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RESUMO

Os agrotoxicos sdo substancias usadas para extrmpmagas ou doencgas que
causam danos as planta¢cdes. Os organofosforadogag@®bdoxicos responsaveis
por 70% das intoxicagdes ocupacionais e atuam nddi a enzima

acetilcolinesterase por meio da fosforilacdo doraracido serina do sitio ativo.
Existem diversos métodos de diagnostico para moait@ exposicdo a estes
compostos, tais como: identificacdo e andlise gtetnta de compostos livres no
plasma; identificacdo e andlise quantitativa deahélitos na urina; determinacao
da atividade de colinesterases no plasma ou nousangtal. Entretanto, estas
metodologias possuem algumas limitacbes, como poemelo, a falta de

especificidade, tecnologias de andlise caras eagdes interindividuais (sexo,
idade, etc.). Uma tentativa de contornar estastédgiies na quantificacdo da
atividade de colinesterases € o desenvolvimentomé¢odologias baseadas na
deteccdo da enzima fosforilada através de técnimasmoquimicas.Este estudo

teve como objetivo desenvolver um método de imusaan para o diagndéstico
rdpido da exposicdo humana aos organofosforadosa pdeteccdo de

acetilcolinesterase inibida no sangue humano poicampos aviarios produzidos
contra uma sequéncia de aminoéacidos ao redor daaséwsforilada do centro

catalitico da enzima. Para isto, foram adquiridaésddecapeptideos sintéticos
correspondentes ao sitio catalitico "ndo fosfoola@SOH) e outro com o residuo
de serina fosforilado (SOP). Estes peptideos fommjugados com albumina
bovina de soro (BSA), injetados em galinhas poedeida raca Isa-Brown e
anticorpos IgY foram obtidas das gemas dos ovos gidshas imunizadas. A

especificidade dos anticorpos IgY anti-SOH e ar@PSfoi testada por meio de
métodos ELISA constatando-se que estes anticorpesnhecem o0s peptideos
livres, os peptideos conjugados com BSA e a préBS&. Além disso, ocorreu

uma significativa reacao cruzada, ou seja, os anims IgY anti-SOH e anti-SOP
ndo conseguiram diferenciar os peptideo SOH e SPfes resultados néo
permitem a indicacdo destes anticorpos para o detamento de métodos para
diagndstico de intoxicacao.

Palavras chave:Organofosforados; AcetilcolinesteegadgY aviaria;

imunoensaio;



ABSTRACT

Pesticides are chemical substances used to comiejues and diseases in
plantations. Organophosphates are the pesticidemlviad in 70% of the
occupational intoxications and act inhibiting thezgme acetylcholinesterase by
phosphorylation of the serine residue of catalytentre. There are several
methods for monitoring the exposition to these compds, as so: identification
and assay the free compounds into plasma; ideatiba and assay metabolites
into urine; cholinesterases assay into plasma oodlIHowever, these methods
have some limitations, as for example lack of speity, expensive analytical
technologies and inter-individual variety (sex, age&.). One way to outline these
limitations on cholinesterase assay is the develpmof methods based on
phospho-enzyme detection by imunochemical techraqiieis study have had the
objective to developing an imuno-assay method fapiad diagnosis of human
exposition to organophosphorus compounds by imuetection of inhibited
acetylcholinesterase using aviary antibodies preduagainst a peptide sequence
of the catalytic centre around phospho-serine resid’'wo synthetic decapeptides
were bought: one with the sequence of "not-phosplabed" catalytic centre
(SOH) and another with a serine-phosphorylateddwssi These peptides were
conjugated with bovine serum albumin (BSA), injett@to Isa-Brown hens and
antibodies IgY were isolated from egg yolk of imnzed hensThe specificity of
IgY anti-SOH and anti-SOP was tested using ELISAthnds showing that these
antibodies recognize free peptides, conjugated igeptand BSA. In addition,
there was a significant cross reaction, or in otwerds, the antibodies IgY anti-
SOH and anti-SOP failed on differentiate the pept80H and SOP. These results
do not allow the indication of these antibodies fdeveloping methods for
intoxication diagnosis.

Keywords:Organophosphates; Acetylcholinesterase; avian ligihunoassay.
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1 INTRODUCAO

Este projeto pretendeu desenvolver um método dendmmsaio para a
avaliacdo da exposicdo aguda aos organofosforad®y. (No presente estudo foi
avaliada a deteccédo da acetilcolinesterase (AChiirpeitaria inibida por meio da
hemaglutinacédo direta com anticorpos policlonaifags.

O século XX caracterizou-se, entre outros aspeqios,intenso e continuo
processo de mudancas tecnologicas e organizaciaueasatingiram o mundo da
producao acarretando grandes transformacdes nasa$ornos processos e nas
relacdes de trabalho. A agricultura, que por sétidd 0 meio de subsisténcia dos
trabalhadores rurais, converteu-se numa atividadentada para a producéo

comercial.

Historicamente, a evolucdo da utilizacdo dos agdetis foi demarcada por
dois periodos distintos, separados entre si pelguisda Guerra Mundial. No
periodo anterior utilizavam-se compostos inorgasieoextratos vegetais para o
controle de pragas, tais como a nicotina e a ratand segundo periodo foi
marcado pela descoberta das propriedades insedicida dicloro-difenil-
tricloroetano (DDT), pertencente a classe dos ingks organoclorados, que séo
caracterizados por sua alta estabilidade no meidieme e seu potencial
inseticida, tornando o DDT amplamente utilizado rfhg 1999). Entretanto, tais
caracteristicas fisico-quimicas, associadas aipoadolubilidade e capacidade de
acumular-se nas células gordurosas, conduzem a dgoificacdo e a
bioacumulacdo do DDT nos organismos vivos e nasieadalimentares. Este
fendmeno gerou graves problemas ambientais e pasalae, o que levou a
proibicdo desta classe para uso agricola, exceta gampanhas de saude publica
no combate a vetores como o da malaria. Esta pr@dbideste agente quimico
levou um aumento do uso de outros pesticidas (SISD2008).

Na década de 60, o processo de alteracbes tecoakgia agricultura,
levando a modernizacdo desta atividade através elmmzacédo, substitui a mao-
de-obra pelas maquinas e também pela introducd@gaxoxicos no campo. Este
processo foi conhecido como “Revolucéo Verde” (Aboyay, 1992; OIT, 2001).
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No Brasil, a Revolugcdo Verde foi responsével pebéroducdo de profundas
mudancas nos processos agricolas com grandes iogpacbre o meio ambiente,
gerados pela utilizacdo de produtos quimicos dewwadoaumento da producao
agricola; instalacdes de industrias produtoras rentidadoras de agrotoxicos; e
estimulo do governo, através do crédito rural, paraonsumo de agrotoxicos e
fertilizantes (Meirelles, 1996; Alves & Oliveirad8a, 2003).

Entretanto, esta revolucdo gerou um grande nuUumego irdoxicacdes
humanas por agrotoxicos, devido ao fato da popwlagéal estar despreparada, ou
seja, sem nenhum treinamento apropriado para mbegfao destes agentes, sendo
exposta a um grande niumero de substancias poterandd toxicas além da ampla
degradacdo ambiental gerada pelo uso descontrq@tveeira-Silva & MEYER,
2003). A utilizacdo destes agentes quimicos tewenac consequéncia, grandes

impactos na saude e no meio ambiente.

Dentre os impactos ao meio ambiente, a contamindedoolecfes de aguas
superficiais e subterrdneas acaba servindo comonspatadora destes
contaminantes para outras localidades, tornandotammbém motivo de

preocupacao.

Os efeitos na saude humana causados pelos agrosopmdem ser de dois
tipos: agudos e cronicos. Os efeitos agudos ocordmpois da exposicdo a
concentracdes de agentes toxicos capazes de caugdareos em um periodo de 24
horas. Tais efeitos sdo facilmente observaveiss tmimo convulsdes, nduseas,
vomitos, dificuldade respiratoria e espasmos mumE@as (OPS, 1996). Os efeitos
cronicos sado gerados a partir de exposicado condim@adoses relativamente baixas
do agente, podendo apresentar sintomas em semanase$es ap0s a exposicao.
Efeitos neurotdxicos, alteracfes cromossomiaisfdesrenais, lesdes hepaticas,
canceres e efeitos reprodutivos sao efeitos cr@nalmservados apds exposicao a
baixas doses (OPS, 1996).

O Brasil é responsavel por 50% dos agrotoxicosizatlos na America
Latina, o que envolveu um comércio de cerca debdl/8es de dolares em 2007
(ABIQUIM, 2009). Ocupa ainda o segundo lugar no kiag mundial como
consumidor de agrotéxicos (Kleffmann, 2009), sendo Regido Sudeste
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responsavel por 40% de todo o consumo no pais,is@gise as regides Sul e
Centro-Oeste (Peres & Moreira, 2003).

Cerca de trés milhdes de pessoas sao contaminamlasgrotdéxicos no
mundo, sendo 70% em paises em desenvolvimentos pstises sdo responsaveis
por 20% do uso de agrotoxicos (WHO, 1985). No Hrasi6rgdo responsavel
pelos registros de intoxicacdes é o Sistema Natiadmalnformacfes Toxico-
Farmacoldgicas (SINITOX), que também fornece infacies toxicolégicas e
farmacoldgicas sobre medicamentos e agentes toxagstentes em nosso meio.
No ano de 2000, este 6rgédo registrou 5.127 casoimtdgicacdo em geral, com
141 o6bitos (SINITOX, 2003). Em 2006, dos 6.588 sade intoxica¢cdes atribuidos
a circunstancia ocupacional, 1.874 (28,4%) dasxicagdes foram atribuidas aos
agrotoxicos de uso agricola (SINITOX, 2006).

Existem diversas metodologias para o diagnostico el@osicdo a
agrotoxicos. Para a classe dos organofosforados,dom métodos atualmente
utilizado consiste na determinacdo da atividade AdZhE. Esta avaliacdo €
interpretada a partir do percentual de inibicdo at@&vidade dessa enzima.
Entretanto, existem limitacbes como a auséncia dbres de referéncia de
normalidade padronizados para a atividade enzimatic ndo especificidade do
metodo por ter outros agentes ou variaveis que itglnéncia nesta atividade,

além da variabilidade inter e intraindividual (Whret al.2005).

As limitacOes existentes nas metodologias empregasta monitoramento
biologico da exposicdo aos organofosforados difaoal o diagndstico e, por
consequéncia, a terapéutica. Metodologias alteraatestdo sendo estudadas para
este fim, tais como 0s imunoensaios, que sao tasnde facil aplicacdo e de baixo

custo.

E neste contexto que este estudo se insere: O vdelsénento de uma
metodologia que supra as limitacbes dos métodogagds atualmente para o
diagnostico da intoxicacdo por inibidores de acetihesterase, que seja rapido,
de baixo custo e com a possibilidade de execucacampo. O metodo alternativo
desenvolvido neste estudo utiliza anticorpos pohelis aviarios, do tipo IgY,

produzido a partir de gemas de galinhas poedeitgs @ptdo sendo usados em
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substituicdo aos anticorpos produzidos em mamiferosedores. Esta substituicdo
tem sido indicada por promover o bem estar animpbegarantir uma producéo

constante durante toda a vida util da ave.

Apesar da existéncia de alguns imunoensaios pansbacdo da exposicao
a organofosforados, o presente trabalho diferesei@os demais pelas seguintes
razdes: (1) o animal utilizado para a obtencado aittscorpos foi a galinha, que é
produtora do anticorpo IgY nas suas gemas; (2)codeshemaglutinacao direta em
lamina € um meétodo de revelacdo simples que podeausa&do em situacdes de

emergéncia.



Brum, BC 5

2 REVISAO DA LITERATURA

Os agrotéxicos sao definidos pela FAO como "qualgsebstancia, ou
mistura de substancias, usadas para prevenir,udestr controlar qualquer praga,
incluindo vetores de doencas humanas e animaigcesp indesejadas de plantas
ou animais causadoras de danos durante (ou intedf®r na) producao,
processamento, estocagem, transporte ou distribuidd alimentos, produtos
agricolas, madeiras e derivados ou que deva seringtnada para o controle de
insetos, aracnideos e outras pestes que acometeonrpss de animais de criagcao”
(FAO, 2003).

Estes compostos podem ser classificados de acanshoacsua finalidade de
uso. O primeiro tipo é através de seu grupo quindomo 0s organoclorados,
carbamatos, piretroides, organofosforados, deniteos. Também, de acordo com
a sua toxicodindmica, (anticoagulantes, anticoljigos, dentre outros), a acao
sobre a espécie alvo (inseticidas, fungicidas, iceths, dentre outros.) (Hogstedt,
1992; Fengsheng, 1993)9,10. Outra classificacdoe du estabelecida pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), separa 0s agi@is em quatro
categorias: extremamente perigosos (classe laamalhte perigosos (classe Ib),
moderadamente perigosos (classe Il) e levementeggeos (classe Ill). Este
sistema € reforcado por uma simbologia cromaticarnfelho, amarelo, verde e
azul) (WHO, 1996; OLIVEIRA-SILVA, 2000).

Os agrotoxicos da classe dos organofosforados runginicialmente com
intuitos bélicos durante a Segunda Guerra Mundidtas substancias foram
desenvolvidas na Alemanha por Gerhard Schradercardim conhecidas como
"gases dos nervos" (Larini, 1999). Apos a guerraiio feitas modificacdes nas
moléculas a fim de reduzir sua toxicidade para pudessem ter outros tipo de
uso. Atualmente sado utilizados na agricultura, embi@ntes domésticos como

inseticidas e para o controle de vetores (Moraé8lL

Representando 70% dos casos de intoxicacbes parsedo ocupacional

(Garcia, 2001), os organofosforados sdo os agrob&xmais utilizados devido ao
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seu baixo custo, sua baixa estabilidade no ambierdaa alta efetividade contra
diferentes espécies de insetos (Woe¢lhl.,, 2005).

2.1 Caracteristicas dos inseticidas organofosforados

bY

Devido a alta lipossolubilidade, os organofosformdidio absorvidos pelo
organismo humano através da pele, da via respiegtdo trato gastrointestinal e
das mucosas (Costa, 2007). A principal via de edgéms ocupacional é a via
dérmica e a via respiratoria. A exposicdo por viarngica ocorre quando
individuos aplicam agrotoxicos organofosforadosads de pulverizacdo. Devido
ao clima quente do Brasil, a absorcéo por via déané aumentada. A exposi¢cao
por via respiratdria ocorre na atividade de forngél@a ou por aerossoéis. Apos a
absorcdo, sdo distribuidos no organismo concentraed especialmente nos
tecidos adiposos, figado, rins, glandulas salivateedide, pancreas, pulmdes e
paredes do intestino e estbmago e em menor proparg&istema nervoso central

e musculos (Larini, 1999).

No organismo humano sofrem rapida metabolizacaemng metabdlitos
hidrossoluveis. O processo para formacdo desteabtbtos envolve varios tipos
de rea¢cbes como hidrolises, oxidagcdes e conjugagdasibstituicdo do atomo de
enxofre pelo atomo de oxigénio, processo conhecmono dessulfuracao
oxidativa, faz com que estes compostos se torneficdlbgicamente ativos. A
principal via de eliminacéo € a urina, e em peqsemaporcdes as fezes, durante
as primeiras 48 horas apds a exposicado (Larini9199

2.2 Acetilcolinesterase

A AChE pertence a familia das esterases e € regpehpela degradacao
do neurotransmissor acetilcolina presente nas ferglaapticas nervosas e na
placa motora. A AChE também é encontrada na menabexterna dos eritrocitos
(Fukuto, 1990; Taylor, 1991; Lotti, 1995; Marrs, ®@0). Esta degradacao forma
dois produtos: a colina e o acido acético (FiguyaAl acetilcolina é responsavel
pelos impulsos nervosos nas jungdes colinérgica&psicas e neuromusculares. O
sitio ativo da AChE consiste de dois dominios: ondldo esterasico e o dominio

anionico como ilustra a Figura 2 (Marrs, 2007). ¢etlcolina é levada ao sitio
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ativo da enzima por atragao eletrostatica atraweard canal hidrofobico. No sitio
ativo ocorre a acetilacdo do aminoacido serina idi@ £sterasico resultando em
uma enzima acetilada. Esta é a etapa que depen@mzima ja que em seguida
ocorre uma desacetilacdo espontanea liberando ananpara um novo ciclo
(Fukuto, 1990). Além desta enzima, outra esterage ndesma familia, a
butirilcolinesterase (BChE), também conhecida catntinesterase do plasma ou
pseudocolinesterase, também pode agir sobre agktidc Entretanto, a funcao
fisiologica desta enzima no homem permanece ainglcahhecida (Giacobini,
2001).

P

; § Ache

CH3=N=CH3CH;0CCH3 ——e-
] H20O
CHjs

ACh acetilcolina

G
+
CH3-'1'IQ-'CH2CH20H + CH3C-OH
CHj acido acético
colina

Figura 1 - Hidrolise do neurotransmissor acetilcolina pelaada enzima AChE.
(adaptado de Fukuto, 1990).

i T
CH;'#‘ \O/CHi ""--c}.ga-—-: H"""CHI
7™ H-0 }:H

c0,")

3
N

Sitio esterasico Sitio anidénico

Figura 2 - Sitio ativo da enzima AChE
(adaptado de Quinn, 1987).
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2.3 Mecanismo de acéo dos organofosforados

Os agrotéxicos da classe dos organofosforados s&opastos que tém
como mecanismo de acdo a inibicdo de enzimas cigoamsmo envolve uma
triade catalitica composta pelos aminoacidos serimstina e acido glutamico.
Estas enzimas podem ser chamadas de serina-hidsol@sa principal enzima
envolvida neste mecanismo de acdo € a AChE. Aigad desta enzima se da
através da fosforilacdo do aminoéacido serina dm stivo da enzima, processo
andlogo a acetilagdo quando da acdo da AChE solseuosubstrato natural, a
acetilcolina. Desta forma, podemos dizer que osapnofiosforados sdo hemi-
substratos, capazes de serem atacados pela enmimarfdo um aduto de proteina
contendo um radical dialquil fosfato (EN-O-P[ORR{ye € estavel e resulta na
inibicdo da enzima (Figura 3). Esta inibicdo ndouma reacdo irreversivel
diretamente j& que antes da formacdo do aduto filaéfl@ a enzima forma um
complexo nado-covalente com o organofosforado (Go&@07). Este tipo de
inibicdo € chamado de "inibicdo progressivamenteviersivel” (Silva Filhcet al,,
2004).

W Kq g kp q

1
En—-CH + R—I"-X —_— [En-OH-R-IP"X] —_—— En—Cl—lP-R + X

R R!
Complexo

w

ky

Figura 3 - Reacdao de inibicdo da AChE. En-OH: enzima acéitilesterase (adaptado de Fukuto,
1990)

A inibicdo da enzima AChE conduz a um acumulo deti&olina nas
fendas sinapticas que, por conseqUéncia, leva agimeanto da Sindrome
Colinérgica. Esta sindrome é caracterizada peleaerbgtimulacdo do musculo
esquelético, dos musculos lisos e das glandulazseas. Altera, ainda, o sistema
nervoso central e a atividade cardiaca, que a@argh comprometimento
cardiovascular e respiratorio, podendo levar a md&Georgeet al, 2003). A
letalidade dos organofosforados € atribuida a ingdricia respiratoria e 0s

sintomas clinicos de envenenamento severo sdo merd@nsciéncia, auséncia de
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reflexos pupilares, secrecdo bronquiolar excessiwstertor, dificuldade
respiratoria e cianose (Apred al., 2002).

Considerando que o principal mecanismo de acaoodganofosforados é a
inibicdo da acetilcolinesterase, e que sua ampglza¢do gera impactos na saude
humana e no meio ambiente, € necessario que seufachiomonitoramento, ou
seja, um diagnéstico do tipo de exposicdo para sej@ feito um tratamento

adequado.

2.4 Avaliacdo da exposi¢cdo aos agrotoxicos: Monitoramea Biologico

O monitoramento biologico é definido como a avadiaglas exposi¢cdes a
substancias téxicas, ou metabdlitos, em tecidosiddls, secrecdes, excrecdes,
dentre outros (Pivettat al, 2001). Este tipo de procedimento pode ser efetuad
por meio de trés tipos de indicadores biolégicgsp andicador de dose interna,
gue tem a capacidade de determinar a quantidadsuliatancia quimica e/ou
metabdlitos presentes em amostras biologicas, ceamogue, urina ou tecidos; b)
o indicador de efeito, que se baseia nas alterabf@piimicas, isto é, avaliam as
consequéncias da exposicao e ndo o agente causda; cc indicador de dose
efetiva, que detecta o produto formado pela ligagd@gente quimico, ou de seus
metabdlitos, com receptores celulares (Apreta al, 2002). A avaliacdo da
exposicao deve estar baseada no historico da exgmsna avaliacdo clinica e no

diagndstico laboratorial.

Existem diversos métodos de diagndstico utilizagasa medir a exposicao
aos organofosforados: a identificacdo e analisentjtsdiva de compostos livres no
plasma; a identificacdo e andlise quantitativa detamdlitos na urina; e a
determinacéo da atividade das colinesterases rm@au no sangue total (Worek
et al, 2005).

A determinacao dos organofosforados ndo metabadizgawde ser feita por
cromatografia seguida de espectrometria de maas#y ho sangue como na urina,
no conteddo gastrico e, em casos fatais, no sistemevoso central para
confirmacdo da intoxicacdo (Apred al, 2002). Entretanto, esta abordagem tem
limitacdes devido a curta meia vida destes commogte s6 podem ser detectados

até poucas horas apo6s a exposicao (Wetekl., 2005).
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A maioria dos organofosforados, ao serem metabdtiga produz
metabdlitos alquilfosfatos que sdo excretados niaaucomo sais de sédio e
potassio, que também podem ser detectados por tognadia. A identificacao
destes metabodlitos na urina possui como vantagensemsibilidade e a
possibilidade de identificar exposi¢cdes recentes bmixas doses, além de ser um
método ndo invasivo. Entretanto, € um método aicahltente mais exigente por
necessitar de aparatos tecnoldgicos sofisticadosngplexos. Outra desvantagem
gue limita este tipo de diagndéstico é a grandeadisia entre os laboratdrios e o

meio rural (Apreeaet al., 2002).

A determinacéo da atividade da enzima AChE é unod@tépido, barato e
conveniente que entretanto, possui diversas lirbgac Uma limitacdo € nao ser
um método especifico para organofosforados, jaejistem outros inibidores da
atividade enzimatica da AChE, como os carbamat&s.um método que nédo é
sensivel para detectar exposicdes a doses médiasxas (Woreket al, 2005).
Além disto, existem variagdes inter-individuais ansexo, idade e polimorfismos
genéticos, dentre outros, que podem afetar a aé&diadeste biomarcador no
momento de estabelecer valores de referéncia denalmlade da atividade
enzimatica. Um exemplo desta metodologia é o KlVvibhond, que é um método
semi-quantitativo que expressa valores da atividamamatica em sangue total e

se baseia na mudanca de pH pela liberacdo do aciélioco.

A atividade da enzima AChE eritrocitaria € a maidizada para fazer o
diagnostico da exposicdo devido ao fato de seriaaugque reflete a inibicdo nas
sinapses, ja que € a mesma enzima (Coekeal, 2002). A BChE serve apenas
como bioindicador de exposicdo, mas ndo de toxdmgdaenquanto que a AChE
eritrocitaria serve como bioindicador tanto de expédo como de efeito. A
correlacdo entre a atividade da AChE eritrocitéia da AChE no cérebro vai
depender da farmacocinética do composto, da etktde de cruzar a barreira
hemato-encefalica e da janela de tempo entre asegd® e a medicao da atividade
(Lotti, 1995).

As abordagens metodoldgicas existentes para o d&dpo da intoxicacao
por organofosforados possuem limitacbes que culmina busca de alternativas

gue possam suprir estes impasses. Uma propostadaiétpca seria a utilizagcao
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de imunoensaios. Os imunoensaios sdo testes awoalijue utilizam anticorpos

para diversas finalidades.

2.5 Anticorpos

Os anticorpos, também conhecidos como imunoglolslin séo
glicoproteinas de alto peso molecular e sua estayutem forma de Y, é composta
por duas cadeias leves e duas cadeias pesadaadigadre si por meio de pontes
dissulfeto. O sitio determinante da ligacdo dosicampos com antigenos
correspondentes encontra-se no topo da estruturaYem é denominado de
fragmento Fab. A especificidade dos anticorpos m@nada pela sequéncia de
aminoacidos encontrada no fragmento Fab. Em humasnunoglobulinas séao
agrupadas em cinco classes de anticorpos: IgG, ¥, IgA e IgD, determinadas
pela sequéncia de aminoacidos da cadeia pesadalae ppsicdo das pontes

dissulfeto (Gil & Kubota, 1999).

2.5.1 Imunoglobulina Y

7

A imunoglobulina Y €& encontrada em aves, répteig)fibhos e
provavelmente em peixes pulmonados, enquanto qlggaé encontrada apenas
em mamiferos (Waret al, 1995). Tanto a IgG e a IgY possuem duas cadeias
pesadas e duas cadeias leves. As cadeias levesitémominio variavel e um
dominio constante, nas duas imunoglobulinas. Ovgréa entre as caracteristicas
destas imunoglobulinas é que a IgG possui um damvariavel e trés dominios
constantes em suas cadeias pesadas enquanto qg¥ @obksui um dominio
variavel e quatro dominios constantes em sua cagesada. Além disto, o peso
molecular da IgY é de aproximadamente 180kDa, entugue o peso molecular
da IgG é de aproximadamentel60kDa, conforme descrét Figura 4 (Aradjo,
2007).

A imunoglobulina Y antes era chamada de IgG avigroat possuir uma
grande semelhanca com a IgG encontrada em mamifé&wgetanto, Leslie e
Clem (1969) mostraram haver grandes diferencaseeaitas duas moléculas.
Devido a isto, a imunoglobulina IgG aviéria foi deminada de IgY (dgolk, gema

em inglés), jA que a nomenclatura da IgG ja estaata implementada. Estudos
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realizados com a imunoglobulina Y indicam que eptateina deu origem as

imunoglobulinas de mamiferos IgG e IgE (Watral., 1995).

Os principais anticorpos encontrados nas galindas &A, IgM e IgY. Os
anticorpos IgA e IgM s&do muito semelhantes aos masniferos. Os anticorpos
IgA e IgM na galinha sao transferidos para o ova) peguena quantidade,
carreados pela albumina. Enquanto que o anticogpoé transferido para a gema

do ovo em quantidades comparaveis ao do soro (®adtaal., 2001).

lgG

Cu2 Cu3 Cua

‘2::-
el

Figura 4 - Comparacéao estrutural entre IgG(PM:160kDa) e I¢¥.GAL80kDa).
VH: dominio variavel da cadeia pesada e VL: domiminavel da cadeia leve; CL: dominio constante da
cadeia leve, @1, w2, 3 e G4:dominios constantes da cadeia pesada da lgl,; @2, Cy3: dominios
constantes da 1gG. (Fonte:Watral, 1995).

A substituicdo de mamiferos por aves (galinhasa @aproducdo de anticorpos

policlonais é sugestiva por apresentarem inUmexatgens, tais como:

* Economicamente viavel, pois 0 modo de criacdo @dislgs € considerado de baixo

custo e simples (Araujo, 2007);

» Método néo invasivo devido ao fato de que os amaosao transferidos para a gema,
ndo havendo a necessidade de coletas de sanguetamasa como ocorre com a
utilizacdo de coelhos. Em 1999 (Qffice Vétérinaire Federal na Suiga e o European
center for the validation of alternative metholSCVAM) aprovou a utilizagédo de
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galinhas para producao de anticorpos como um metieimativo para o bem estar do

animal;

* Reducdo do numero de animais utilizados, jaA queamtglade de anticorpos que se
obtém de uma so6 galinha é expressivamente maioaqueducdo de anticorpos em

mamiferos (coelhos);

* Necessitam de uma pequena quantidade de antigeadiparimunizacdo devido ao

baixo peso corpéreo destes;

* A quantidade de anticorpos produzidos em uma s@asle chegar a 20 a 40 g de IgY
por ano (Schadet al, 2005), chegando a ser de 5 a 10 vezes maiax guadutividade

de IgG de um coelho;

* A producao de anticorpos por estes animais se maeté altos niveis de anticorpos

especificos por um longo periodo (Polsbml, 1980);

e A atividade e estrutura das IgYs se mantém estéanéle os pH 4 e 11 e em

temperaturas até G, segundo FAN e colaboradores (2009)

2.6 Imunoensaios

Os imunoensaios se baseiam na reacao entre anggamta@orpan vitro e podem
ser utilizados para detectar ambos o0s componendsta deacdo. Sao empregados
anticorpos monoclonais ou policlonais. Os anticerpoliclonais sdo provenientes de
diversos clones da célula B e a obtencao destel&émticorpo € simples e de baixo custo
(Kendall, 2006). Os anticorpos monoclonais séo ymmtbs por linhagens segregadas e
imortalizadas de linfécito B. Os anticorpos monoélis sdo muito mais especificos que os
policlonais, entretanto o uso de anticorpos patiale se da mais frequentemente quando

se quer analisar uma classe de poluentes na siliddde (Gil & Kubota, 1999).

Os imunoensaios tém limitagcbes em detectar a pras#a antigenos quando estes
tém um peso molecular relativamente baixo. Enttetaesta limitacdo € solucionada
guando se conjuga estes antigenos a proteinasadaras como a albumina (Gil &
Kubota, 1999). Com relacdo a concentracdo de aptisoobtidos em animais de
producdo, vai depender da natureza do antigeno sistema imune do animal de
experimentacdo que ira produzi-los. Os animais sfee geralmente utilizados para a
producdo de anticorpos sdo os ratos, camundongoseldos, animais adaptados as
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condicOes laboratoriais. Para a obtencdo de qual@sdsuficientes de anticorpos se faz
necessdria a eutanasia destes animais (Sehatle2001).

2.6.1 Imunoensaios aplicados a organofosforados

Existem diversas propostas e estudos a respeiboodwnitoramento da exposi¢céao
a organofosforados baseado em imunoensaios. Weolgl@radores (2008) propdem um
imunoensaio eletroquimico que detecta diretamem€lE fosforilada. Outra proposta é
um imunoensaio baseado na adsorcdo de zirconigrapss fosforicos encontrados na
enzima AChE inibida por organofosforados (Wahgl, 2009).

Liu e colaboradores (2008) desenvolveram um imumsmseque pode detectar
exposicoes a organofosforados usando oOxido de nzarc§ZrO,) como agente de
reconhecimento do aduto de proteina fosforilada. dgiticorpo ligado a nanoparticulas é

responséavel pela deteccao eletroquimica do adypoodeina.

Georgeet al. em 2003 conseguiram obter anticorpos policlooaigra um peptideo
sintético conjugado a molécula carreadkeghole limpet hemocyanifKLH), peptideo
este, correspondente a regido do sitio ativo damenZAChE, que é inibida por
organofosforados através da fosforilagdo do amido&erina deste sitio ativo (George
al., 2003). Os autores conseguiram demonstrar quemples fosforilacdo da serina
presente nesta sequéncia ja quebra o reconhecinpaito anticorpo, indicando a
possibilidade de producédo de anticorpos que segazes de reconhecer o tipo de aduto

de proteina gerado pela inibicdo da AChE.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Desenvolver um método de imunoensaio com anticognarios para a
deteccdo da exposicdo a compostos organofosforapelm deteccdo de
acetilcolinesterase inibida no sangue humano paordwytutinacdo direta.

3.2 Objetivos especificos

* Obter anticorpos aviarios IgY contra peptideo gietds com sequéncias
correspondentes ao sitio ativo da acetilcolineseerdumana normal (SOH) e
fosforilada (SOP)

e Avaliar in vitro a atividade dos anticorpos anti-SOH e anti-SORt&eaos
peptideos correspondentes;

» Testarin vitro a especificidade dos anticorpos anti-SOH e SORradmemacias

humanas integras através de hemaglutinagao direta.
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4 Material e Métodos

4.1 Material
4.1.1 Peptideos sintéticos

Os peptideos sintéticos correspondentes a regiasitim ativo da AChE
humana, com o residuo serina livre (SOH) e com esténa fosforilada (SOP),
foram adquiridos da empresa Peptides Internatic@gleptideo SOH (H-Thr-Leu-
Phe-Gly-Glu-Ser-Ala-Gly-Ala-Ala-OH) possui peso meolular de 0,923kDa e o
peptideo SOP (H-Thr-Leu-Phe-Gly-Glu-Sesp0s]-Ala-Gly-Ala-Ala-OH) possui
peso molecular de 1,003kDa.

4.1.2 Animais

Os animais utilizados para este projeto foram dedf poedeiras da raca
Isa-Brown, em fase inicial de postura, oriundasudea granja situada em Campo
Grande, no Rio de Janeiro, com idade entre 18-20asas. Foram utilizadas 4
galinhas para este estudo. Estas aves encontragamwasinadas contra as
principais doencas aviarias e foram previamentecehadas com um peso médio
de 1,8kg e nivel de postura de aproximadamente ds @or semana. Durante o
projeto as aves permaneceram na granja. Ao findhda de postura as aves serao
eutanasiadas por meio de deslocamento da colundacakr As carcacas serao
descartadas na FIOCRUZ como residuo biolégico Afgusdo a resolucdo da
ANVISA RDC No 306, de 7 de dezembro de 2004. Derdcocom esta
regulamentacdo, os residuos biologicos geradosenestudo serdo dispostos
formolizados em local devidamente licenciado paeacarte final de residuos de
servico de saude. No caso deste projeto, os resideodo acondicionados em
sacos brancos leitosos e descartados nas lixemasod branca encontradas na
ENSP, em hora e local combinados com o Escritéei®bsseguranca. Apds o seu
descarte, serd informado ao Escritério de Biossaygga a quantidade e peso dos
residuos que foram descartados. Com uma antecedéecR4 horas sera emitido
um documento de autorizacdo para a entrada dasagascna FIOCRUZ e a
Comissédo de Biosseguranca da ENSP sera comunicadantdada deste residuo
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biolégico na instituicdo. Estes procedimentos forsmgeridos pela Comissédo de
Etica no uso de animais sob o registro LW-22/09.

4.1.3 Doadores humanos

A enzima AChE eritrocitaria humana foi obtida poeim de analise em
amostras de sangue humano coletadas de 10 volostalo Laboratorio de
Toxicologia do Centro de Estudos da Saude do Tretmhdr e Ecologia Humana
(CESTEH) da Fundacédo Oswaldo Cruz, de ambos osssexam idade entre 18 e
55 anos. O sangue foi coletado por meio de puncé@nosa com agulhas
descartaveis em tubos vacuntainer heparinizadosanfracoletados num volume
total de 10mL em cada coleta (com previsdo de t@stas ao longo de todo o
projeto). As amostras bioldgicas foram utilizadasmente para o desenvolvimento
deste imunoensaio e descartadas posteriormenteaedasccoletoras de materiais
perfurocortantes. O critério de inclusdo para atipgacdo do projeto foi quem
consentiu ao assinar o Termo de Consentimento LevEsclarecido, ser ambos 0s
sexos, com idade entre 18 e 55 anos. E como witéei exclusdao da pesquisa
aqueles que ndo apresentaram faixa etaria detedaindumero da licenca do
Comité de Etica em Pesquisa: 108/09.

4.1.4 Reagentes

Etanol absoluto, acido acético, Comassie blue, atotr de prata,
formaldeido, metanol, Tween 20, acido cloridricaC{H glicose, cloreto de sdodio
(NaCl), hidroxido de sddio (NaOH), solucdo de stdfde cobre anidro, solucéo de
tartarato de sodio e potassio, solucdo de carbodatsodio, citrato de sddio, tris
(hidroximetil) amino metano (Tris), sulfato dodedi sédio (SDS) e acido citrico
foram adquiridos de VETEC Co. Albumina bovina uptwaificada, hidrocloreto de
N-N-dimetilaminopropil-N-etil-carbodiimida (EDPC),adjuvante completo de
Freund, adjuvante incompleto de Freund, polietitdroml 8000 (PEG), glicerol,
tampéo carbonato bicarbonato, tampao citrato ddafos ditietrietol (DTT),
anticorpo anti-IgY, folin e albumina bovina forandcuiridas de Sigma Aldrich
Co. EDTA foi adquirido pela Invitrogen Co., a gha pela Merck Co.. Conjugado
anti-IgY ligado a peroxidase (HRP) e o-fenilenodiaan (OPD) foram adquiridos
pela Promega Co. Acido Sulfarico foi comprado pRetaquimios Co.
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4.2 Métodos
4.2.1 Conjugacdo dos peptideos SOH e SOP com albuminanaov

Uma solucdo com 1,25mg de albumina bovina (BSA)raplarificada
(Sigma Aldrich Co) dissolvida em 5mL de PBS (pH)7t@ve seu pH elevado para
8,3 com hidréxido de sédio. Uma solucdo contendg &ms peptideos dissolvidos
em 1 mL de PBS foi adicionada, gota a gota, a sauge BSA sob agitacdo e
temperatura ambiente. O pH foi ajustado a 8,3 caa®N e o volume completado
para 10 mL com &gua destilada. Em seguida, um td&al21lmg de EDPC
(hidrocloreto de N-N-dimetilaminopropil-N-etil-caodiimida) foram divididas em
quatro partes iguais, e cada parte adicionada ¢envialos de duas horas a solucéo
de Peptideos-BSA, que ficou mantida sob agitac&arde 8 horas, no escuro e a
4°C, conforme (Sousa, 2008) com algumas modificacd® conjugado foi
submetido a uma dialise utilizando a coluna Ulttake (Sigma Aldrich Co), onde
as solucdes dos conjugados SOP-BSA e SOH-BSA fongeridas e submetidas a
quatro centrifugacbes a 4000rpm por 40 minutos. Mdervalo de cada

centrifugacéo foi adicionado PBS a coluna.

4.2.2 Obtencao da imunoglobulina Y (IgY) anti-SOH e ariOP

Os animais foram mantidos em galinheiros teladagegados, em gaiolas
suspensas e individuais, com limpeza diaria, recéberacdo ao dia e agua
potavelad libitum Para a imunizacdo das aves, a forma de contemgli@#Zada foi
a mecanica, num periodo minimo de 5-10 minutos gu@&. Duas galinhas foram
imunizadas com 200ug dos antigenos SOH e SOP Jiwatias com 200ug dos
conjugados SOH-BSA e SOP-BSA. Estes antigenos foeamulsionados em
0,1mg/mL de adjuvante completo de Freund e em skgimoculados em dez
pontos do musculo peitoral da galinha, acompant@daonais dois in6culos com
0,1mg/mL de adjuvante incompleto, em intervalos dma semana cada,
perfazendo trés semanas, totalizando um volumel fibea dose de 0,5mL
distribuidos entre os pontos de inoculagcdo, dand65ml por ponto. O
procedimento de inoculacao foi realizado utilizaresingas de 3mL uma agulha
de calibre 25x8mm. Apdés um intervalo de 20 dias aiepdo ultimo inoculo,

iniciou-se a coleta dos ovos.
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Os ovos foram coletados ap6s a postura natural ales, rotulados e
armazenados em geladeira (4 &CB até o momento da extracdo. As
imunoglobulinas IgY dos ovos colhidos foram exteddelo método de Polson e
colaboradores (1985). Primeiramente as gemas fosaparadas da clara e em
seguida 10mL de gema foram transferidos para 40mlPBS pH 7,6 contendo
1,759 de PEG 8000 3,5% p/v, homogeinizados e indofgpor 20 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente este homogaaei foi centrifugado
(Centrifuga Sorvall Legend RT) por 25 minutos a @ temperatura ambiente.
O sobrenadante foi coletado e filtrado e o preaigit foi descartado. Foi
adicionado ao filtrado PEG 8000 para uma conceavdpal de 12%, seguindo-se
homogeneizacédo e incubacgédo por 10 minutos a termparambiente. Em seguida,
o material foi centrifugado por 25 minutos a 500 temperatura ambiente. O
sedimento foi dissolvido em 25mL de PBS pH 7,6,iciehando-se 3g de PEG
8000 (concentracado final de 12%p/v), incubando-ser pl0 minutos e
centrifugando-se por 25 minutos a 5¢0®temperatura ambiente. Foi descartado o
sobrenadante e o sedimento foi dissolvido em 2,5®lPBS pH 7,6 a°C e um
volume igual de etanol 50% a -ZD foi adicionado. Em seguida, o material foi
centrifugado por 25 minutos a 10ape -5°C e o sobrenadante foi descartado. O
sedimento foi dissolvido em 2,5mL de PBS pH 7,6mazenado a -2C.

Uma parte dos anticorpos IgY anti-SOP que foramifmados conforme
descrito anteriormente foi purificado por precigédia com sulfato de amdnio. Para
tanto, uma aliquota da solucdo de IgY teve seu pltado para pH 7,4 com
NaOH e submetido a uma agitacdo .7 Sulfato de amoénio foi adicionado
lentamente para uma concentracao final de 20% .(@)epois da precipitacdo a
agitacao foi mantida por mais 30 minutos. Em seguwidnaterial foi centrifugado
a 200@ por 20 minutos e ressuspenso em PBS pH 7,4. Esihg;0es foram
dialisadas contra PBS pH 7,4 utilizando colunast@eaep (Millipore) seguindo o
protocolo do fabricante e estocadas’@ .4

4.2.3 SDS-PAGE

Os conjugados de peptideos com BSA e as imunoglodmillgY purificadas
foram caracterizados através de eletroforese endgedoliacrilamida na presenca
de lauril sulfato de sodio (SDS-PAGE), conforme inaeli (1970). Aliquotas de
cada solucdo foram desnaturadas em tampao de am@&@DS; EDTA; Glicerol;
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Tris pH 8,3;B-mercaptoetanol, azul de bromofenol) por fervuraaditie 3 minutos.
As corridas foram feitas em gel a 12% e 10%, reBpamente, com corrente
constante de 50mA durante 30 minutos a temperaanmhiente na presenca de
tampéo de corrida com frente de glicina. Depoiscdaida as proteinas foram
coradas por duas metodologias: prata e Comassi Bla coloracédo por prata, o gel
foi imerso na solucédo de fixacdo (etanol/acido igogtpor 30 minutos, sob agitacéao.
Depois da fixacdo, o gel foi retirado e colocadosnlucdo de nitrato de prata por 30
minutos, sob agitacdo. Em seguida, os géis foramdi@as rapidamente por duas vezes
com agua, e colocados em solucdo reveladora (Na®@HAldeido) até o
aparecimento das bandas, paralisando a coloragésclucdo de acido acético a 5%.
Na coloracdo por Comassie Blue, o gel foi imersaolacao fixadora (acido acético,
metanol, Comassie Blue R-259) por no minimo 2 hooas overnight, quando
necessario. Em seguida o gel foi descorado conug&m metanol/acido acético.

4.2.4 ELISA indireto

A verificacdo da atividade dos anticorpos IgY &@H, anti-SOP, anti-SOH-
BSA e anti-SOP-BSA foi feita através do ensaio iormzimatico (ELISA) segundo
VOLLER e colaboradores (1976) com modificacdes, qual placas (Maxi Sorb,
Nunc) foram sensibilizadas com 100de solucdo dos seguintes antigenos diluidos
em tampdo carbonato/bicarbonato: peptideos SOH 2 B@es; peptideos SOH e
SOP conjugados com BSA (SOH-BSA e SOP-BSA) e BSAeids 1, 2 e 3). A
adsorcdo dos antigenos foi feita com uma incubagad-8°C por 16 horas.
Posteriormente as placas foram lavadas duas vexes200uL com PBS contendo
0,05% de Tween 20 (PBS-T). Os anticorpos foramidds em PBS-T com caseina
1% (leite em po6 desnatado-MOLICO®), e, posteriortaeriOOuL destas solucdes
foram aplicadas nos pocos e incubadas por 1h a.3&R@ds o bloqueio, as placas
foram lavadas 3 vezes como descrito acima. Em dagoram adicionados 1Q0. de
conjugado anti-IgY ligado a peroxidase (anti-IgY-PIRdiluido 1:1000 em caseina
1% em cada poco e incubado-se por 1h a 37°C. Aaedaplavagem foi repetida trés
vezes com PBS-T e foram adicionados 1Q0de solucéo reveladora contendo 10mg
de o-fenilenodiamina (OPD) e 1D de peroxido de hidrogénio em 25 mL de tampéo
citrato. As placas foram em seguida incubadas f@2Q minutos a temperatura
ambiente, em ambiente protegido da luz. A reacagéralisada com a adicdo de
acido sulfarico 2M e as placas foram lidas atrad@seitor de microplacas (Test Line
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- Biotech Instruments, USA), usando filtro de réfecia de 490nm e filtro de
contraste de 630nm.

4.2.5 Desnaturacao da acetilcolinesterase eritrocitaridminibida

Teste com HCI: Foram adicionados 900uL de sangue total em tubos de
vidros e em seguida foi adicionado HCI| nas conagites finais de 0%, 0,4%,
0,8%, 1,6% e 2%. Apdés 30 minutos expondo as hermséai@ste composto, foi
centrifugado os tubos por 10 minutos a 2000rpmetoai-se o sobrenadante e
realizou a leitura fotométrica no comprimento de dande 540nm no
espectrofotdmetro Uv-Visivel (Shimadzu, modelo U§0OA).

Teste com DTT: Foram adicionados 900uL de sangue total em tubos de
vidros e em seguida foi adicionado DTT nas conaggties finais de OmM, 1mM,
2mM, 4mM, e 5mM. Apds 15 minutos expondo as hensmeaaste composto, foi
centrifugado os tubos por 10 minutos a 2000rpmetoai-se o sobrenadante e
realizou a leitura fotométrica no comprimento de dande 540nm no
espectrofotdbmetro UV- Visivel (Shimadzu, modelo UG0A).

4.2.6 Hemaglutinacéo

Laminas de Vidro: Foram aplicados em uma lamina de vidro, 50uL de
sangue total que foi previamente exposto com DTm amoncentracdo final de
5mM. Em seguida, foi adicionado 50uL de anticorpg¥ anti-SOH e anti-SOP
diluidos 1:10 e 1:100 em solucao salina a 0,9% (N&Cem Tampéao Alsever
(2,059 glicose, 0,42g NaCl, 0,8g Citrato de S06di6,05g acido). Os
imunorreagentes forma misturados inicialmente comauxilio de espétula e

mantidas sob agitacdo orbital lenta por 5 minutos.

Placas de fundo cénicoForam aplicados em uma placa de microdiluicado
com fundo cbnico, 50uL de anticorpos IgY anti-SOHai-SOP concentrados,
diluidos 1:2 e 1:4 em solucédo salina a 0,9% (NaEm seguida, foi adicionado
25uL das seguintes amostras de hemacias dilui@é®sdue foram dividas em dois
grupos: tratadas previamente com DTT na concentréig@l de 5mM, sendo estas
lavadas com NaCl 0,9% ou néo. Outro grupo € dasaktes ndo tratadas com
DTT, sendo estas lavadas ou ndo com NaCl 0,9%. d&dost estes grupos foram
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adicionados o anticorpo anti-lgY 1:100. Os imunagentes foram misturados

inicialmente e mantidos em repouso por lhora.

4.2.7 Determinacao de proteinas totais

As amostras dos peptideos conjugados a BSA, etaogos IgY anti-SOH e
anti-SOP foram determinados pelo método de Lowmgw(ly et al, 1951). Aliquotas
foram transferidas para tubos de ensaio em volymedefinidos. Foi adicionado as
amostras 1mL de reagente de dosagem (1 mL de Sotig&ulfato de Cobre Anidro
2% + 1mL de solucédo de Tartarato de Sodio e Patad8 em 100mL de solucéo de
Carbonato de Sédio 2% e Hidroxido de Sédio 0,1M)mogeinizado e incubado a
temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguidegnfoadicionados 100uL de
reagente de Folin 1N, homogeinizado e incubado 4®rminutos a temperatura
ambiente. Para a curva de calibracdo, foram utibga5 (cinco) pontos de
concentracdo de BSA a 2mg/mL: 5ug, 10ug, 20ug, 4018pug para um volume
final de 100uL. No tubo "branco" foram adicionadb@uL de agua destilada. A
leitura foi feita em um espectrofotémetro UV-Visliy®licronal) a 660nm.

4.2.8 Anélise dos Resultados

As avaliagcOes das IgYs anti-SOH e anti-SOP forasefidas no programa
Excell 2003 da plataforma da Microsoft. As densiedticas obtidas no ELISA
foram plotadas neste programa e foram gerados apsfique possibilitou a
interpretagdo dos resultados obtidos.

A determinacdo da auséncia de hemolise das hemaaigsesenca de DTT
foi avaliado utilizando o programa Excell da plataha Microsoft onde as
absorvancias obtidas foram inseridas neste progearaalisadas.
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5 RESULTADOS

A conjugacdo dos peptideos SOH e SOP com BSA faliada pelas
diferencas dos valores dos pesos moleculares da B8A e dos conjugados
(Figura 5A). A BSA apresentou PM de 70 kDa enquasda@onjugados SOH-BSA
e SOP-BSA apresentaram PM ao redor de 87kDa. Arehifm entre estes
compostos demonstra que entre 17 e 19 moléculasageenos foram ligadas a
cada molécula de BSA (Figura 5B). Tanto os peptsdeages como os conjugados
foram injetados nas galinhas s6 sendo possivelreasa formacéo de anticorpos
para os peptideos conjugados, denominados de &Hi<anti-SOP.

As IgYs anti-SOH e anti-SOP, extraidas e purificadzelo método de
Polson (1985), foram submetidas a SDS-PAGE que tapora presenca das
imunoglobulinas IgY através das bandas de 69 e R& korrespondentes, as
cadeias pesada e leve da IgY, respectivamente (&ig§u Entretanto, esta SDS-
PAGE apontou a presenca de proteinas contaminantpse levou a tentativa de
melhorar a purificacdo da imunoglobulina. Para dammostras de IgY anti-SOP
extraidas pelo método de Polson (1985) foram rdjgadas por precipitacdo com
sulfato de amonio (Araujo, 2007). Este anticorpd $elecionado para testar a
repurificagdo por ser o reativo para molécula atlm imunoensaio, ou seja, a
acetilcolinesterase inibida . A Figura 7 mostra gséa repurificacdo ndo foi capaz

de eliminar as proteinas contaminantes.

A Figura 8 mostra que as imunoglobulinas IgY an@is e anti-SOP
reconhecem BSA, SOH e SOP, apresentando uma deesiddca (D.O.) um
pouco mais intensa para os pares homoélogos. Asaigi-SOH e anti-SOP foram
tituladas pareadamente por meio de ELISA usandpe@sideos conjugados a BSA
(SOH-BSA e SOP-BSA) como antigenos, como mostraigur 9. As IgYs
também foram tituladas com os peptideos SOH e S@kes| conforme
apresentado nas Figuras 10A e 10 B. Estas titulagcdenprovam, mais uma vez,
gue 0s anticorpos interagem, como era esperado, admeptideos heterdlogos,
livres ou conjugados. Mesmo assim, as reacfes siwvelmente mais fortes para
os pares homodlogos.
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A escolha do DTT como fator desnaturante da AChBb&seado no estudo
de Wang e colaboradores (2008). A exposicdo dasabexm ao DTT, nas
concentracdes indicadas, ndo provocou hemodlise,focme demonstrado na
Figura 11. Hemacias tratadas com 5mM de DTT, olstida um doador saudavel,
foram usadas para testar a técnica de hemaglubnali®d primeiro teste a
hemaglutinacdo foi feita em l|aminas de vidro, n&mdo possivel evidenciar
aglutinacdo com anti-SOH, que deveria reconhecer acetilcolinesterase
eritrocitaria ndo-inibida (dado ndo mostrado). Natamto, em placas de fundo
cbnico com hemacias lavadas com salina foi possiceinstatar uma

hemaglutinacdo discreta e insuficiente para firsgddsticos (Tabela 1).
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Figura 5 - SDS-PAGE dos peptideos SOH e SOP conjugados a BSA

A = Padrao de Peso Molecular (PM; BenchMark Prdteigder, Invitrogen), com as bandas indicadas por
setas usadas para a Curva Padrdo de PM (25, 380,460, 70 e 80kDaB = BSA com banda indicada por
seta usada para calculo do P®1= SOH-BSA com banda indicada por seta usada pardcola&le PM

D = BSA;E = SOP-BSAF =BSA; G = SOH-BSAH = BSA;|= SOP-BSA.

Gel separador a 12% segundo Laemmli (1970); Re&elpgr prata; Linhas indicam as posi¢ées dos pecos
do front de corrida usadas para o célculo dos Rf. O insefesenta a regresséo linear para os célculos de

Peso Molecular
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Figura 6 - SDS-PAGE das IgY anti-SOH e anti-SOP

A = Padrao de Peso Molecular (BenchMark Protein leaddinvitrogen) com as setas indicando
os limites usados para construcdo da Curva Pad&e)jgY anti-SOH 1:4;C = IgY anti-SOH
1:10;D = IgY anti-SOP 1:4E: IgY anti-SOP 1:10.

Gel separador a 10%, segundo Laemmli (1970); Re&elpor Comassie Blue.
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80 kDa

25kDa

Figura 7 - SDS-F ;E de IgY anti-SOP repurificada com sulfdeoamdnio

A = 1gY anti-SOP precipitada com PEG e repurificgux precipitacdo com sulfato de aménio

20%; B = IgY anti-SOP precipitada com PEQS = Padrdo de Peso Molecular (BenchMark

Protein Ladder, Invitrogen) com as setas indicapdolimites usados para constru¢cdo da Curva
Padrao); * proteinas residuais.

Gel separador a 10%, segundo Laemmli (1970); Re&#elpor Comassie Blue.
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Figura 8 —Especificidade dos anticorpos IgY

A = Antigenos nao conjugadd®;= Antigenos conjugados

ELISA com antigenos e conjugados ligados a pldzsgrgdo com IgY anti-SOH e anti-SOP e revelagéo com
anti-IlgY-HRP e OPD
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Figura 9 - Titulacdo pareada das IgY anti-SOH e anti-SOP 8@H-BSA e SOP-BSA.

A = Titulag&o da IgY anti-SOHB = Titulagdo IgY anti-SOP

ELISA com conjugados ligados a placa, absorcdo tgYnanti-SOH e anti-SOP e revelagcdo com
anti-lgY-HRP e OPD
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Figura 10 - Titulacio pareada das IgY anti-SOH e anti-SOP c@H & SOP

ELISA com conjugados ligados a placa, absorcdo tgp¥hanti-SOH e anti-SOP e revelagdo com
anti-lgY-HRP e OPD
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Figura 11 - Demonstracéo da auséncia de hemoélise apoés tramoemtDTT
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Tabela 1 -Hemaglutinacdo das IgYs anti-SOH e anti-SOP eroaptie microdiluicdo de
fundo cénico

Tratamentos das heméacias

Controle

Anticorpo
P (Sem IgY) Lavagem DTTe
Nenhum DTT lavagem com
com NacCl
NaCl
IgY anti-SOH
concentrado B ) + + +7
IgY anti-SOP _ + 4 + .
concentrado
IgY anti- SOH
1:2 } - + + +1
IgY anti-SOP 1:2 - + +| + +
IgY anti-SOH 1:4 - - + +| +1
IgY anti-SOP 1:4 - + +] +1 +

Hemacias humanas diluidas 1:20, tratadas ou ndadas com DTT 5mM, lavadas ou nao

lavadas com NaCl, tratadas com IgY anti-SOH e &6t concentrada ou diluida.

+ = reacdo de hemaglutinacdo positiva; = reacdo de hemaglutinacdo menor que +;

+1 = reacdo de hemaglutinacdo maior que +; - = aiséle reacdo de hemaglutinacéo.
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6 DISCUSSAO

Existem dados sobre a producdo de anticorpos pola&ss contra o0s
peptideos ao redor do centro catalitico da AChEofvleida (Georgeet al.,, 2003),
entretanto foram utilizados coelhos para a produt@sses anticorpos e a analise
soroldgica foi feita poimmunoblot Neste estudo, foram utilizadas galinhas e o
método de analise soroldgica foi o ELISA. Ja enagéb a hemaglutinacdo, néo
existem dados na literatura com anticorpo aviaacappesquisa da intoxicacdo em

humanos.

Os peptideos SOH e SOP utilizados sdo compostos@@aminoacidos, o
que lhes conferem caracteristicas de haptenos. €@mopdsito de produzir IgY
anti-SOH e anti-SOP, aves foram inoculadas com paistideos puros, livres de
moléculas carreadoras, pois segundo Schade e calddb@s (1996), foi possivel
obter anticorpos em galinhas diretamente com umapsgitideo. No entanto, neste
estudo, nao foi possivel detectar anticorpos coma&s inoculadas somente com
os peptideos, confirmando suas propriedades hag@&niO fato destes peptideos
ndo induzirem resposta imune nas aves, seja peka ltkamplexidade quimica ou
pelo baixo peso molecular, também pode ser atrib@idolerancia oral, ou seja, a
um mecanismo regulatério e protetor do organismo dae contra a
hipersensibilidade causada por proteinas que nactstalmente digeridas e que

possam ser absorvidas através do intestino (BueRPaéheco-Silva, 1999).

Existem diversas metodologias para realizar a qyagéo de haptenos com
moléculas carreadoras utilizando diversas subsédncligantes, tais como
formaldeido (Pengelly, 1977), dimetilformamida (\éei & Wieczorek, 1981) e
carbodiimida (Maldineyet al, 1986). Neste estudo foi utilizada a metodologia
com carbodiimida. As proteinas presentes depoisoti@ugacédo foram comparadas
com a BSA através de SDS-PAGE (Laemmli, 1970) evisio que o0s conjugados
(SOH-BSA e SOP-BSA) apresentaram Peso Molecular)(B& 87kDa e a BSA
70kDa (Figura 5). Com a diferenca de 17kDa é padsiastimar que foram
conjugadas entre 17 e 19 moléculas de peptide@sqgaata molécula de BSA.
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Os peptideos SOH e SOP conjugados com BSA foramzespde induzir
resposta imune nas aves, como mostra a Figura i8tefx diversas metodologias
para a extracdo e purificacdo da IgY, tais comacfmitacdo com sulfato de
amonio (Deignaret al, 2000) ou polietilenoglicol (Schadet al, 2001); varios
processos cromatograficos (Meulenaer & Huyghba@@01);e filtracdo por
membranas (Kim e Nakai, 1996). A metodologia uéiia neste estudo para
purificacdo das IgY foi a precipitacdao com polietibglicol (PEG) proposta por
Polson e colaboradores (1985), por ser uma metgimlbem estabelecida e de
uso corrente no laboratério que serviu de base esta pesquisa (Figura 6). O PM
da IgY ainda ndo é bem estabelecido, existindemjéncias entre os autores.
Segundo Warr e colaboradores (1995), o PM da Ig¥Yeé aproximadamente
180kDa enquanto para Leslie e Clem (1999) o PMas2@ickDa. Neste estudo foi
obtido uma IgY com PM ao redor de 190kDa, que mus® aproxima dos
resultados anteriormente descritos. O PM das IgYe&timado considerando duas
cadeias pesadas (69kDa) e duas cadeias leves (2@Da cada imunoglobulina,
conforme descrito na Figura 6. Carlander (2002)rap 65 e 18kDa para as
cadeias pesada e leve da IgY, respectivamentes Eswltados indicam que as
imunoglobulinas que foram purificadas dos ovos galsnhas imunizadas estdo de

acordo com as descri¢cOes atuais para esta imunolghab

A Figura 6 aponta algumas bandas além daquelasesmondentes as
cadeias da IgY. Araujo (2007) fez uma comparacéamweealgumas metodologias
para purificacdo de IgY e mostrou que a precipibtagam sulfato de amonio pode
purificar sem haver muita perda. No entanto, teséedizados com IgY anti-SOP
mostraram que a precipitacdo com sulfato de amfamfoi capaz de melhorar os
resultados obtidos pela precipitacdo com PEG, acomomostram os resultados

descritos na Figura 7.

A guantidade de IgY produzida por uma galinha pede de 20 a 40g por
ano (Schadeet al.,, 2005). Segundo Carlander (2002), a concentraigadgyY nas
gemas dos ovos € constante e é possivel obter derd®0mg de IgY purificada
em um unico ovo. A produtividade dos anticorpos lgv aves pode ser de 5 a 10
vezes maior que a produtividade de 1gG em coellz@9drg IgG/ 40mL sangue)
(Schadeet al, 2001). Dentro desta quantidade de IgY produzaienas cerca de

3 a 3,2% dos anticorpos sédo especificos aos ardsgadministrados (Akita & Li-
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Chan, 1998). Neste estudo foram obtidos cerca aeg8de IgY anti-SOH e 105mg
de IgY anti-SOP por gema, o que esta de acordo esmesultados obtidos por
Carlander (2002).

A producdo de anticorpos utilizando haptenos coaflog a moléculas
carreadoras geram trés tipos de anticorpos: um @aeterminante hapteno, outro
para epitopos inalterados na proteina carreadorteo para novos epitopos
formados por partes combinadas tanto do haptenoocdm carreador (Kindet
al.,2002). Os resultados obtidos neste estudo est@xrdrdo com esta descricéo ja
gue as IgY anti-SOH reconheceram tanto o peptidesl puro, como o peptideo
conjugado a BSA e a prépria BSA pura. Este mesnesultado também foi

observado para a IgY anti-SOP, conforme descriwfiguras 8A e 8B.

George e colaboradores (2003) conseguiram anticogque foram capazes
de diferenciar entre o peptideo fosforilado e o rfaeforilado por meio de
immunoblot Vale ressaltar que tais resultados s6 foram pessicom a passagem
da solucdo de anticorpos em colunas de imunoafd@dpara a remocao das
imunoglobulinas que interagem com sitios comuns aebos os peptideos,
tornando os anticorpos mais especificos. Além diettes autores mostraram que
a fosforilagcdo no aminoacido serina é responsaet guebra do reconhecimento
pelos anticorpos produzidos contra o peptideo rm&dofilado. Neste projeto foi
tentada a implementacdo do método proposto por ggeercolaboradores (2003),
substituindo o coelho por galinhas como animal dedpcédo de anticorpos. A
intencao inicial foi obter resultados semelhantes destes autores, verificando,
ainda, se as IgYs poderiam diferenciar o peptidedl 8o peptideo SOP.

Neste projeto as reacdes antigeno-anticorpo apr@seama D.O. mais
intensas entre 0s imunorreagentes correspondeptas exempo, IgY anti-SOH
versus peptideo SOH), e menos intensa quando confrontaaas antigenos
heterdlogos (por exemplo, IgY anti-SO¥krsus peptideo SOP). Além disto, a

molécula de BSA também é reconhecida por estas(fglyura 8A).

Uma opcéao para melhorar a especificidade dos amosolgY anti-SOH e
anti-SOP produzidos neste trabalho é a absor¢cdo a»m@ntigenos heterdlogos e
com a BSA para reduzir as reacfes inespecificasgioda utilizar outro tipo de
molécula carreadora que seja filogeneticamente nuassante, como a KLH

(keyhole limpet hemocyaninque foi usada por George e colaboradores (2003).
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Vale ressaltar que a utilizacdo de galinhas pamaalucédo de anticorpos
possui diversas vantagens, tais como 0s custos aeumiencdo das aves e a
concentracdo de anticorpos extraidos da gema quexr&ws niveis encontrados no
plasma de mamiferos. Mas, a principal vantagemadalbrdagem € a preservacao
do bem estar do animal, ja que a coleta de ovos énétodo ndo invasivo. Além
disso, a maior produtividade leva ao uso de um menmnero de animais. Tais
critérios éticos levaram dffice Vétérinaire Federalna Suica a aprovar a
tecnologia de IgY como método alternativo para @ssu imunologicos. Este
estudo foi submetido & avaliacdo do Comité de EticaUso de Animais da
FIOCRUZ (CEUA) que, apesar dos esforgcos para pvasep bem estar dos

animais utilizados, sugeriu que as aves fossemastadas ao final da atividade.

A titulacdo pareada de anticorpos e seus antigénos processo que tem
como finalidade determinar a atividade dos imunagentes ao mesmo tempo e
em uma sO placa. Neste estudo foi feita a titulagaceada das IgY anti-SOH e
anti-SOP com os antigenos néao conjugados (SOH e) $O8om o0s antigenos
conjugados (SOH-BSA e SOP-BSA). A Figura 9 mostratwidacédo das IgY com
os conjugados homoélogos, que permitiu demonstregagdo de uma solugcdo de
SOH-BSA contendo 0,05mg/mL de proteinas totais uamé diluicdo da IgY anti-
SOH de 1:400 (Figura 9A). Da mesma forma, uma saduge SOP-BSA contendo
0,12mg/mL foi reativa até uma diluicdo da IgY aB®P de 1:12.800 (Figura 9B).
Apesar desta grande sensibilidade, é preciso t@ssgle nestas reacdes também a
BSA esta sendo reconhecida, conforme é possivalaieda Figura 8A.

A titulacdo pareada das IgY anti-SOH e anti-SOP amsnpeptideos nao
conjugados foi feita com os antigenos homélogoambém com seus antigenos
heter6logos, como mostra a Figura 10. A IgY antiHS@a presenca de seu
antigeno correspondente (SOH) apresentou uma D.@ormdo que quando
titulada com o antigeno néo correspondente (SGRMd® detectada reatividade até
uma diluicdo desta IgY de 1:3.200, em ambos os<dBggura 10). A IgY anti-
SOP quando titulada com SOP apresentou uma D.Qormqaando comparada com
0 peptideo SOH e também apresentou reatividada dituicdo de 1:3200 (Figura
10). Estes dados demonstram mais uma vez a faltespecificidade destas

imunoglobulinas.
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A desnaturacdo da AChE eritrocitaria € uma etapégabdria para que os
anticorpos anti-SOH e anti-SOP possam acessali®aivo da enzima, tendo em
vista a conformacao tridimensional desta enzimast®leestudo, primeiramente,
orientou-se pela alteracdo do pH, tratando o sargted com acido cloridrico a
2,5%, ocorrendo hemdélise completa das hemaciasurBegWang e colaboradores
(2008), o ditiotrietol (DTT), que funciona como age redutor de pontes
dissulfeto de proteinas, consegue expor o centtalitao da AChE eritrocitaria.
Neste trabalho, o tratamento de hemacias humanasSeoM de DTT, conforme
Figura 11, ndo provocou hemdlise. Testes de heniagicéo das hemécias
tratadas com 5mM de DTT (Tabela 1), no entanto, néeelaram resultados
positivos frente aos anticorpos anti-SOH e anti-S@RAndo hemaglutinacdo em
laminas de microscopia. Como a proposta inicial telesestudo foi o
desenvolvimento de um imunoensaio rapido, foi @ata hemaglutinacdo em
lamina pela similaridade com o teste classico dsiesha ABO. Como néo foi
possivel reconhecer qualquer reacdo nestas lamdwsvidro, foi feito a
hemaglutinacdo em placas plasticas de microdiluicam fundo cénico, sendo
possivel constatar uma reacdo discreta, conformeeseptado na Tabela 1.
Entretanto, a baixa reatividade apresentada ndssede hemaglutinacdo com as
hemacias tratadas com DTT, ndo permite estabelmmarseguranca o diagndstico
da alteracdo da AChE. Existem dados que mostramkildade de se utilizar IgY
na técnica de hemaglutinacéo, tais como o de G@iesae colaboradores (2008)
qgue utilizaram IgY contra o virus da parvovirose fames. Wang e colaboradores
(2008) conseguiram realizar um imunoensaio com a&rassde plasma humano,
gue possui uma grande complexidade, utilizando ®egerbloqueadores que

conseguiram reduzir as interferéncias causadasgmstra.

Os organofosforados inibem a enzima AChE formaadotos, que séao
ligacBes covalentes estaveis entre estas duas olatcA caracteristica de cada
aduto vai depender do tipo de organofosforado quididado a enzima, mas que
existem duas classes predominantes, o dimetoxi d@etoxi (Thompsonet al.,
2010). O estudo da arte das metodologias aplicpdas avaliacdo da exposicdo a
organofosforados tem a constante preocupacéo aeteetar os adutos formados
por estes agentes quimicos, ou seja, visa deteatasubstancia quimica

propriamente dita. A metodologia mais eficiente gpage fazer este tipo de
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deteccao é por espectrometria de massas (MS), gubaseia em identificar
proteinas e suas modificagdes baseadas no pesocuferiede peptideos
provenientes destas proteinas digeridas enzimatntan Outra metodologia que
também pode auxiliar na deteccdo da proteina e uds snodificacdes é por
imunoensaios, que é um método especifico, simpldmrato. Um exemplo de
identificacdo de adutos através de imunoensaio Wdeg e colaboradores (2008)
onde buscaram identificar adutos por de OP-AChE p&io de imunoensaio

eletroquimico com particulas de zirconia.

Neste estudo, a preocupacdo também foi a identificalo aduto OP-AChE
através da mimetizacao do sitio ativo da AChE fda&ddo por OP. Entretanto, nédo
foi possivel obter anticorpos que diferenciassemm eguranca diagnodstica os
peptideos que mimetizam o sitio ativo da AChE fo&hda. A dificuldade de
discriminacdo destes dois peptideos foi mostrada psacdo cruzada observada
nos testes soroldgicos. Isto evidencia que é nécessima etapa de purificacdo
dos anticorpos, por meio de uma coluna imunoafiléjapara que estas IgYs

tornem-se especificas para o reconhecimento dowmadP-AChE.
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7 CONCLUSOES

Os peptideos sintéticos com sequéncias correspoesiean sitio ativo da
acetilcolinesterase humana normal (SOH) e fosfdaléSOP) inoculados em
galinhas ndo induzem a sintese de IgY.

Os peptideos sintéticos SOH e SOP carreados peld B@&nam-se
imunogénicos e induzem a producado de IgY especdwaerem inoculados
em galinhas.

IgY anti-SOH e anti-SOP analisadas no ensaio imonogatico, reconhecem
especificamente e com maior intensidade reaciorglpeptideos sintéticos
correspondentes conjugados a BSA e, em menor idtates os peptideos livres.

As reacdes das IgYs com os peptideos homologosmfarais relevantes
diante das reacdes obtidas com os peptideos hega®l nos ensaios
imunoenziméticos.

IgY anti-SOH e anti-SOP interagem com a BSA no emgaunoenzimatico.

IgY anti-SOH e anti-SOP nao aglutinam hemaciasatas com DTT na
hemaglutinacdo direta em lamina de vidro.

A hemaglutinacao direta em placas plasticas deadiliricdo de fundo cénico
apresentou discreta reacao das IgYs com as hemaatadas com o DTT.

A reacao apresentada no teste de hemaglutinacatacd®m placa nao permite
estabelecer com seguranca a determinacdo da AGeEada pelo DTT.
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9 ANEXOS

9.1 Anexo 1:

Gabarito da placa de ELISA para especificidaddghésanti-SOH e anti-SOP

1 21314 |56 | 7|89 101112

S0H-BSA | SOH-B5& | 30H-BZ& | S0H-BSA | S0H-BSA | SOH-B34 | SOH-BSA | SOH-BSA | S0H-BS& | S0H-BSA | SOH-BSA | SOH-BSA
(160 + (172 + (i) + (02 + (i) + (102 + (1160 + (1027 + (i) + (112 + (i) + (112 +
lgy-a-50H | lgY-a-30H | lgy-a-S0H | lgv-a-50H | lgY-a-50H | lgY-a-30H | lgY¥-a-30P | Ig¥-a-S0F | lgY¥-a-30P | lgy-a-30P | IgY-a-S0P | lgY-a-SOoP

S0H-B5A | SOH-BSA | SOH-BSA | SOH-BSA | SOH-BSLA | SOH-BSA | S0H-BSA | SOH-BSA | SOH-BSA | SOH-BSA | SOH-BSA | SOH-BSA
(1160 + 1721+ (1821 + 121+ (1821 + 12+ (1HE0)+ 1421+ (1821 + [142) + (1821 + [142) +
lgy-a-20H | lgY-a-50H | lgv-a-S0H | lgv-a-530H | lgY-a-S0H | lgY-a-20H | lg¥-a-S0F | Ig¥-a-S0F | lg¥-a-30P | lgYv-a-30P | IgY-a-S0P | lgY-a-SOoP

SOP-BSA | SOP-BSA | SOP-BSA | SOP-BSA | SOP-BIA | SOP-BIA | SOP-BSA | SOP-BSA | SOP-BSL | SOP-BEA | SOP-BSA | SOP-BSA
(1HEB0)+ (142 + 12+ 142+ (12 + (142) + (11600 + 2+ 12+ 12+ 12+ 12+
lg-a-S0F | lgv-a-20F | lgv-a-30P | Ig¥-a-30F | lg¥-a-Z0F | lgv-5-S0P | Ig%-a2-20H [ lgv-a-20H | lg¥-a-30H | lgY-a-30H | lgv-a-S0H | lgv-a-30H

SOP-BSA | SOP-BSA | SOP-BSA | SOP-BSA | SOP-BIA | SOP-BIA | SOP-BSA | SOP-BSA | SOP-BSL | SOP-BEA | SOP-BSA | SOP-BSA
(1HB0) + (12 + 12+ 1421+ 12+ 1421+ (1MED) + 12+ 12+ 12+ 12+ 12 +
lg-a-S0F | lgv-a-S0P | lg%¥-a-50P | Ig¥-a-S0P | lg¥-a-S0F | lgv-2-S0P | Ig%-a-S0H [ lg%-a-20H | Ig¥-a-50H | lg¥-a-S0H | lgv-a-S0H | lgv-5-50H

S0OH SOH S0OH SOH S0OH SOH SOH SOH SOH SOH S0OH SOH
(111 + M)+ 111+ 183+ (183 + (183 + M)+ 1M+ (117+ 143 + (183 + 1143) +
Iy-a-S0H | lg¥-a-20H | lg¥-a-50H [ lg¥-a-50H | lgv-a-S0H | lgv-a-S0H | lg¥-a-50P | Ig%¥-a-S0P | lgY-a-S0P | Igv-a-S0P | IgYv-a-S0P | lgY-a-S0OP

S0P S0P S0P S0P S0P S0P S0P S0P S0P SOP S0P SOP
M)+ 11+ M)+ 143+ 13+ 143+ (1H1+ M)+ (1H1+ 113+ 113+ [113) +
ly'-a-S0F | lgy-5-S0F | lgY-5-50P | Ig%-a-S0P | lg¥-a-S0P | lgv-5-S0P | gy-a2-S0H [ lgy-5-S0H | IgY-a-50H | lgY-a-S0H | g -a-S0H | lgy-5-50H

B=A Bsa BSA Bsa BSA Bsa B=A Bs4 B=A Bsa B=A Bsa
(17 + 7+ (1A7+ 17+ A7+ 17+ (A7 + 17+ (A7 + 7+ (17 + 7+
ly-a-S0H | lgY-a-S0H | lgY-a-30H | lgY-5-30H | g-a-S0H | lgy-a-S0H | lgY-a-S0P | lg%-a-30F | lgY-a-S0FP | Igv-a-S0P | Igy-a-S0P | lgv-a-S0P

T | mm OO| o>

Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite




Brum, BC

45

9.2 Anexo 2

conjugados a BSA com as IgYs anti-SOH e anti-SOP

A. SOH-BSA

3 4

5 6 7

S0

SOH-BSA | SOH-BSA
(3.41pgimL) | (3.81pgimL)
+ Ig-a-S0H

H-B54 SOH-BSA
(3,41 pgnL)

+ g -a-50H

(1:12800)

8

(3,41 pgimL)
+lgY-a-S0H
(1:25600) | (1:51200)

9 110
SOH-BSA | S0H

(3,41

SOH-BSA
(3,41 gL
+ lg-a-S0H |+ lgv-a-30H
(1:1024007

=

11 |12

Gabaritos das placas de ELISA para titulacdo parebd peptideos SOH e SOP

S,
Al .
KL} Leite

OH-BEL

1 2

SOH-BSS | SOH-BSA
(3.410ginL)

(3,41 pgimL)
+ g -a-S0H | + lgy-a-S0H
(1:3200) (1:6800)

SOH-BEA

SOH-BEA

SOH-BEL
(1, 7pginl) + (1
ley-a-50H

THgAmL .
i) + Leite

SOH-BSA
(3,81 pginl)

(3.41pgimL)
+ Ig-a-50H
(1:400)

A +lgY-a-S0H
(1:100) (1:200)
SOH-BZL | SOH-BSL
(1, 7Fpghnl) +

SOH-BSA
(3,41 ugAmL)
+ g -a-S0H |+ lgy-a-50H
(1:8007

(1:1600)

S0H-BEA

SOH-BEL
(1, 7uginl] + (1 Fpginl) + | 0
Iy -a-50H

Iy -a-S0H
(1:32003

SOH-BSA
A, FHgiml) + ([
lg -a-50H

(1:6800)

1, Tuginl) +
lg-a-S0H
{1:12800%

SOH-BSA

Iy -a-S0H
(1:25600) | (1:51200)
SOH-BSA | SOH-BSA
(0,85paimL) | (0,55p04ml)
+ g -a-S0H

1, 7pgiml) +
I -a-50H
(1:1024007

SOH-BSA
0,55pgimL .
) Leite

+ g -a-S0H

SOH-BEL SOH-BSA
B (1, Fpeiml) + [ (1, Fpgiml ) + (1, Fpginl) +
lgy-a-S0H | lg%-a-S0H | lgy-s-S0H
(1:100) (1:200 (1:400)
SOH-BEA

Iy -a-50H
(1:2007

SOH-BSA
(0,85painL)
+ g -a-

{1:1600)
SOHBSA | SOH-BSA
(0,350gimL)

+ g -a-S0H
(1:3200)

SOH-BEA,
(0,85uginL)

(0,85pa/mL)
+ g -a-S0H | + lg%-a-50H
(1:6800)

(0,85pa/mL)
+ g -a-S0H
(1:12800) | (1:25600)
SOH-BSL SOH-BSA
(0,43uaimL)

+ g -a-S0H
(1:512000

(1:102400)

SOH-BSA
(0,430nL) )
slgv-ason| Leite

SOH-BSA SOH-BSA

C (0,85painl) | (0,85pginl) | (0,85pg4nl)
+lg-a-S0H | + oY -a-30H

(1:200 (1:4007

+ g -a-S0H

(1:100)
SOH-BSA

SOH(:E00)

(0,43uginL)

(1:1600)

SOH-BS8 | SOH-BSA | SOH-BSA
(0,434l | (0,43pgimL)

+ g -a-S0H | + gy -a-S0H
(1:3200%

SOH-BSA

(0,43uaimL)

+ gy -a-S0H
(1:6800)

(0,43ug4mL)
+ g -a-
(1:12800)

SOH-BSA,
(0,43pgimL)
+ g -a-S0H |+ g -a-50H
(1:512000 | (1:102400%

SOH
(1:25600)
SOH-E

SOH-BSA
(0,21 pginL)

sa | SOH-BSA
(0,21 pgimL) )
figv-ason|  Leite

SOH-BSL
D (0,43pginL) | (0,43pgimL)
+ g -a-S0H
(1:200

SOH-BSL
(0,43ug4mL)

+ gy -a-30H |+ gy -a-50H
(1:4007

(1:100)
SOH-BSL | SOH-BSA
(0,21 gl

SOH-

+ g -5-50H
(1:5007 (1:1600)

(0,21 pgimlL)

SOH-

SOH-

+ Ig'-a-S0H

+ Iy -a-S0H
(lAZE0D | (1:25600)

BSL | SOH-BSA BSA =2) SOH-BSA,
(0,21 pginly | (0,21 peanly | ¢0,21pginl) | (0,21 pganl) | (0,21 poinl
+ Iy -a-S0H | + lyy-a-S0H + Ig'-a-S0H
(13200 (1:BE00) (1102400

+Ig-a-S0H
(1:51

2009
SOH-BSA

SOH-BSA SOH-BESA
0,1 1pgfml) | (0,11 posiml .
(01 1pgdnl) | (0,11 pgsnl) it

+IgY-a-S0H

E (0,21 poimb)
+IgY-a-S0H |+ lgY-a-50H
(1:200) (1

SOH-BSL
(0,21 pginL)
+ Iy -a-S0H

(1:100m)
SOH-BSA | SOH-BSA
(0,11 pgdnL)

4000 (1

+ ly-a-S0H
(1:1600)

&0

+ lg'-a-5i0H

SOH-BEL | S0H-BSA | SOH-BEA
(0,11pgdnL) | (0,11 painl) | (0,11 pginl)
+ lg-a-50H

(1:3200)

SOH-BESA
(0,11 paimL)
+ Ig%*-a-50H

(1:6800

(0,11 pgdnL)
+ g -a-50H
(1:25600)

SOH-BSA
(0,11 pgdmL)
+lgY-a-50H [+ lgv'-a-30H
(1:512000 | (1:102400)

(1:12800)

SOH-BSA
(0, 05pgnL)

S0H-BEA

SOH-BEA SOH-BSA
0,05pgiml) | (0,09pgsmL .
(0,05pginL) | (0,05pgAmL) it

+ g -a-50H

SOH-BSA
F (0,11 pgdnl) | (0,11 pginl)
+lgY-a-50H |+ IgY-a-50H
(1:100) (1:200)
SOH-BEA

+ Iy -a-50H

{1:400)

SOH-BSA
(0,05pgmL)

+ ly-a-50H
(1:1600)

(1:8007

SOH-BEL | SOH-BSA

(0,05pginL) | (0,05paimL)
+ Iy -a-S0H

SOH-BEA
(0,05pgimL)
+ lg-a-S0H
(1:3200)

SOH-BSA
(0,05uaimL)
+ Ig%-a-S0H
(1:6800)

(0,05pgAmL)
+ g -a-S0H | + IgY-a-50H
(1:12800) | (1:25600)

+ Ig-a-S0H
(1:1024007

(1:512000
Leite

Leite

Leite

Leite Leite

SOH-BEA
(0,05pginL) | (0,05pginL)
+ g -a-S0H

G + g -a-50H
(1:100) (1:200)

+ g -a-S0H
(1:400)

+ly-a-50H
(1:500) (1:1600)

Leite

Leite

Leite

Leite

Leite

Leite

Leite
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B. SOP-BSA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 | 11 |12

SOP-BSA SOP-BSA SOP-BESA SOP-BSA | SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSL SOP-BSA SOP-BSA SOP-BESA
A (7.75uainl) | (7,75ugdnl) | (7,75p0inl) | (7. 75uainl) | (7, 75pginl) | (7,75padnl) | (7,75p0inl) | (7.75paiml) | (7. 75uainl) | (7. 75ueiml) | (7, 75paimL)
+ g -a-30P | +1gY-a-S0P |+ lgv-a-S0P | + lgY-5-S0P [+ lg¥-a-S0P |+ lgv-a-S0P | +lgY-a-S0P |+ lgv-a-30P | +lgY-3-30P |+ |gY-a-S0P |+ lgy-a-S0P

(1:100 (1:200 (1:400 (1:5007 (1:1600) (1:3200) (1:6800) (1128000 | (1:25600) | 1512000 | (11024000

Leite

SOP-BSA SOP-BSA SOP-BESA SOP-BSA | SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSL SOP-BSA SOP-BSA SOP-BESA
B (3,88uainl) | (3,88u0inl) | (38800l | (3,88uainL) | (3,680l | (3,88004ml) | (38800inl) | (3,86pamL) | (3,88uainl) | (38800l | (3,8500imL)
+ g -a-30P | +1gY-a-S0P |+ lgv-a-S0P | + lgY-5-S0P [+ lg¥-a-S0P |+ lgv-a-S0P | +lgY-a-S0P |+ lgv-a-30P | +lgY-3-30P |+ |gY-a-S0P |+ lgy-a-S0P

(1:100 (1:200 (1:400 (1:5007 (1:1600) (1:3200) (1:6800) (1128000 | (1:25600) | 1512000 | (11024000

Leite

SOP-BSA | SOP-BSA SOP-BSA | SOP-BSA | SOP-BSA | SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA | SOP-BSA | SOP-BSA
C (1 94pginl) | (1, 94pganl) | (1 94painl) | (1,94painl) | (1 9dpainl) | (1,94pginl) | (1, 94painl) | (1, 94painl) | (1,94pgml) | (1 9dpainl) | (1,94painl)
+lgh-a-S0F | + 1gY-a-S0P |+ lg%-a-S0P |+ lg-a-S0P [+ 1gY-a-S0P |+ lg¥-a-S0P | +lgY-a-S0P [+ lgh-a-S0P | +lg¥-a-S0P |+ lgy-a-S0P |+ g -a-S0P

(1:100) (1:200) (1:400) [1:800) (1:1600) (1:3200) (1:6800) (1:12800) (1:256000 | ¢1:51200) | (1:102400)

Leite

SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA | SOP-BSA | SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSL
D (0,87pginl) | (0,.97pginl) | (0,97pginl) | (0.97painl) |(0,97pginl) | (0,87pganl) | (097pginl) | (0,87pginl) | (0.97uginl) | (0.97ugAnl) | (0,87pginL)
+1g%-a-S0F |+ 19Y-a-30P |+ lg%-a-S0F |+ lgy-a-S0F [+ 1gY-a-S0P |+ lgY-a-S0P | +IgY-a-S0P [+ lgv-a-S0P | +lgY-a-30F |+ lgy-a-Z0F |+ lgY-a-S0P

(1:100) (1:200) (1:400) (1:8007 (1:1600) (1:3200) (1:6800) (1:12800) | (1:25600) | 1:51200) | (1:1024000

Leite

SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA | SOP-BSA | SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA
E (0,48uainL) | (048uginL) | (0,48pgdnl) | (048uainL) | (0 48uginL) | (0,48p0amL) | (0,48pginL) | (048painL) | (048uainl) | (048ugimL) | (048pginL)
+1g-3-S0F |+ 19Y-a-S0P |+ lg%-a-S0P |+ lgy-a-S0P [+ 1gY-a-30P |+ lgY-a-30P | +lgY-a-S0P |+ lgy-a-S0P | +lgY-a-30F |+ lgy-5-30F |+ lgY-a-S0P

(1:100) (1:200) (1:400) (1:800) (1:1600) (1:3200) (1:6800) (1:12800) | (1:25600) | (1:51200) | (1:1024000

Leite

SOP-BSA SOP-BSA SOP-BESA SOP-BSA | SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA SOP-BESA
F (0,24pginl) | (024pginl) | (0,24pginl) | (0,24painl) |(0,24pginly (0,24 poinl) | (0,24 paiml) | (0,24 padnl) | (0,24 poiml) | (0,24pgimL) | (0,24 poinl)
+ g -a-S0P |+ 1gY-a-S0P |+ lgv-a-S0F | + lgY-a-S0P |+ lg¥-a-S0P | + lgv-a-30P | +lgY-a-S0P |+ lg¥-a-30P | +lgY-a-S0P |+ lgY-a-S0F | + lgY-a-S0P
(1:100 (1:200 (1:400 (1:5007 (1:1600) (1:3200) (1:6800) (1128000 | (1:25600) | c1:51200) | ¢1:1024000

Leite

SOP-BESA SOP-BSA SOP-BESA SOP-BSA | SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSA SOP-BSL SOP-BSA SOP-BSA SOP-BESA
G (0,12 pgtnl) | (0,12 padnl) | (0,1 2uainl) | (0,1 2pginl) (0,1 2painl) | (01 2painl) | (01 20aiml) | (01 2p0inl) | (04 2pginl) | 04 2paiml) | (0,1 2poinl)
+ g -a-30P | + gy -a-S0P |+ lgv-a-S0P | + lgy-5-S0P [+ lg¥-a-S0P |+ lgv-a-S0P | +lgY-a-S0P |+ lgv-a-30P | +lgY-3-30P |+ IgY-a-S0P |+ lgy-a-S0P

(1:100 (1:200 (1:400 (1:5007 (1:1600) (1:3200) (1:6800) (1128000 | (1:25600) | 1512000 | (11024000

Leite

H Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite
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9.3 Anexo 3

Gabarito da placa de ELISA para titulacdo pareasmpeptideos SOH e SOP
livres com as IgYs anti-SOH e anti-SOP.

S0H S0H SOH S0OH SCH S0P SOP SOp S0P SOP
A [1mginl) [1mgAnL) [1mgiml) [1mghnL) [1megfmb) Laite [1mginL) [1mginl) [1mginL) [1mgsmL) [1mgimL) Laite
+ lg'-2-S0H | Hgv-a-30H | +gY-a-S0H | +HgY-a-S0H | Hgv-a-50H +Hg-a-S0F | +gv-a-S0F | +lgY-a-S0F | +HlgY-a-S0P | HgY-a-S0P
[1:200) (1400 (1500 (116007 (153200 (12007 [1:4000 (1:800) (1:1600) [1:3200)
S0H SC0H S0OH S0OH SCH SOP SOP SOp SOp S0P
B (0.5mgil) | (0, Smeinl) | (0 Smainl) | (0.8meinl) | @Smanl) | o | (OSmginL) | (@Smginl) | (05modnl) | (OSmginl) | (0Smamnl) | o
+HgY-a-30H | Hgy-a-S0H | Hgv-a-30H | HgY-a-30H | gy -a-S0H +Hg-a-S0F | +Hgv-a-S0F | +HlgY-a-S0F | HlgY-a-S0F | HgY-a-S0P
[1:200) (1:400) (1:800) (1:1600) (1:3200) (1:200) (1:400) (1:800) (1:1600) (1:3200)
S0H S0H SOH S0OH S0H S0P S0P SOp SOR S0P
(0,01 monL | (0,00 mednL | 00,01 mednl | 00,01 modnL | 00,01 modnL) ) [0,5mgdnly | (05mesnly | 0 Smeinl) | (0Smarml | (0,Smoinl] )
+lv-a-S0H |+ lgv-a- |+ lgY-a-S0H |+ 1gY-a-S0H |+ lgY-a-30H Leite +Ho-a-S0F | Hgv-a-S0F | +HgY-a-S0P | HgY-a-S0P | HgY-a-S0P Leite
1:200) SOH (14000 | (1:8000 (146000 (1:3200) (1:200) 1:400) i(1:500) (1:1600) [1:32007)
Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite
S0H SCH S0H S0H SCH S0P S0P S0P S0P S0P
(1 mgdml]) (1 migdml) (1mgdml) (1 mginl]) (1 mgdml) . 1 migdml) (1mgdml) (1 mgdnl) (1 mgsmL) (1mgdml) .
Hy'-a-S0P | Hyy-a-S0P | Hgy-a-50P |+ gy -a-50P |+ lgy-s-S0P Leite +Hit-a-S0H | Hgv-s-S0H | Hy'-a-S0H | HgY-a-50H | +gy-a-S0H Leite
[1:200) (14007 (1500 (116007 (132007 (1200 (1:4007 (1:5007 (AG00 | 132007
S0H SC0H S0OH S0OH SCH SOP S0P SOp SOp S0P
F (0,5maiml) | (0Smednl) | (0Smasnly | 0Smoinl) | (0 Smodnl) Leite [0,5mainly | (05meanly | 0 Smednl) | (0Smaml | (0 Smodnll Leite
+ I -2-S0P |+ IgY-a-30P |+ g -a-S0F [+ lg%-5-S0P |+ lgY-a-S0P +Hg-a-30H | +gv-a-50H | HgY-a-30H | +lgY-a-S0H | +gy-a-S0H
[1:200) (1400 (1500 (116007 (1532007 (12007 [1:400 (1:5007 (LAE0D | 132007
S0OH S0H SOH S0OH SCH S0P S0P SOp SOR S0P
G (0,01 manLy | (0,01 mednl) 00,00 mednld | 0,01 mgdnLy [(0,01 madnl) Leite (0,07 mninlL | €001 mednl ) | 00,00 mednla |¢0,01 moanL | (0,01 madnL Leite
+ I -2-S0P | +lgY-a-S0P | +HgY-a-S0P | +Hgy-a-S0P | +gY-a-S0P +Hg-a-S0H | Hgv-a-20H | HygY-a-30H | +HlgY-a-S0H | +gy-a-50H
[1:200) (1:400) (1:500 116007 (132007 (12007 (1:400 (1:500) (G0 | r1:32007
H Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite Leite
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