Titulo: Metodologias Fisico-Quimicas para Caracterizacao de Proteinas
Carreadoras Utilizadas em Vacinas Conjugadas Fornecidas por Bio-
Manguinhos

Autora: Izabella Buty da Silva Corréa
RESUMO

O toxdide tetanico (TT) e o toxoide diftérico (TD) sdo comumente utilizados para
conferir resposta imunolégica T-dependente em vacinas polissacaridicas
conjugadas. E fundamental a caracterizacéao fisico-quimica dessas proteinas de
forma a garantir o controle da qualidade do produto, considerando diferencas no
processo produtivo, diferentes fornecedores ou diferencas intra-lote de um
mesmo fornecedor. O objetivo deste trabalho é a avaliacido de metodologias para
a caracterizacao molecular do TT e do TD utilizados em vacinas conjugadas
produzidas por Bio-Manguinhos. O perfil cromatografico de dois fornecedores
diferentesde TT (TT1 e TT2) e do TD foi analisado por cromatografia de exclusao
e peneiragao molecular (SEC) utilizando trés colunas diferentes (Zorbax®GF450,
TSK®G4000SWxL e Superdex200). Técnicas como eletroforese desnaturante
(SDS-PAGE), focalizacéao isoelétrica (IEF-PAGE) e eletroforese nativa (NATIVE-
PAGE) foram utilizadas para avaliar o perfil eletroforético de cada proteina. A
estabilidade estrutural foi analisada por espectropolarimetria de dicroismo
circular e espectroscopia de fluorescéncia. Ambos os toxdides tetanicos foram
submetidos a hidrélise triptica visando obter um mapa peptidico por
cromatografia de fase reversa (RPC). Todas as colunas SEC demonstraram ser
eficientes para todas as amostras, mostrando dois picos proteicos caracteristicos
de mondémeros e dimeros, porém observou-se melhor resolucdo (RS> 1,0)
utilizando a Superdex™200. Por SDS-PAGE, o TT2 e TT1 nao reduzidos
apresentaram diferentes perfis entre si com duas bandas para TT1 referentes a
proteina intacta e forma dimérica e sete bandas para TT2 relacionadas a forma
dimérica, proteina intacta, cadeias pesada e leve, além de trés bandas com
aproximadamente 30, 60 e 70kDa. Ap6s a reducdo, o TT2 apresentou 0 mesmo
perfil do TT1 reduzido, além de duas bandas com aproximadamente 60 e 70kDa.
Estes dados sugerem que o TT2, diferente do TT1, apresenta cadeias
polipeptidicas livres. O TD reduzido apresentou 0 mesmo perfil de ndo reduzido,
com duas bandas referentes a forma dimérica e proteina intacta. O TT2, o TT1
e o TD apresentaram banda difusa por IEF-PAGE, com pl variando de 4,2 a 5,5.
A andlise espectroscépica mostrou que o TT2 e o TD mantiveram sua
estabilidade conformacional até 60°C. Os dados de DC indicaram que todos os
toxdides apresentam estrutura secundaria com predominancia de alfa hélice,
que é mantida acima de 85°C. O mapa peptidico mostrou um perfil diferente
entre TT2 e TT1 hidrolizados, corroborando com os dados visualizados por SDS-
PAGE e SEC, evidenciando diferencas nas cadeias polipeptidicas dos mesmos.
Todas as técnicas empregadas foram eficientes para avaliagdo de proteinas
carreadoras mostrando diferengas moleculares entre as amostras analisadas.
Essas metodologias também foram U(teis para caracterizagdo do toxoide
diftérico, sugerindo que podem ser eficazes para outras proteinas carreadoras.
Porém, outras metodologias serdo necessarias para avaliacdo do impacto
dessas diferencas moleculares entre proteinas carreadoras utilizadas para
conjugacao em vacinas polissacaridicas.






