os soros: cresce
em relacdo ao valor iniciaal, logo apds a adicdo dos soros, atingindo um patamar que
mantém-se aproximadamente constante durante 60 minutos. Nos patamares, as
absorbancias seguem a seguinte ordem: AIA>AIM>AIB>SS. O padrao de comportamento
da absorbancia no azul € igual para os soros autoimunes, porém diferente para o SS, cuja
absorbancia diminue em relagdo ao valor inicial, logo apds a sua adi¢cdo, permanecendo
constante em um patamar inferior. Na regido do patamar, a absorbancia no vermelho € 3,2
vezes maior que no azul para o SS, enquanto que para os soros autoimunes as razdes siao
proximas, e em torno de 1,7 (aprox.). (Figura 5.11 B). Em termos de RC, tem-se 60% para
0 SS, 45% para oAIB e AIM e 40% para o AIA. O padrao distinto do comportamento do
perfil de absorbancia no azul para o SS em relacdo aos soros autoimunes explica a sua

maior RC.
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Figura 5.11: Perfis representativos dos efeitos colorimétricos para os diversos soros sem

40 45 50 55 60 65

diluicdo em funcdo do tempo, para o ensaio com lipossomas polimerizados durante 5

minutos (0,5 mM) contendo 20% de cardiolipina. Absorbancias individuais no vermelho e

no azul (A), razdo Avermelho/Aazul (A490/A640) (B) , Resposta Colorimétrica, RC, (C).

Simbolos: e AIA, mAIM, AAIB e x SS.

Sabe-se que a mudanca de coloracdo

z

¢ uma consequéncia do tensionamento

conformacional da estrutura lipossomal em decorréncia de mudancas no seu ambiente,

como por exemplo uma ligacao de afinidade entre um composto e o seu sitio especifico.

Portanto, para compostos purificados a correlagdo entre a ligacdo e o tensionamento
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conformacional da estrutura lipossomal é direta, resultando em maior conversdao do azul
para o vermelho.

No presente estudo, que trata de soros autoimunes reais (sem purificagdo), o
tensionamento ¢é resultante da ligacdo da IgG-especifica com a cardiolipina e também da
adsor¢do ndo especifica de outros componentes do soro sobre a superficie dos lipossomas.
Portanto, as interacdes sdo muito mais complexas, devendo-se considerar na andlise,
também os efeitos da interferéncia dos outros componentes, que se fazem presentes tanto na
competi¢do pela superficie na adsorcdo, quanto no estado de agregacao dos soros em
solucdo, ou também na formacdo dos complexos com o reconhecimento de multiplas
moléculas ao invés de um sitio particular na molécula da cardiolipina.

Neste contexto, no caso de soros autoimunes reais (sem purificagdo) nao podemos
inferir em uma relagdo direta entre a concentracdo de IgG-especifica nos soros e o
tensionamento da estrutura lipossomal. Caracteriza¢des adicionais da adsor¢do competitiva
dos componentes dos soros na superficie dos lipossomas, da estequiometria da ligacdo por
métodos mais especificos e da conformacdo molecular dos lipossomas nos sitios
polidiacetilénicos polimerizados, permitirdo uma andlise mais direta e precisa da relacdo
entre e tensionamento da estrutura. Além das caracteristicas da ligacdo, a coloracdo dos
soros reais também € muito diferente dos soros purificados, mesmo para o SS. Todos os
soros reais apresentam coloragdo amarelada, o que pode interferir na RC.

A essas consideracdes, adiciona-se que o reconhecimento de multiplas moleculas
de cardiolipina na ligacdo de anticorpos anticardiolipina inicialmente identificado por
Costello and Green (1986), para a cardiolipina livre foi posteriormente confirmado por
Pinho et al.2008 para a cardiolipina na superficie de lipossomas magnéticos, e por Cabral
(2000) para a cardiolipina na superficie de lipossomas polimerizados de mesma

composi¢ao dos lipossomas usados no presente trabalho.

5.4.1 Influéncia da dilui¢éo dos soros

A influéncia da dilui¢cdo na interacdo dos soros na interagdo com os lipossomas

polimerizados contendo cardiolipina foi analisada, visando reduzir a interferéncia dos
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componentes ndo especificos dos soros. Nos ensaios, os soros diluidos foram adicionados
aos lipossomas 0,5 mM com 20% de cardiolipina que foram polimerizados por 5 minutos.
Na Figura 5.12 s@o apresentadas as respostas colorimétricas (RC) obtidas para os soros em
funcdo das dilui¢des 1:20 e 1:100, em comparacdo com os soros nao diluidos.

Em todos os casos a RC € instantdnea ou resolvida nos 10 minutos iniciais,
mantendo-se constante até 60 minutos. Observa-se também que a RC foi muito sensivel a
diluicao para todos os soros, e que nos niveis de dilui¢ao 1:20 e 1:100 h4 uma forte reducao

para 10%, e as curvas se confundem para todos os soros.
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Figura 5.12: Respostas colorimétricas em fun¢do do tempo e da dilui¢do dos soros para
lipossomas polimerizados durante 5 minutos (0,5 mM) contendo 20% de cardiolipina (A)
AlIA (B) AIM, (C) AIB (D) SS.

A Figura 5.13 ilustra conjuntamente as RCs dos vdrios soros e a perda da sensibilidade

devido aos niveis elevados de diluicao.
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Figura 5.13: Respostas colorimétricas em fung¢do do tempo e da dilui¢cdo, para o ensaio com
polimerizados durante 5 minutos (0,5 mM) contendo 20% de cardiolipina. (A) Soros nao

diluidos, (B) Soros diluidos 1:20, (C) Soros diluidos 1:100.

A Figura 5.14 apresenta comparativamente para o soro AIB, os efeitos
colorimétricos da diluicdo incluindo também as dilui¢des 1:1 e 1:11. A Figura 5.14 (A)
ilustra os perfis no azul e vermelho individualmente. Observa-se que os perfis no
vermelho mostram o mesmo padrdo de comportamento, crescendo inicialmente até atingir
um patamar, para todas as diluicdes. Na regido do patamar, a absorbancia no vermelho foi
maior para a dilui¢do 1:1 comparada a absorbancia do soro nao diluido, demonstrando que
a diluicdo reduz a interferéncia dos outros componentes do soro, intensificando a coloragdo
decorrente da ligagcdo especifica. Para a absorbancia no azul, o padrdo de comportamento
do perfil do soro diluido 1:1 diferencia-se dos demais perfis, por apresentar um crescimento

inicial seguido de decaimento progressivo até um patamar, onde a absorbancia tende a
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estabilizar-se em um valor superior ao inicial, porém no mesmo nivel do soro nao diluido.
Na dilui¢do 1:11 o padrdo dos perfis € igual ao dos soros sem dilu¢do, porém com o perfil
no azul superior ao no vermelho, o qual apresenta valores muito baixos de absorbancia.

A Figura 5.14 (B) mostra a razao Avermelho/Aazul . Todos seguem um mesmo padrao,
com excecdo do perfil para a dilui¢do 1:1, cujo crescimento € gradativo, desenvolvendo-se
em 60 minutos. Para a diluicdo 1:11 verifica-se a perda de sensibilidade, com razdo baixa
(menor que 1) entre as absorbancias, semelhante a obtida para a diluicao 1:20.

Estes resultados indicam que dilui¢des acima de 1:11 incrementam a mudanga de
cor no vermelho em relagdo ao soro ndo diluido, demonstrando a nossa hipétese inicial de

que a diluicdo € eficiente para a reducdo do efeito dos interferentes.
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Figura 5.14: Evolugdo da coloracdo (A) Perfis individuais do azul e do vermelho. (B)
Perfis A490/A640 (Avermelho/Aazul) para o soro AIB a varias dilui¢cdes em fungdo do
tempo, para o ensaio com polimerizados durante 5 minutos (0,5 mM) contendo 20% de

cardiolipina. Sem dilui¢do A, diluicdo 1:1 A; diluicdo 1:11 V.

5.4.2 Estequiometria da interacao

Para a andlise da estequiometria da interag¢do, torna-se necessario a determinagao do
parametro espectral, Fa, obtido no item 5.2.3, para as interagdes entre OS SOros e a

cardiolipina livre.
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Como Fa representa a fracdo de sitios ocupados em relacdo ao nimero total de
sitios, nesse caso foi calculada pela razdo entre a absorbancia no vermelho e a soma das
absorbancias no vermelho e no azul, representando os sitios totais (Eq. 5.4).

Fa= Av/(Av+Aux) 5.4

Onde Av € a absorbancia no vermelho e Aaz € a absorbancia no azul
O comportamento da ocupacdo fracional dos sitios de ligacdo com relacdo a
diluicdo, foi determinado somente para o AIB, devido a reduzida quantidade de dados com

diluicdes.

Av/(Av+Aaz)

Fa=

T T T T
0.015 0.020 0.025 0.030

Cs/Ca

T T T
0.000 0.005 0.010

Figura 5.15: Variacao do parametro espectral Fa (fracao de sitios ocupados), com a dilui¢ao

para o soro AIB.

Os resultados mostram que considerando os sinais colorimétricos no vermelho e
azul, a fracdo de sitios ocupados passa por um mdaximo na diluicio proxima 1:1,
correspondendo a estequiometria da ligacdo. A condi¢do estequiométrica representa a
situacdo de maior sinal colorimétrico, onde os efeitos dos interferentes do soro sdo
reduzidos em relacdo ao soro sem diluicdo, mantendo a sensibilidade de mudanca de cor do

sistema.
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Comparando os parametros RC e razdo molar de IgG-especifica por mmol de
cardiolipina, na situacdo AIB 1:1, com os valores reportados por Cabral (2000), no maximo
desenvolvimento de sinal colorimétrico, para lipossomas polimerizados de mesma
composi¢do e soro de referéncia (soro autoimune purificado e concentrado em IgG-
especifica), tem-se que: para o soro de referéncia, com concentracdo de IgG-especifica
10U/mL, e IgG total 0,5 mg/mL , a RC estequiométrica, ou na saturacdo foi 70%,
correspondendo 2 relacdo de 47x 10° U/mmol de cardiolipina. No caso do soro AIB do
presente trabalho, com concentra¢do de IgG-especifica 14U/mL e IgG total 17 mg/mL, a
RC na saturagdo foi 45% (considerando a dilui¢do 1:1), o que corresponde a relacdo 23 x
10°> U/mmol de cardiolipina. Portanto, em soros autoimunes reais com concentracao
semelhante de IgG-especifica, a RC é reduzida em relacdo ao soro de referéncia, porém,
também correlaciona-se diretamente com a quantidade de IgG-especifica ligada /mol de
cardiolipina . Para a ligagdo com “pool” de soros autoimune usado por Cabral (2000), com
concentracdo de IgG-especifica 80 U/mL e IgG total 160 mg/mL, foi obtida uma RC de
40% com uma relacdo de aproximadamente 80x 10° U/mmol de cardiolipina. Comparando-
se as razdes entre as concentragdes de IgG-especifica ((80U/mL)/(14U/mL) = 5,7) e IgG-
especifica/mmol de cardiolipina ao final da interacdo ( (80x 10° U/mmol cardiolipina)/ (23
x 10° U/mmol de cardiolipina) = 3,47), o resultado sugere uma boa proporcionalidade,
demonstrando a especificidade da ligacdo na cardiolipina localizada na superficie dos
lipossomas: e a relagdo IgG-especifica/mmol de cardiolipina

A interagdo com lipossomas polimerizados, por produzir um sinal colorimétrico
mais intenso, que identifica melhor a ligacdo do que simplesmente a medida da absorbéncia
das dispersoes a 410nm, como foi feito para a interagdo dos soros com a cardiolipina livre,
justifica os resultados obtidos para o sistema livre. Sendo a quantidade de IgG-especifica
ligada menor para soros autoimunes, necessita-se de muito maior concentracdo de IgG-
especifica para a saturac@o, quanto maior for a concentracao de IgG-especifica nos soros.

Com relacdo as ligacdes ndo especificas, Cabral (2000) obteve RC aproximadamente
zero usando IgG-inespecifica (Sandoz, Suica). O SS no mesmo trabalho, apresentou RC
muito maior que zero (aprox. 50%), o que mostra a maior adsor¢ao do soro sadio, mesmo
com concentragdo muito especificade IgG-especifica. No mesmo trabalho, a RC do SS foi

maior que a RC do soro autoimune, concordando com os resultados do presente trabalho.
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5.4.3. Influéncia do tempo de polimerizagao dos lipossomas

A influéncia do tempo de polimerizacdo dos lipossomas no sinal colorimétrico é

apresentada na Figura 5.16. Os lipossomas foram polimerizados por 5 minutos (P1), 10

minutos (P2) e 20 minutos (P3) e submetidos a interacdo com os soros (A) AIA, (B) AIM,

(C) AIB e (D) SS. Este ensaio teve por intuito avaliar a possivel melhoria da sensibilidade

dos sinais colorimétricos com o aumento da polimerizagdo dos lipossomas. Observa-se que

para os diversos soros hd muito pouca variacdo (menor que 20%) na intensidade da resposta

colorimétrica com o grau de polimerizacao.

Os sinais colorimétricos obtidos sdo apresentados na Figura 4.16 em termos de RC e

na Figura 4.17 em termos da razao Avermelho/ Aazul.
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Figura 5.16: Respostas colorimétricas em funcdo do tempo, para o ensaio com lipossomas

contendo 20% de cardiolipina polimerizados por 5 minutos (P1), 10 minutos (P2) e 20

minutos (P3). (A) AIA nas diversas polimerizagdes, (B) AIM nas diversas polimerizagdes,

(C) AIBI1 nas diversas polimerizacdes, (D) SS nas diversas polimerizacoes.
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Figura 5.17: Evolucdo da razdo Avermelho/Aazul em funcdo do tempo, para o ensaio com

lipossomas contendo 20% de cardiolipina polimerizados por 5 minutos (P1), 10 minutos

(P2) e 20 minutos (P3). (A) AIA nas diversas polimerizacdes, (B) AIM nas diversas

polimerizagdes, (C) AIB nas diversas polimerizacdes, (D) SS nas diversas polimerizacdes.

Observa-se nas Figuras 5.16 e 5.17 que o aumento do grau de polimerizacdao

conduziu a um aumento sutil nos sinais colorimétricos para os soros autoimunes. Os

maiores efeitos foram observados para o SS, demonstrando maior capacidade de

desenvolvimento do sinal colorimétrico na estrutura lipossomal. A razao Avermelho/Aazul para

0 SS ao final da adsor¢do foi 1,4 vezes maior quando o tempo de polimerizacdo passou de 5

minutos (P1) a 20 minutos (P3).
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5.4.4. Influéncia da concentragdo de cardiolipina nos lipossomas

A Figura 5.18 (A) apresenta os perfis de RC para adicdo dos soros aos lipossomas

com 30% de cadiolipina. Observa-se que as RCs sdao menores que as obtidas com

lipossomas contendo 20% de cardiolipina para todos os soros (Figura 5.18 (B). Analisando-

se a razdo Avermelho/Aazul, podemos notar comportamento semelhante a RC, para todos os

soros, como j4 esperado.
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Figura 5.18: Respostas colorimétricas em funcdo do tempo. (A) Ensaio com lipossomas

contendo 30% de cardiolipina e polimerizacdo de 40 minutos. (B) Ensaio com lipossomas

contendo 20% de cardiolipina e polimeriza¢do de 20 minutos.
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Figura 5.19: Evolucdo da razdo Avermelho/Aazul em funcdo do tempo. (A) Ensaio com

lipossomas contendo 30% de cardiolipina e polimerizacdo de 40 minutos. (B) Ensaio com

lipossomas contendo 20% de cardiolipina e polimeriza¢iao de 20 minutos.

A menor intensidade de sinal colorimétrico no vermelho pode ser explicada pela

maior interferéncia da cardiolipina no tensionamento das insaturacdes, como foi observado

na polimerizagdo, onde as intensidades de cor obtidas no azul e no vermelho foram bem

inferiores a da cardiolipina a concentracao de 20% em lipossomas polimerizados Figura

5.10).
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5.5 INTERACAO ENTRE OS SOROS PURIFICADOS E OS LIPOSSOMAS
POLIMERIZADOS CONTENDO CARDIOLIPINA

Com o objetivo de aumentar a sensibilidade de deteccao da IgG-especifica foi
utilizada a estratégia de purificacdo da IgG dos soros autoimunes e sadio antes dos ensaios

de adsorcao.

5.5.1 Verificagao do desempenho relativo ao gel de agarose-proteina G na purificacao dos
SOros

Com o objetivo de determinar a capacidade e a seletividade do gel Agarose-proteina
G em adsorver IgG a partir do soro humano, foi realizado um ensaio cromatogréfico tendo-
se fosfato de s6dio a 20 mM pH 7,4 como tampao de equilibrio. O perfil cromatografico

obtido no ensaio foi caracterizado por dois picos de tamanhos bem diferenciados.
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Figura 5.20: Perfil cromatografico de soro humano sadio em gel de Agarose-proteina G
com tampao fosfato de s6dio 20 mM pH 7.4. Injecdao de 0,67 mL de soro humano sadio
diluido na proporcdo de 1:2 em tampao de adsor¢ao. Tampao de adsorcao, Fosfato de sddio
20 mM pH7.4. Solucio de dessor¢io; Acido citrico 100 mM pH 2,6. Volume das fracdes de
adsor¢do: 6,0 mL. Volume das fragdes de elui¢do: 4,6 mL. Volume do leito: 2,0 mL. Os
picos 1 e 2 indicam os picos de proteina obtidos. As setas indicam inicio das etapas de

lavagem (A) e elui¢ao (B).
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As fracdes de lavagem e eluicio foram agrupadas e analisadas através de
eletroforese SDS-PAGE sob condicdes desnaturantes e nao redutoras, cujo resultado esta
apresentado na Figura 5.21. As faixas 3 e 4, referentes as fragdes de lavagem sdo compostas
majoritariamente de impurezas com pouca IgG. Analisando-se as faixas 5 e 6, que
correspondem as fracdes de eluicio a pH 2,6, nota-se que foi adsorvido grandes

quantidades de IgG e provavelmente IgM (proteina que ficou retida no inicio do gel).
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Figura 5.21: Eletroforese SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 7,5% de cromatografia de
soro humano sadio em gel de Agarose-proteina G. Revelacdo com nitrato de prata.
Amostras obtidas sob condi¢des desnaturantes e ndo-redutoras. Faixa 1: Marcadores de
massa molecular (fosforilase b, 97 kDa; albumina, 66 kDa; ovoalbumina, 45 kDa; anidrase
carbonica, 30 kDa; inibidor de tripsina, 20,1 kDa); Faixa 2: IgG comercial Aventis
(Alemanha); Faixa 3: Fracdo da lavagem 1 (referente a fracdo da lavagem coletada no tubo
de ensaio codificado com o nimero 1); Faixa 4: Fracao da lavagem 2 (referente a fracdo da
lavagem coletada no tubo de ensaio codificado com o ndmero 2); Faixa 5: Fragdo de
eluicio 6 (referente a fracdo de eluicdo coletada no tubo de ensaio codificado com o
nimero 6); Faixa 6: Fracdo de elui¢dao 7 (referente a fracao de elui¢do coletada no tubo de

ensaio codificado com o nimero 7).
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As fracOes de injecdo, lavagem e elui¢cdo da cromatografica realizada com soro
humano sadio também foram analisadas pelo método de Bradford (para dosagem de
proteina total) e por nefelometria (para dosagem de IgG, IgA e IgM). Os balancos de massa
sao apresentados na Tabela 5.10. Observa-se que o gel Agarose-proteina G apresenta alta
capacidade de adsorcdo de IgG (praticamente toda IgG injetada foi adsorvida no gel) e
adsorve, em menor quantidade , IgM e IgA. A partir dos resultados obtidos, conclui-se que
o gel Agarose-proteina G é adequado para a purificacdo dos soros uma vez que os
autoanticorpos produzidos durante a resposta imune pertencem, principalmente as classes

de imunoglobulinas G, M e A (FERREIRA E AVILA, 1996).

Tabela 5.10: Balango de massa para proteina total, IgA, IgG e IgM da cromatografia em gel

Agarose-proteina G.

Alimentagdo Lavagem Eluicao Recuperacdo
mg % mg % mg % mg %
Proteina total 30,5 100,0 234 | 76,7 7,3 | 23,9 | 30,7 | 100,6
IgA 1,94 100,00 | 1,50 | 77,32 | 0,18 | 9,28 | 1,68 | 86,60
IgG 9,00 100,00 | <0,05 - 8,10 90 | =8,10| 90
IgM 0,93 100,00 | 0,63 | 67,74 | 047 |50,54| 1,10 |118,26

ApO6s os ensaios cromatogrificos confirmarem a excelente adsorcao seletiva da IgG por parte
do sistema agarose-proteina G, fez-se as purificagdes dos soros em eppendorfs (2,0 mL) com 100,
200 e 600 pL. do mesmo gel. Na Tabela 5.11 temos a dosagem dos niveis de IgG totais dos soros nas
fracdes de eluicao obtidas apds purificacdo com diferentes quantidades de gel agarose-proteina G.
Nao foi possivel se analisar os niveis de IgG-especifica dos mesmos ja que as concentracdes de
anticorpos anti-cardiolipina eram obtidas através dos experimentos realizados no kit varelisa.
Conforme procedimento ja descrito no item materiais € métodos, o varelisa baseia os seus

procedimentos considerando-se soro intacto, sem passagem por lavagens e eluicdes, etapas

83



concernentes ao processo de purificacdo. Por isso, resultados das concentragdes de IgG-especifica
oriundos da aplicag¢do dos soros purificados ao kit varelisa poderiam nao ser confidveis, explicando

assim o fato de ndo ter sido obtidos os mesmos valores para este trabalho.

Tabela 5.11: Concentragdo de IgG total dos soros nas fracdes de eluicdo obtidas apds a

purificacdo com diferentes quantidades de gel Agarose

Soros Quantidade de gel (uL) IgG (mg/mL)
AIA 100 0,63
AIM 100 0,70
AIB1 100 0,75
SS 100 0,95
ATA 200 0,92
AIM 200 0,81
AIB1 200 2,22
SS 200 0,61
AIA 600 1,91
AIM 600 1,62
AIB1 600 2,40
SS 600 1,37

5.5.2. Influéncia da concentracdo de IgG no soro purificado na interagdo com lipossomas
polimerizados

Com o intuito de avaliar o efeito de possiveis interferentes presentes nos soros que pudessem
estar adsorvendo ndo especificamente na cardiolipina presente nos lipossomas polimerizados, foram
purificados AIA, AIM, AIB e SS de acordo com os procedimentos explicitados no item 4.2.4.2 dos
materiais € métodos e os resultados em termos de IgG total sdao mostrados na Tabela 5.11. Estes
soros purificados, bem como os nao purificados, foram adicionados aos lipossomas polimerizados
por 40 minutos contendo 30% de cardiolipina. Os ensaios para os soros purificados foram
conduzidos sob as mesmas condicdes que a dos ndo purificados e analisados em funcdo das
absorbancias no vermelho (490 nm) e no azul (640 nm), da razdo Avermelho/Aazui € da resposta

colorimétrica RC, em funcao do tempo (Figuras 5.22 a 5.24).

Analisando-se a Figura 5.22, obtidas para lipossomas com 30% de cardiolipina, observa-se

que a purificacdo muda o padrdo de resposta da absorbincia no azul para os soros autoimunes, em
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relacdo ao padrao de resposta dos soros ndao purificados, apresentando-se igual ao do SS. A
purificacdo ndo altera o padrdo de resposta da absorbancia no vermelho. Como esperado, a
intensidade de cor no vermelho € maior para os soros purificados com 600 microlitros de gel
agarose-protéina G, seguido dos purificados com 200 microlitros do mesmo gel. A razdo
Avermelho/ Aazul (Figura 5.23) mostra que para AIA e AIM as razdes sdo maiores que para 0S mesmos
soros sem purificagdo. Para AIB essa diferenca s6 € observada quando a purificacdo € feita com 600
microlitros de gel agarose-protéina G. Para o SS o perfil do soro sem purificagdo iguala-se ao do SS
purificado com 600 microlitros de gel agarose-protéina G.

A Figura 5.24 mostra as RCs dos soros autoimunes purificados também apresentam
diferencas significativas em relacdo aos ndo purificados. Para os soros autoimunes a purificacio
com 600 microlitros de gel agarose-protéina G elevou as RCs para 50% (aprox.), enquanto que as
RCs sos soros nao purificados situou-se em torno de 40%. Esse efeito € resultante da mudanga do
padrdo anteriormente caracterizado, da absorbancia no azul. No caso do SS a purificacdo com 600
microlitros de gel agarose-protéina G resultou no mesmo nivel de RC (60% ) , que o soro ndo
purificado. Para a purificagdo com 200 microlitros de gel agarose-protéina G, nao houve aumento
expressivo dos sinais dos soros purificados em relagdo aos nao purificados, devido a maior dilui¢ao
na purificacdo.

Este conjunto de resultados mostra que a purificacdo com gel agarose-protéina G €
promissora para eliminacdo dos interferentes nos soros autoimunes e elevar a RC. No entanto,
observa-se que as purificacdes realizadas no presente trabalho diluiram muito os soros, reduzindo de
cerca de sete vezes a IgG total em relacdo aos soros ndo purificados (Tabelas 5.2 e 5.11). Nessa

condi¢do, a discriminac¢do colorimétrica em relagdo ao SS fica ainda mais dificultada.
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Figura 5.22: Evoluc¢do da coloragdo em termos dos perfis de absorbancia do vermelho e do

azul para soros purificado com 200 microlitros de agarose-proteina G (A) e com 600

microlitros de agarose-proteina G (B) sem dilui¢do em funcao do tempo, para o ensaio com

lipossomas contendo 30% de cardiolipina polimerizados por 40 minutos, onde: ¢ AlIA, [

AIM, A AIB e X SS(azul-absorbancia no azul e vermelho-absorbincia no vermelho

respectivamente).
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Figura 5.23: Curvas contendo as razdes Avermelho/Azul em func¢do do tempo, para o
ensaio com lipossomas contendo 30% de cardiolipina polimerizados por 40 minutos. AIAG
200 = soro autoimune de alta concentra¢do purificado com 200 microlitros de agarose-
proteina G; AIAG 600 = soro autoimune de alta concentra¢do purificado com 600
microlitros de agarose-proteina G; AIMG 200 = soro autoimune de média concentracdo
purificado com 200 microlitros de agarose-proteina G; AIMG 600 = soro autoimune de
média concentragdo purificado com 600 microlitros de agarose-proteina G; AIB1G 200 =
soro autoimune de baixa concentra¢do purificado com 200 microlitros de agarose-proteina
G; AIB1G 600 = soro autoimune de baixa concentracdo purificado com 600 microlitros de
agarose-proteina G; SSG 200 = soro sadio purificado com 200 microlitros de agarose-
proteina G; SSG 600 = soro sadio purificado com 600 microlitros de agarose-proteina G.
(A) AIA sem purificacdo e purificado com 200 e 600 microlitros de agarose-proteina G. (B)
AIM sem purifica¢do e purificado com 200 e 600 microlitros de agarose-proteina G. (C)
AIB sem purificacdo e purificado com 200 e 600 microlitros de agarose-proteina G. (D) SS

sem purificacdo e purificado com 200 e 600 microlitros de agarose-proteina G.
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Figura 5.24: Curvas contendo as respostas colorimétricas em funcdo do tempo, para o
ensaio com lipossomas contendo 30% de cardiolipina polimerizados por 40 minutos. AIAG
200 = soro autoimune de alta concentra¢do purificado com 200 microlitros de agarose-
proteina G; AIAG 600 = soro autoimune de alta concentra¢do purificado com 600
microlitros de agarose-proteina G; AIMG 200 = soro autoimune de média concentracao
purificado com 200 microlitros de agarose-proteina G; AIMG 600 = soro autoimune de
média concentragdo purificado com 600 microlitros de agarose-proteina G; AIB1G 200 =
soro autoimune de baixa concentracdo purificado com 200 microlitros de agarose-proteina
G; AIB1G 600 = soro autoimune de baixa concentragdo purificado com 600 microlitros de
agarose-proteina G; SSG 200 = soro sadio purificado com 200 microlitros de agarose-
proteina G; SSG 600 = soro sadio purificado com 600 microlitros de agarose-proteina G.
(A) AIA sem purificacdo e purificado com 200 e 600 microlitros de agarose-proteina G. (B)
AIM sem purificagdo e purificado com 200 e 600 microlitros de agarose-proteina G. (C)
AIB sem purificacdo e purificado com 200 e 600 microlitros de agarose-proteina G. (D) SS

sem purificacdo e purificado com 200 e 600 microlitros de agarose-proteina G.
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5.5.3 Influéncia da concentragdo de cardiolipina nos lipossomas

Para a andlise do efeito da concentracdo de cardiolipina nos lipossomas, foram
feitos ensaios com os soros purificados com 200 microlitros de gel agarose-proteina G e
que foram adicionados aos lipossomas contendo 20% de cardiolipina polimerizados por 30
minutos. Os resultados em termos da razdo de absorbincias Avermelho/Aazul sio
apresentados na Figura 5.25, juntamente com os resultados obtidos através da adi¢do dos
soros purificados aos lipossomas com 30% de cardiolipina polimerizados por 40 minutos.
Para os soros autoimunes, observa-se um aumento no sinal relativo a razdo
Avermelho/Aazul pela adicio dos mesmos aos lipossomas com 30% de cardiolipina em
relacdo aos sinais das mesmas adicoes feitas aos lipossomas com 20% de cardiolipina. Esta
ndo € a tendéncia para o SS que apresenta maior sinal da razao Avermelho/Aazul quando
adicionado aos lipossomas contendo 20% de cardiolipina.

Portanto, a purificagio com 200 microlitros de proteina G em lipossomas
polimerizados com 20% de cardiolipina discriminou expressivamente o SS em relacdo aos
soros autoimunes, para lipossomas com 20% de cardiolipina. Esse resultado explica-se
devido a maior sensibilidade estrutural dos lipossomas com 20% de cardiolipina em relagao
a mudanca de cor devido as mudangas ambientais, como verificado anteriormente nas
curvas de polimerizagao.

Ensaios futuros devem ser realizados para otimiza¢do do sinal colorimétrico com
purificagdes na regiao de 200 microlitros de gel de proteina G, e em sistema de purificagao
que resulte r em menor dilui¢cao dos soros.

Dentro deste contexto, conclui-se que a purificacdo dos soros representa uma

estratégia valiosa para a discriminacao entre os soros sadios e autoimune.
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Figura 5.25: Curvas contendo as razdes Avermelho/Azul em funcdo do tempo para os soros
purificados com 200 microlitros de gel agarose-proteina G, adicionados aos lipossomas

contendo 20% e 30% de cardiolipina
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5.6 DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO PARA DIAGNOSTICO

Para a aplicagdo mais ampla dos lipossomas polimerizados no diagndstico de
doencas auto-imunes, é necessario que, além da discrimina¢do das interacdes em termos da
leitura de absorbancias, haja também uma discriminacdo das interacdes dos soros com
relac@o a cor vista a “olho nu”. Essa caracteristica permitird uma primeira selecao dos soros
de pacientes com doencas auto-imunes em relacdo aos soros sadios. Em uma segunda
etapa, somente os soros classificados como de pacientes com doengas auto-imunes deverao
ser investigados com maior detalhe, tornando o primeiro diagndstico mais rdpido e de
menor custo. Nesse contexto, serdo apresentadas neste item, a visualiza¢do colorimétrica a

“olho nu”, dos ensaios anteriormente analisados em termos de absorbancia no vermelho.

5.6.1 Influéncia da dilui¢do dos soros

Na Figura 5.26 é apresentada uma fotografia da placa de polietileno com a
especificacdo das condi¢cdes em cada pogo, mostrando as diferentes coloragdes obtidas no
ensaio colorimétrico usando lipossomas polimerizados e soros purificados e nado
purificados. Nesse caso, foi também usada solucdo de imunoglobulina comercial como
controle negativo, ou de adsorcdo inespecifica. Adicionalmente foram também usados os
controles positivo e negativo do kit Varelisa.

Observa-se na placa, que a resposta colorimétrica € visivel a olho nu somente para
os soros nao diluidos e sadio. Nesse caso ha o aparecimento de coloragdo rosa claro, para
os soros nao purificados, rosa purpura de baixa intensidade para os soros purificados e nao
diluidos, e a coloracdo azul purpura para o controle positivo do kit Varelisa. O soro sadio
nao diluido, apesar de limpido apresentou viragem com coloracdo amarelada, semelhante
aos soros autoimunes, embora esses Ultimos apresentem-se turvos. Nas diluicdes 1/20 e
1/100 praticamente ndo se observam mudancas na coloracao das solugdes.

Relacionando estes resultados com os perfis de sinais colorimétricos do capitulo
anterior, tem-se que para os soros sem diluicdo, embora haja distin¢do entre as RCs dos
soros SS e autoimunes, essa diferenga nao é perceptivel a olho nu.

Na Figura 5.27 é mostrada comparativamente uma montagem com a fotografia da

placa da Figura 5.26 onde se estudou a influéncia da dilui¢do e a fotografia das trés ultimas
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fileiras da placa da Figura 5.28, onde se estudou a influéncia do tempo de polimerizagao,
onde se usou a diluicdo 1:1. O mapa das placas que acompanha a figura identifica a
condicdo usada em cada ensaio.

Observa-se que, conforme ja comentado neste item, as dilui¢des 1:20 e 1:100 nao
permitiram de forma considerdvel uma detec¢do visual de mudanca de cor. Os soros ndo
diluidos e nao purificados demonstraram uma mudanca de cor do azul para o tom amarelo,
dificultando a sua discriminagdo visual. No entanto, para o soro AIB diluido 1:1, pode-se
observar nitidamente um tom vermelho mais intenso, desejavel para o ensaio colorimétrico.
Um fato importante a ser citado neste caso € o da boa sensibilidade do método que
consegue discriminar para um soro autoimune com baixa concentracdo de IgG-especifica
(AIB) e permite uma boa visualiza¢do da mudanga de cor do sistema passando da regido do
azul para a regido do vermelho. Esses resultados mostram também que a viragem de cor
para o vermelho permite melhor discrimnacdo entre os soros auto-imunes € o soro sadio
(Figura 5.27 B). Portanto, a diluicdo dos soros € fator preponderante na visualizacdo
diferenciada das respostas colorimétricas a olho nu, e a faixa de dilui¢do mais adquada é a
de pequena diluicao, tal como 1:1.

Esses resultados indicam que dilui¢des acima de 1:10 devem ser investigadas em
trabalhos futuros, para otimizac¢ao do sinal colorimétrico.

Relacionando com os perfis dos sinais colorimétricos do capitulo anterior, tem-se
que essa diferenciac@o na cor ja tinha sido identificada através das mudangas percentuais da

razdo Avermelho/Aazul ao final da adsorcdo, em relacdo a mesma razao inicial.

92



Figura 5.26: Fotografia da placa de polietileno com o ensaio colorimétrico usando
lipossomas polimerizados compostos de dcido 10,12-tricosadiindico (80%) e cardiolipina
(20%), polimerizados com radiacdo UV por 5 minutos. Abaixo é apresentado o mapa da
placa com as condi¢des usadas em cada poco. As siglas Al sdo dos soros autoimunes de
alta (AIA), média (AIM) e baixas (AIB1, AIB2) concentragdes de IgG-especifica. Quando
terminadas com G as siglas designam os soros purificados, e as outras os sem purificacdo.
SS € o soro sadio, C+ C- sdo os controles positivo e negativo do kit Varelisa; 1/20 e 1/100
sdo as diluicdes dos soros. B € o branco (auséncia de soro). Soros purificados com 100 uL

de proteina G. Mapa da placa:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AIM AIM AIM AIA AIA AIA AIB1 AIBI SS SS SS C+
A 1/20 1/100 1/20 1/100 1/20 1/20 1/100
AIM AIM AIM AIA AIA AIA AIB1 AIBI SS SS SS C+
B 1/20 1/100 1/20 1/100 1/20 1/20 1/100
AIM AIM AIM AIA AIA AIA AIBI AIBL SS SS SS C+
C 1/20 1/100 1/20 1/100 1/20 1/20 1/100
B B B B B B B B B B B B
D
AIMG AIMG AIMG AIAG AIAG AIAG AIBIG | AIBIG 1gGF 1gGF 1gGF C-
E 1/20 1/100 120 1/100 1/20 120 1/100
AIMG AIMG AIMG AIAG AIAG AIAG AIBIG | AIBIG 1gGF 1gGF 1gGF C-
F 1/20 1/100 120 1/100 1/20 120 1/100
AIMG AIMG AIMG AIAG AIAG AIAG AIBIG | AIBIG 1gGF 1gGF 1gGF C-
G 1/20 1/100 120 1/100 1/20 1/20 1/100
B B B B B B B B B B B B
H
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(A)

(B)

Figura 5.27: Fotografia das placas de polietileno (A) Ensaio colorimétrico usando

lipossomas polimerizados compostos de dcido 10,12-tricosadiindico (80%) e cardiolipina

(20%), polimerizados com radiacdo UV por 5 minutos, (B) Parte da placa de polietileno do

ensaio colorimétrico usando lipossomas polimerizados compostos de dcido 10,12-

tricosadiindico (80%) e cardiolipina (20%), polimerizados com radiacao UV por 5 (P1), 10
(P2) e 20 minutos (P3). Mapa das placas:

1 X 3 4 - 6§ T ] £l 14 11 12 10 11 17
A A AT ATA ATS ATA ATE] A1 3 33 3 c+ ATEZ 11| ATEX 1/1| ATEZ 11
A 10 1109 130 1109 10 130 1300 El B B3
ATME AR AT ATA ATS ATA AIE] AE1 3 23 E c+ ATE2 11| ATEX 11| ATEZ 1]
B 10 1:100 110 1:100 110 110 10 Pl o T3
ATHE A ATH ATA ATA ATA ATE] ARl 33 33 E-] c+ ATEZ 11| ATEX 1/1| ATEZ 111
LA 10 1109 110 1109 10 120 1 K0 El 2 i
E E E E E E E E E E E % PR % B3 | 53 B3
D —
ATME | AIMG | AIMG ATAG ATAE ATAG | ATEIG | ABIG == BT IgEF c- ATEX ATEZ ATEI
E 1 1109 110 1109 10 110 10 111 PR|IAIE2) 10D B
ATMG | AIMG | AINMG ATAG ATAE ATAG | ATBIG | ABIG == EGT IgGF G- ATED ATET ATE2
F ] L1099 110 L1100 B L0 ] 11 PR|IAIE2)| 10D B
ATME | AIMG | AIMG ATAG ATAT ATAG | ATEIG | ABIG IF EGF IZGF c- ATED ATED ATEZ
G ) 1100 119 jH L] 1 ) 10 i rilinr ezl ol B
3 B E 3 B B B E E E E R EEE
H
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5.6.2. Influéncia do tempo de polimerizacdo dos lipossomas

Pode-se observar que nesse caso houve viragem do azul para o tom amarelado,
para os soros ndo purificados. Ressalta-se novamente a interferéncia da turbidez dos soros
na RC. A coloracdo correspondente ao soro sadio no ensaio também foi novamente
amarelada. Para os soros purificados houve mudanga de cor para o azul pirpura. Nesse
caso a purificacao foi feita com 200uL de gel de Agarose-proteina G, visando obter uma
maior concentracdo de autoanticorpos. Em todos os casos a intensidade das cores
aumentou significativamente com o grau de polimerizacdo dos lipossomas. No canto
direito superior da placa, a coloragdo rosa purpura que aparece € devido a diluicao do soro
AIB 1/1.

Estes resultados mostram que, a redugcdo das interferéncias dos demais
componentes do soro, quer através de diluicdo ou purificagdo, traz beneficios ao
desenvolvimento da cor e deteccdo a “olho nu”. No entanto altas diluicdes, maiores que
1:10, ndo promovem a viragem da cor para o rosa ou vermelho, permanecendo no azul
para os soros nao purificados, e no pirpura para os soros purificados.

O tempo de polimerizacio ndo discriminou adequadamente o SS dos soros

autoimunes reais ou purificados.
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Figura 5.28: Fotografia da placa de polietileno com o ensaio colorimétrico usando
lipossomas polimerizados compostos de acido 10,12-tricosadiindico (80%) e cardiolipina
(20%), polimerizados com radiacdo UV por 5 (P1), 10 (P2) e 20 minutos (P3). Abaixo é

apresentado o mapa da placa com as condi¢des usadas em cada pogo. As siglas sdo as

mesmas descritas na Figura 4.7. Os ndmeros 1/1 e 1/11 significam dilui¢des.

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12
AIM P1| AIM P2| AIM P3| AIA P1|AIA P2| AIA P3| AIB1 P1|AIB1 P2) AIB1 P3| AIB2 1/1| AIB2 1/1{ AIB2 1/1
A Pl P2 P3
AIM P1| AIM P2| AIM P3| AIA P1|AIA P2| AIA P3| AIB1 P1|AIB1 P2| AIB1 P3| AIB2 1/1| AIB2 1/1{ AIB2 1/1
B Pl P2 P3
AIM P1| AIM P2| AIM P3| AIA P1|AIA P2| AIA P3| AIB1 P1|AIB1 P2| AIB1 P3| AIB2 1/1| AIB2 1/1{ AIB2 1/1
C Pl P2 P3
B PI|B PI|B Pl| SSPI SS Pl SS Pl SS P2 SS P2 SS P2 SS P3 SS P3 SS P3
D
AIMG AIMG AIMG AIAG AIAG AIAG | AIBIG | AIBIG | AIBIG AIB2 AIB2 AIB2
E Pl P2 P3 Pl P2 P3 Pl P2 P3 /11 P1] 1/11 P2 | 1/11 P3
AIMG AIMG AIMG AIAG AIAG AIAG | AIBIG | AIBIG | AIBIG AIB2 AIB2 AIB2
F Pl P2 P3 Pl P2 P3 Pl P2 P3 1/11 P1] 1/11 P2 | 1/11 P3
AIMG AIMG AIMG AIAG AIAG AIAG | AIBIG | AIBIG | AIBIG AIB2 AIB2 AIB2
G Pl P2 P3 Pl P2 P3 Pl P2 P3 /11 P1] 1/11 P2 | 1/11 P3
B P2|B P2|B P2|B P3|B P3|B P3|SSG P1|SSG P1|SSG P2| SSG P2| SSG P3| SSG P3
H
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5.6.3. Influéncia da concentrag¢do de IgG no soro purificado

As mudancas de cor decorrentes do ensaio colorimétrico para avaliacdo da
influéncia da concentracdo de IgG nos soros, foram feitos utilizando soros purificados com
200 e 600uL de gel de agarose-proteina G . Os resultados sao mostradas na Figura 5.29.
Neste caso o ensaio foi feito com lipossomas contendo 30% de cardiolipina. Pode-se
observar que em todos os casos as coloragdes tendem para o rosa mais escuro com maior
intensidade. A coloragdo do ensaio com soro sadio foi semelhante a dos autoimunes, tanto

sem purificacdo quanto com purificagao.
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Figura 5.29: Fotografia da placa de polietileno com o ensaio colorimétrico usando
lipossomas polimerizados compostos de acido 10,12-tricosadiindico (70%) e cardiolipina
(30%), polimerizados com radiacdo UV por 40 minutos. Abaixo € apresentado o mapa da
placa com as condi¢des usadas em cada poco. As siglas sdo as mesmas descritas na Figura
4.7. Os nimeros 1/1 e 1/11 significam dilui¢des, e 200 , 600 significam a quantidade de gel

de Agarose-proteina G usado na purificagdo dos soros.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AIM AIM AIA AIA AIB1 AIB1 SS SS SS AIB2 AIB2 AIB2

A 1/1 1/1 1/11
AIM AIM AIA AIA AIB1 AIB1 SS SS SS AIB2 AIB2 AIB2

B 1/1 1/1 1/11
AIM AIM AIA AIA AIB1 AIB1 SS SS SS AIB2 AIB2 AIB2

C 1/1 1/1 1/11
B B B B B B B B B AIB2 AIB2 AIB2

D 1/11 1/11 1/11
AIMG AIMG AIMG AIMG ATAG ATAG ATAG ATAG AIB1G | AIBIG | AIBIG | AIB1G

E 200 200 600 600 200 200 600 600 200 200 600 600
AIMG AIMG AIMG AIMG AIAG AIAG AIAG AIAG AIBIG | AIBIG | AIBIG | AIBIG

F 200 200 600 600 200 200 600 600 200 200 600 600
AIMG AIMG AIMG AIMG AIAG AIAG AIAG AIAG AIBIG | AIBIG | AIBIG | AIBIG

G 200 200 600 600 200 200 600 600 200 200 600 600
SSG SSG SSG SSG SSG SSG SSG SSG SSG SSG SSG SSG

H 200 200 200 200 200 200 600 600 600 600 600 600
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Os resultados obtidos mostram que para a visualizacdo e discrimina¢do dos sinais
colorimétricos a “olho nu”, o fator preponderante € a reducdo das interferéncias no
desenvolvimento da cor. O aumento do nivel de polimerizacdo auxilia no desenvolvimento
do sinal colorimétrico, porém de forma secundaria. A purificagdo dos soros, nao favoreceu
de modo expressivo a visualizag@o do sinal colorimétrico, provavelmente devido a diluicio
dos soros. A diluicdo 1:1 do soro AIB permitiu a intensificagdo do sinal colorimétrico na
direcdo do vermelho. Otimizacdo da diluicao na faixa de pequena diluicdo de maximizar o
sinal colorimétrico e permitir a sua diferenciacdo a olho nu. Para o soro sadio, ndo foram
feitos experimentos com dilui¢des na faixa del:1, e portanto ndo se pode afirmar sobre a
diferenciagdo de cor a olho nu com relagdo aos soros autoimunes. No entanto, da andlise
feita para o comportamento dos varios soros, pode-se inferir sobre duas situacdes: a
primeira, de que a diluicdo pode resultar em perda de sensibilidade na resposta
colorimétrica devido a baixa concentragdo de IgG-especifica no SS, e manutencdo da
coloragdo azul com a diluicdo. A segunda, talvez a mais plausivel, vem da andlise do
desenvolvimento da cor,ou seja da relacdo da mudanga Avermelho/Aazul ao final da
adsor¢do em relacdo ao inicial. Essa mudanga representa 76% da inicial, para o SS ndo
diluido. Para o mdximo sinal colorimétrico obtido, com AIB 1:1, a mudancga foi de 50%.
Portanto hé forte indicio de que baixas dilui¢cdes intensificardo muito mais a coloracdo
vermelha do SS em relacdao ao AIB. Apesar disto, acredita-se que tendo-se otimizado o
sinal colorimétrico dos soros autoimunes, principalmente o AIB, quanto a dilui¢do, haja
uma diferenciagdo clara a olho nu entre os soros SS e autoimunes.

No caso da purificagdo, a otimizacdo devera ser feita para o nivel de purificacdo
com 200 microlitros de proteina G.

A investigacdo e andlise de todas as varidveis, realizadas no presente trabalho,
permitiu identificar tendéncias importantes para a aplicacdo dos lipossomas polimerizados
no diagnodstico de doengas auto-imunes, que apontam para uma regido de otimizagdo do
sinal colorimétrico. Os resultados aqui obtidos contribuem para o desenvolvimento de
sensores colorimétricos utilizando lipossomas polimerizados, cujo reconhecimento da
molécula de interesse e a transducao de sinal ocorrem em uma tnica etapa. Em particular,
estes resultados sdo tteis para a deteccdo de anticorpos anti-cardiolipina e o diagndstico de

doencas autoimunes.
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CAPITULO 6

CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1 CONCLUSOES

O trabalho experimental realizado e os resultados obtidos permitem as seguintes

conclusoes:

. A cardiolipina nas suas formas livre ou na superficie de lipossomas polimerizados ¢é
seletiva para a ligacao da IgG-especifica presente nos soros de pacientes com doengas
autoimnes , porém a interagdo sofre a interferencia marcante de componentes nao
especificos dos soros.

Para os soros autoimunes reais sem diluicao, ha diferenca entre o padrao dos perfis de
absorbancia no azul com o tempo, comparado ao perfil de absorbancia no azul do soro
sadio.

A diluicdo ou a purificagdo reduzem os interferentes e intensificam a absorbancia
final na cor vermelha, por mudarem o padrao de absorbancia no azul, reduzindo-a
com o tempo.

Os maiores sinais de absorbancia sdo verificados na regido da estequiometria da
ligacao.

A discriminag@o dos sinais colorimétricos em relacdo aos soros sadios ocorre com
maior intensidade com a diluicdo ou a purificacdo, e em menor intensidade com o
nivel de purificagdo ou com a concentrag@o de cardiolipina nos lipossomas.

A diluicdo dos soros e a purificagdo constituem as melhores estratégias para a
discriminacao colorimétrica a olho nu, entre os soros autoimunes e sadio.

As regides de baixa diluicdo (proxima de 1:1), e de baixa purigicacao (<_ 200
microlitros de proteina G) s@o as mais promissoras para a discriminacdo do sinal
colorimétrico a olho nu entre os soros autoimne e sadio. Entretanto faz-senecesséria

uma otimizagao do sistema para o refinamento e determinagao da condi¢ao 6tima.
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e Os lipossomas polimerizados sdo promissores para aplicagdes em diagndstico clinico-
laboratorial, com reconhecimento molecular e transdu¢do do sinal colorimétrico em

uma Unica etapa.

6.2 SUGESTOES

e Estudar mais profundamente a ligacdo resultante da interacdo entre acadiolipina e a
IgG-especifica em soros reais , através de métodos mais sofisticados de
caracterizacao molecular.

e Otimizar a condicdo de maior discrimina¢do do sinal colorimétrico entreos soros
autoimune e sadio, em relacdo a diluicao ou purificagao dos soros.

e Realizar estudos de campo para a selecdo de soros de pacientes com doengas
autoimnes, utilizando os rérios soros ao invés de “pools”.

e Determinar a reprodutibilidade dos sinais e a valida¢do do sistema para diagndstico

clinico-laboratorial.
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