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RESUMO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), causada pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), € uma doenca crénica sexualmente transmissivel
que se propaga na espécie humana. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, em
2008, cerca de 33,2 milhdes de pessoas estavam infectadas pelo virus HIV em todo
o mundo e sO no Brasil, atualmente, sdo cerca de 630 mil infectados pelo referido
virus. O principal impacto da infec¢do pelo HIV no sistema imune é a destruicdo dos
linfécitos T CD4, alvo principal do virus. Com a introducdo da terapia antirretroviral,
tornou-se necessario o monitoramento da resposta imunolégica dos pacientes HIV+
em tratamento e assim, em 1997, foi criada a Rede Nacional de Laboratorios para a
contagem das células CD4"/CD8". Posteriormente, o Ministério da Satde demandou
para Biomanguinhos o desenvolvimento de um kit alternativo ao existente no
mercado atual para a quantificacdo dos linfocitos T CD4". Neste contexto, foi
necessaria a identificacdo de possiveis fornecedores para 0s anticorpos
monoclonais a partir da producao do fluido ascitico. O objetivo do nosso trabalho foi,
inicialmente, concentrar as preparacdes dos anticorpos monoclonais recebidos e, em
seguida, analisar a homogeneidade das mesmas, conjugando-as aos fluorocromos
FITC, PE, Cy5 e PECy7. A homogeneidade dos anticorpos monoclonais foi avaliada
por eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢gées desnaturantes (SDS-PAGE)
na presenca de agente redutor, e neste experimento, foram aplicadas quantidades
diferentes dos anticorpos monoclonais no suporte eletroforético. Os resultados
obtidos foram concordantes e s6 mostraram bandas relacionadas as proteinas
investigadas. ApO6s a etapa de conjugacdo foram calculadas as razbes molares
(fluorocromo / anticorpo monoclonal) que mostraram valores adequados dentro da
faixa indicativa da eficiéncia reacional. Para a analise citofluorimétrica foi necessério,
primeiramente, se ajustar alguns parametros tais como volume e diluicdo
apropriados dos anticorpos monoclonais conjugados e para este fim, analisou-se 0s
perfis obtidos em cada tempo para as células negativas e positivas relacionadas a
janela (gate) dos linfécitos. Os resultados auferidos no estudo comparativo entre 0s
imunoconjugados fluorescentes sintetizados no Laboratério de Tecnologia
Diagnostica (LATED) de Biomanguinhos e o conjugado Tritest da empresa Becton e
Dickinson (BD) deram margem a conclusdo que os conjugados produzidos na
InstituicAo nacional eram similares aqueles da empresa BD, indiferente as
marcacOes feitas (simples, dupla e tripla) servindo como base para a analise
estatistica a correlacdo linear de Pearson.
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ABSTRACT

The Acquired Immune Deficiency Syndrome (AIDS), caused by the human
immune deficiency virus (HIV), is a chronic disease sexually transmitted among
human specie. According to World Health Organization (WHO), in 2008, about 33.2
million people were infected by the HIV worldwide, and only in Brazil, actually there
are about 630.000 infected by the virus. The major impact of HIV on immune system
is the destruction of CD4 T lymphocytes, primary target of the virus. With the
introduction of the antiretroviral therapy, it became necessary the monitoring
immunological response in HIV+ patients under this treatment and so, in 1997, was
created the National Net of Laboratories for the counting of CD4'/CD8" cells.
Posteriorly, The Brazilian Health Department demanded for Biomanguinhos the
development of an alternative kit to the existing one in the current market for the
quantification of CD4" T lymphocytes. In this context, the identification of possible
suppliers for the monoclonal antibodies became necessary, from the supply of the
ascitic fluid. The aim of our work was, initially, concentrate the preparations of
monoclonal antibodies received, and then analyzed the homogeneity of these,
combining them with the fluorochromes FITC, PE, Cy5 and PECy7. The homogeneity
of the monoclonal antibodies was assessed by sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) containing a reductor agent. And in
this experiment, were applied differents amounts of monoclonal antibodies in the
electrophoretic support. The results were consistent and showed only bands related
to proteins investigated. After the stage of conjugation were calculated reasons
molars (fluorochromes / monoclonal antibody) that showed suitable values within the
range indicative of the reaction efficiency. For the analysis cytofluorimetric was
necessary, firstly, to adjust some parameters such as volume and dilution of the
appropriate conjugated monoclonal antibodies and to this and, it examined the
profiles obtained at each time for the negative and positive cells related to the gate of
lymphocytes. The results obtained in the comparative study between fluorescent
immunoconjugates synthesized in the Laboratory of Diagnostic Technology (LATED)
of Biomanguinhos and the tritest conjugate of Becton e Dickinson (BD) company,
gave room to conclusion that the conjugates produced in the national Institution were
similar to those of the BD company, indifferent to the labels made (single, double and
triple) serving as the statistical basis of Pearson linear correlation.



1- INTRODUCAO

1.1- Breve histérico do HIV/AIDS

Os primeiros casos com sinais similares a infeccdo pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), ocorreram em 1977/1978 no Haiti e Africa Central
(CDC - Basic Information HIV, 2007). No ano de 1981, surgiram 0S primeiros casos
de uma nova imunodeficiéncia nos Estados Unidos, quando casais homossexuais
comecaram a adoecer e morrer devido a infecgdes oportunistas (Barnett et al., 2008,
Greene, 2007). O Centro de Controle e Prevencédo de Doencas (CDC) e o Instituto
Pasteur, no ano de 1982, diagnosticaram a doenca e a classificaram como Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). Apenas no ano de 1984 o virus HIV foi
isolado por Montagnier (Greene, 2007).

O HIV causa uma doenca cronica sexualmente transmissivel, e que se
propaga na espécie humana. Devido ao seu tropismo pelos linfécitos T CD4, o HIV
provoca uma destruicdo progressiva do sistema imune, que é a caracteristica mais
importante da doenca. A infeccédo pelo virus HIV causa uma grande variedade de
manifestacdes neuroldgicas e uma forma relativamente rara e agressiva de cancer
chamado de sarcoma de Kaposi (Gottlieb et al., 1981, Alcami, 2004, Greene, 2007).

Nos anos 80, individuos que realizaram transfusdes de sangue, hemofilicos e
usuarios de drogas injetdveis, comecaram a apresentar sintomas da doenca,
sugerindo entdo, que a transmissao da AIDS poderia ocorrer por via sanguinea
(Jaffe et al., 1983, Greene, 2007). Posteriormente, os sintomas da doenca foram
observados também em prostitutas e criancas filhas de maées infectadas,
confirmando a transmissao sexual e vertical da doenca (Marmor et al., 1982).



1.2- A Epidemia do HIV/AIDS
1.2.1- Epidemia Global

Os avancos obtidos ao longo dos anos na metodologia aplicada a
epidemiologia do HIV resultaram na obtencdo de um grande numero de dados,
contribuindo assim, de forma substancial para as alteracdes nas estimativas do
namero de pessoas vivendo com HIV em todo mundo. Segundo o Programa
Nacional de HIV/AIDS e a Organizacdo Mundial da Saude (UNAIDS / WHO) (2007),
a estimativa do numero de pessoas vivendo com HIV no mundo em 2007 foi de 33,2
milhdes (30,6 — 36,1 milhdes), representando 16% a menos da expectativa de 39,5
milhdes (34,7 — 47,1 milhdes) prevista em 2006 para 2007, mostrando assim uma
tendéncia de estabilizacdo deste quadro (figura 1.1).
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Figura 1.1: NUmero estimado de pessoas vivendo com HIV no mundo de 1990 a 2007. As barras
indicam o intervalo em torno da estimativa. Fonte: http://www.aids.gov.br/data/documents/.
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Na América do Norte, na Europa Ocidental e Central, em média 2,1 milhdes
(1,1 milhdes — 3,0 milhdes) de pessoas viviam com HIV em 2007 (UNAIDS / WHO -
AIDS Epidemic, 2007). A epidemia na América Latina permanece estavel, as
transmissdes do HIV continuam ocorrendo entre as populacdes de risco mais
elevado de exposicao, e o total de pessoas infectadas em 2007 foi de 1,6 milhdes
(1,4 milhdes — 1,9 milhdes) (UNAIDS / WHO - AIDS Epidemic, 2007). Em toda a
Asia, o nimero estimado de pessoas vivendo com o HIV em 2007 foi de 4,9 milhdes
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(3,7 milhdes — 6,7 milhdes), com prevaléncia maior no sudeste asiatico (UNAIDS /
WHO - AIDS Epidemic, 2007). A epidemia na maioria dos paises asiaticos é
atribuida principalmente aos diferentes comportamentos de alto risco como: sexo
sem protecdo e uso de drogas injetaveis (CDC - AIDS Pandemic, 2006).
Aproximadamente 80% das infeccbes pelo HIV na India sdo adquiridos
heterossexualmente (CDC - AIDS Pandemic, 2006).

1.2.2- Epidemia no Brasil

O primeiro caso da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) no Brasil
foi notificado na cidade de Sao Paulo, em 1980 (Ministério da Saude — Boletim
Epidemioldgico, 1999). A maior parte das infecgcdes pelo HIV ficou restrita as
denominadas metropoles nacionais - Sdo Paulo e Rio de Janeiro - tendo como
categorias de exposicédo preponderantes os homossexuais, bissexuais masculinos,
os hemofilicos e pessoas que receberam sangue e hemoderivados por motivos
diversos (Bastos et al., 1995). Estima-se que uma grande propor¢cao de infeccdes
entre mulheres pode ser atribuida ao comportamento de seus parceiros sexuais
masculinos (Silva e Barone, 2006).

Segundo dados do Boletim Epidemiolégico DST/AIDS 2008 mostram que, de
1980 a junho de 2008, foram registrados 506.499 casos de AIDS no Brasil. Durante
esses anos, 205.409 mortes ocorreram em decorréncia da doenca, mesmo com
esses dados a epidemia no pais é considerada estavel.

Em relacdo ao HIV, a estimativa € de que existam 630 mil pessoas infectadas
no Brasil. A regido Sudeste é a que tem o maior percentual de notificacbes — 60,4%
— ou seja, 305.725 casos novos. O Sul concentra 18,9% (95.552), o Nordeste 11,5%
(58.348), o Centro-Oeste 5,7% (28.719) e o Norte 3,6% (18.155). A regido Sul segue
a tendéncia de estabilizacdo do pais, porém em patamares elevados, a cada 100 mil
habitantes em 2000, existiam 26,3 casos. Em 2006, a taxa passou para 28,3 casos.
No Sudeste, ha discreta queda: de 24,4 casos em 2000 para 22,5 em 2006. No
Centro-Oeste, essa queda se apresenta a partir de 2003. Eram 21,3 casos a cada
100 mil habitantes em 2003 e 17,1 casos em 2006. H4 um discreto aumento da taxa
de incidéncia no Nordeste e um aumento mais acentuado no Norte. No primeiro, 0
indice subiu de 6,9 para 10,6 de 2000 para 2006. E de 6,8 para 14 no Norte. O ano
de 2006 € usado nas analises epidemioldgicas de individuos infectados por se tratar

do ano mais recente com dados mais consistentes.



4

Tendo alcancado dimensfes nacionais, a epidemia pelo HIV/AIDS ndo se
restringe mais aos grandes centros urbanos. Atinge atualmente mais da metade dos
quase cinco mil municipios brasileiros, com disseminacdo espacial maior, nos
altimos anos, entre municipios pequenos, que Sao 0Ss mais pobres e tem a menor
renda per capita (Szwarcwald et al., 2000).

Em razdo das inumeras e profundas mutacdes nos estadios evolutivos da
infecgao pelo HIV, o exame detalhado das tendéncias da epidemia deve combinar,
obrigatoriamente, dados provenientes dos casos de AIDS ja registrados, com
agueles derivados da investigagdo da ocorréncia de novas infeccdoes. A analise
integrada das notificagbes da doenca em diferentes periodos e das condi¢des de
sua manifestacédo serve tanto para as populacdes sob maior risco de exposi¢cdo ao
HIV quanto a populacédo geral, indiscutivelmente, mais vulneravel hoje do que nos

primordios da epidemia (Castilho et al., 2000).

1.3- Programa Nacional de Doencgas Sexualmente Trans missiveis e Aids (PN-
DST/AIDS)

No ano de 1986 foi criado o PN-DST/AIDS, tendo como objetivo a reducédo da
incidéncia do HIV e melhora na qualidade de vida das pessoas vivendo com
HIV/AIDS. Em 1994, o Brasil assinou o primeiro acordo com o Banco Mundial, e este
se tornou o grande financiador de projetos para alavancar o desenvolvimento do PN-
DST/AIDS com o fornecimento de medicamentos antirretrovirais. Entretanto, apenas
a distribuicdo de antirretrovirais ndo garantiu a qualidade do tratamento, sendo
necessario monitorar a resposta dos pacientes a medicacéo através da contagem de
linfocitos T CD4" e o teste de carga viral. Em 1997, foi criada a Rede Nacional de
Laboratérios para realizagdo de exames de carga viral e contagem de CD4"/CD8",
neste mesmo ano foi desenvolvido o Sistema de Controle de Exames Laboratoriais
de CD4/CD8 e Carga Viral — SISCEL.

Em 1999, o surgimento de casos de pessoas que nhao respondiam ao
tratamento com antirretrovirais mostrou a necessidade da utilizagdo da genotipagem
como ferramenta de monitoramento da resisténcia viral, 0 que culminou com a
implantacdo, em 2001, de uma rede de laboratérios para o estudo do padrao
genético do HIV, devido a descoberta de variantes do virus resistentes a medicacéo
(Ministério da Saude — Histéria do Programa Nacional, 2005).



1.3.1- Rede Nacional de Laboratérios para Contagem  de Linfocitos T CD4 *

A Rede Nacional de Laboratérios para Contagem de Linfécitos T CD4" é
formada por 92 laboratdrios. Os testes para a contagem de linfocitos T CD4*/CD8"
visam o monitoramento da evolugcédo clinica de individuos infectados pelo HIV,
quando da introducdo de terapias com antirretrovirais em novos pacientes. Esse
monitoramento possibilitou a adocdo de terapias preventivas as infeccbes
oportunistas contribuindo para a efetividade do tratamento (Figura 1.2) (Ministério da

Saude — Diagnaostico e Acompanhamento, 2007).

Rede Nacional de Laboratorios de CD4+/CD8+

Figura 1.2: Cartograma da Rede Nacional de Laboratérios CD4+/CD8+. Fonte:
http://www.aids.gov.br/data/Pages/LUMISA5935B3CPTBRIE.htm

7

Atualmente, a Rede Nacional de Laboratdrios € mantida com kits para a
quantificacido de linfécitos T CD4" por uma Unica empresa estrangeira denominada
Becton e Dickinson (BD). Esta empresa fornece desde 1997 os quantitativos
necessarios para o acompanhamento dos pacientes infectados. Cabe ressaltar que
além de fornecer os insumos para a contagem de linfécitos T CD4", a BD fornece o

equipamento denominado de citbmetro de fluxo, e também a assisténcia técnica aos
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laboratorios da Rede do pais. Segundo dados do Ministério da Saude, em 2006
foram distribuidos 386.930 testes para a quantificagdo de linfécitos T CD3/CD4/CDS8.
Em 2007 o numero de testes aumentou para 458.220 e no ano de 2008 foram
distribuidos 545.220 testes e para o ano de 2009 o Ministério da Saude adquiriu
820.000 testes para a quantificacdo de linfocitos T CD4. Hoje existem 152.000
individuos em acompanhamento com a terapia antirretroviral na Rede nacional de
laboratoérios. Estes dados mostram que ao longo dos anos houve uma demanda
maior do teste para a quantificacdo de linfocitos CD4", devido ao aumento no
namero de novos casos de pacientes infectados com o virus HIV.

Tendo em vista 0 aumento na necessidade do teste para a quantificacdo de
linfécitos, o Ministério da Saude demandou a Biomanguinhos o desenvolvimento de
um kit alternativo de quantificacdo de linfécitos T CD4". Assim, Biomanguinhos
identificou o Centro de Imunologia Molecular (CIM) de Cuba como um potencial
fornecedor de hibridomas secretores de anticorpos monoclonais anti-CD3, anti-CD4
e anti-CD8, para a producéo de um kit nacional para imunofenotipagem. A relevancia
da proposta do desenvolvimento de um kit alternativo para imunofenotipagem, esta
no que se refere ao potencial estratégico que se consolida com o desenvolvimento
de novos produtos estratégicos em acdes de saude associado a competéncia
tecnolégica acumulada por Biomanguinhos/Fiocruz, sem mencionar o0
aprimoramento e a capacitacdo tecnoldgica dos profissionais envolvidos. Esta

iniciativa possui aprovacao e apoio por parte do PN-DST/AIDS.

1.4- O HIV e o sistema imunoldgico

O sistema imunolégico articula e desencadeia um mecanismo de defesa
contra qualquer substancia estranha que invada o organismo. A resposta imune
pode ser caracterizada pela especificidade, memoaria, reconhecimento do préprio e
do ndo-préprio ao organismo e pela sua diversidade de resposta (Goldshy et al.,
2000).

A resposta imunolbégica pode ser de dois tipos: resposta imune inata e
resposta imune adaptativa. As células da resposta imune inata podem reconhecer
inespecificamente patégenos que penetram no organismo, se ligam as células,
internalizam os mesmos e depois levam as células do organismo a destruicdo. A
resposta imune adaptativa atua com uma alta especificidade e memoria

(Sudharshan e Biswas, 2008). Os linfocitos sdo as unicas células capazes de
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reconhecer com especificidade e também de distinguir diferentes determinantes
antigénicos (Abbas et al.,, 2007). As células envolvidas na resposta inata s&o:
monaocitos, macrofagos, neutrofilos polimorfonucleares e as células natural Killer
(NKSs).

Ja na resposta imune adaptativa as células possuem um papel importante no
controle da viremia, usam mdltiplos mecanismos efetores no controle da
multiplicagéo viral.

Na resposta imune adaptativa temos as células efetoras que séo os linfécitos
B - células B, responsaveis pela imunidade humoral e os linfocitos T - células T,
responsaveis pela imunidade mediada por células. Para que as células efetoras
sejam ativadas € necessario que 0 antigeno seja apresentado pelas células
apresentadoras de antigeno (APCs), que sao ceélulas especializadas em apresentar
0 antigeno exclusivamente ao linfécito T, sendo responsaveis por permitir a ligacéo
com o0s receptores de células T (TCR) presentes nas células T via complexo
principal de histocompatibilidade (MHC). As principais APCs sdo: células dendriticas
(DC), mondcitos, macrofagos, as células de Langerhans e células B (Beignon et al.,
2005).

Os linfécitos T exibem uma grande variedade de fungdes na resposta imune a
infeccdo viral. Essas células podem ser identificadas pela presenca de receptores de
superficie celular, denominados TCR. Nos linfocitos T os receptores possuem duas
formas, sendo a mais comum, um heterodimero, constituido por duas cadeias
polipeptidicas denominadas alfa e beta - af - (TCR-2) e estdo presentes em cerca
de 95% dos linfécitos circulantes. A outra forma possui duas cadeias polipeptidicas
denominadas gama e delta - yd - (TCR-1), presentes de 1-5% linfocitos circulantes
(Carding e Egan, 2002, Erman et al., 2002, Kuhns et al., 2006).

As células T apresentam diferentes popula¢des celulares com diferentes
marcadores de superficie, tornando-se necessério criar uma sigla para melhor
organiza-los. Estes marcadores sdo denominados “CD”, sigla que indica o grupo de
diferenciacdo (do inglés cluster of differentiation) e refere-se a uma molécula
reconhecida por um grupo ou colecdo de anticorpos monoclonais. Atualmente, ja
foram identificados nos leucécitos cerca de 350 CDs (Davis et al., 2003). Essas
proteinas séo, frequentemente, associadas com a especificidade das células.
Células com diferentes funcbes expressam diferentes CDs, como por exemplo:

células T auxiliares (CD4), as células T citotoxicas (CD8), entre outras (Herzenberg
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et al., 2000, Zola, 2001, WHO - Laboratory Guideline for enumerating CD4 T
lymphocytes, 2007).

Outro exemplo é o receptor de superficie CD3 que é uma glicoproteina
transmembrana que interage com o TCR formando o complexo TCR-CD3. Pode ser
usado como marcador fenotipico para indicar a populacao de linfocitos T, pois estao
presentes apenas nestas células. A fungdo do CD3 é transmitir sinais para o interior
da célula, quando o TCR se liga ao peptideo antigénico, possibilitando a ativacao
dos linfécitos T (Parkin e Cohen, 2001, Abbas et al., 2007).

A diferenciacao dos co-recepetores de superficie, CD4 e CD8, ocorre no timo.
Neste Orgdo, o pré-timocito diferencia-se em células imaturas denominadas
timocitos. Ainda neste estagio, inicia-se a expressao intracelular do fenétipo CD3
caracterizando como CD3" - positivo - no citoplasma da célula. Na superficie dos
timocitos, a expressdo do complexo TCR-CD3 ainda € nula, designando-o como
TCR-CD3 - negativo. Com o surgimento da cadeia B do TCR no citoplasma da
célula, os timécitos sdo considerados duplo negativos CD4™ CD8". O estagio duplo-
positivo (CD4" e CD8") é caracterizado com a expresséo da cadeia a do TCR na
superficie dos timocitos. Com o surgimento das cadeias af associado a
glicoproteina CD3, os timoécitos amadurecem e eles se tornam “timocitos
unipositivos” que vao expressar CD4 ou CD8 (Erman et al., 2002, Kuhns et al.,
2006).

ApoOs o processo de diferenciacdo dos timocitos, as células T sdo divididas de
acordo com suas propriedades funcionais em: linfécitos T auxiliares - T Helper - ou
células T CD4 e linfocitos T citotoxicos ou células T CD8, ambas expressando
receptor antigénico chamado de receptor af3 (Jensen, 2007, Abbas et al., 2007).

O receptor de superficie CD4 € uma glicoproteina, apresenta-se como
mondmero transmembrana dos linfocitos T auxiliares na superficie dos linfécitos,
presentes também em mondcitos e em algumas células dendriticas. Sao capazes de
interagir com moléculas do MHC de classe Il (Figura 1.3), presentes nas APCs e
possuem uma funcéo auxiliar na montagem da resposta imune. Os linfocitos T CD4
estdo presentes no sangue periférico em torno de 65% das células T positivas (Davis
et al., 2003, Sudharshan e Biswas, 2008).

Os linfécitos T citotoxicos apresentam na sua superficie uma glicoproteina
transmembrana chamada de CD8, que € capaz de interagir com a molécula de MHC
de classe | (Figura 1.3), presente em todas as células nucleadas do corpo humano.

As células citotéxicas atuam na vigilancia contra os virus, sua resposta é eficiente e
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seletiva na maioria das infeccfes virais, focalizando o local de replicacdo viral e
destruindo a célula infectada. Estao presentes no sangue periférico em torno de 35%
das células T positivas (Parkin e Cohen, 2001, Davis et al., 2003, Sudharshan e
Biswas, 2008).
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Figura 1.3: Representacdo esquematica da ligagdo APC a um epitopo do HIV em associacdo com a
molécula de MHC de classe I, a qual interage com a célula T CD4", onde o TCR reconhece um
epitopo apresentado. A célula T auxiliar ativada ir4 estimular a célula T CD8". A célula T citotoxica
ativada ao encontrar o epitopo do HIV apresentado por uma célula apresentadora de antigeno,
associa-se a molécula de MHC de classe |, onde vai interagir com a célula T CD8". A ativacéo da
célula citotéxica vai levar a lise do HIV. Fonte: Adaptado de Hogan et al. 2001

Outro marcador de superficie dos linfocitos € uma glicoproteina de membrana
CD45 que € o marcador especifico dos leucécitos, e € utilizado na citometria de fluxo
para discriminar os linfocitos das populacdes de mondcitos e granulécitos, pois o
CD45 é expresso em diferentes intensidades nessas populacdes celulares
(Trowbridge e Thomas, 1994, Bikoue et al., 2002,). Além disso, parece ter um papel
importante na sinalizacdo com o TCR (Adamczewski et al., 1995, Bikoue et al., 2002,

WHO - Laboratory Guideline for enumerating CD4 T lymphocytes, 2007).

1.5- Evolucéo da infeccéo pelo HIV

O principal impacto da infec¢ao pelo HIV no sistema imune é a destruicdo dos
linfécitos T CD4 (Paranjape, 2005), os quais possuem um papel vital na regulacdo
da resposta imune (Barnett et al., 2008), pois as células T CD4 sdo os primeiros
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alvos do virus HIV (lweala, 2004, Alcami, 2004, Barnett et al., 2008). A destruicéo
em massa das células linfocitarias causa uma severa imunodepressao, tornando o
paciente mais suscetivel as infec¢cdes oportunistas, que por sua vez, se nao
combatidas, levam o paciente a morte (Pattanapanyasat e Thakar, 2005). Os 6rgaos
linféides funcionam como sitios anatdbmicos primarios para a replicacdo e
propagacdo do HIV-1. Graus variados de replicacdo do virus foram observados
durante todo o curso da infeccao pelo HIV (Pantaleo et al., 1998).

A infeccdo pelo HIV pode ser dividida em quatro fases clinicas: infeccéo
aguda; fase assintomatica, também conhecida como laténcia clinica; fase
sintomética inicial ou precoce e AIDS (Ministério da Saude - Evolucao clinica do HIV,
2007).

- Infeccédo aguda

Esta fase, também conhecida como sindrome da infeccéo retroviral aguda ou
infeccdo primaria, ocorre em cerca de 50% a 90% dos pacientes e é pouco
diagnosticada, pois ndo € detectada a presenca de anticorpos especificos, apesar
do alto nivel de viremia (Alcami, 2004). A fase aguda pode durar de 4 a 12 semanas
sem sintomas clinicos especificos, onde, frequentemente, ocorre: febre, dor de
cabeca, entre outros sintomas comuns a outras doencas virais (Katzeinstein, 2003).
O namero de células T CD4" no sangue periférico reduz, e ocorre a presencga de
niveis elevados de viremia, que podem ser preditivo do inicio do curso clinico da

infeccdo pelo HIV-1 e disseminacdo viral (Figura 4) (Katzeinstein, 2003).

- Fase assintomatica

Neste estagio o paciente infectado apresenta um quadro clinico minimo ou
inexistente. E um periodo de laténcia do virus, marcado pela forte interacéo entre o
sistema imune e as constantes e rapidas mutacfes do virus em equilibrio com o
hospedeiro (Figura 1.4). Durante essa fase, 0s virus se replicam e morrem de forma
equilibrada (Ministério da Saude - Evolucéo clinica do HIV, 2007). Esta fase pode
durar até 10 anos ou até que se iniciem as infecgbes oportunistas ou quadros
clinicos graves e persistentes, caracterizando o surgimento da AIDS (Pantaleo e
Fauci, 1996).
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- Fase sintomatica inicial

O portador da infeccdo pelo HIV pode apresentar diversos sintomas
inespecificos de intensidade variavel, aléem de infeccbes oportunistas de menor
gravidade, principalmente em pele e mucosas. O final desta fase corresponde a
reducdo critica das células T CD4", que atinge niveis abaixo de 200 células/mm3 de
sangue (Barnett et al.,, 2008) - valores normais para adolescentes e adultos
saudaveis: 800 a 1050 células/mm?3 (Neves Jr e Morgado, 2000). Neste momento,
surgem 0s sintomas tipicos da AIDS, tais como: diarréia persistente, dores de
cabeca, contracdes abdominais, febre, falta de coordenacdo, nauseas, vomitos,
fadiga extrema, perda de peso e cancer (Ministério da Saude - Evolucéo clinica do
HIV, 2007).

- AIDS

O estagio final da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida é caracterizado
pelo surgimento de infec¢cdes oportunistas e pela decorréncia da debilidade do
sistema imunoldgico do hospedeiro (Alcami, 2004) (Figura 1.4). Aléem das doencas
de origem infecciosa, varias neoplasias, como o sarcoma de Kaposi, os linfomas
nao-Hodgkin, e as neoplasias intra-epiteliais anal e cervical, podem surgir neste
estagio e também sdo enquadradas como oportunistas (Ministério da Saude -
Evolucéo clinica do HIV, 2007).
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Figura 1.4: Evolucdo dos parametros viroldgicos e imunolégicos em pacientes HIV positivos. Fonte:
WHO - Laboratory Guidelines for Enumerating CD4 T Lymphocytes, 2007.

1.6- Diagnostico

O diagnéstico da infeccao pelo HIV é feito a partir da realizacdo de testes
sorolégicos. Para o diagnostico correto do HIV, deve-se considerar a fase da
doenca, dada sua grande capacidade de manifestar-se de diferentes formas em
cada pessoa (Ministério da Saude — Diagnéstico, 2007).

O tempo necessario para que o exame de AIDS detecte a presenca do HIV no
sangue é geralmente de 3 a 12 semanas depois de adquirido o virus, com periodo
meédio de aproximadamente dois meses. Esse tempo decorrido entre a infec¢do pelo
HIV e a deteccdo de anticorpos pelos testes soroldgicos (positivacdo da sorologia
para o HIV) é chamado de janela imunolégica (Ministério da Saude — Diagndstico,
2007).

1.6.1- Testes soroldgicos

O objetivo principal dos testes diagnosticos € a deteccdo precoce das
infeccdes, tendo em vista a reducéo do periodo de janela imunologica para o pronto

tratamento do individuo. Ha também testes diagndsticos que visam estabelecer, por



13
exemplo, como no caso do HIV, o grau de infeccdo em seus diferentes estagios de
evolucdo. Estes testes sdo de grande relevancia para a vigilancia epidemiolégica no
que se refere as estimativas de incidéncia da patologia em dado subgrupo
populacional (Iweala, 2004).

Ha diferentes tipos de testes diagndsticos especificos para HIV, os quais
podem detectar tanto os anticorpos produzidos pelo organismo infectado em
resposta a proliferacdo do virus, quanto os antigenos (proteinas ou acido nucléico)
virais presentes na amostra coletada do paciente. A amostra preferencialmente
utilizada nos testes diagndésticos para HIV provém de soro, plasma ou sangue total,
sendo que estes permitem ndo apenas a deteccdo da infec¢do no individuo sendo
testado, como também a diferenciacéo entre o tipo de virus HIV (HIV-1 e/ou HIV-2),
0s subgrupos virais e a determinacdo da carga viral no paciente soropositivo bem
como sua resposta a terapia antirretroviral. Também estdo disponiveis no mercado
testes diagndsticos que utilizam amostras derivadas de saliva ou urina para a
triagem do HIV (Gdrtler, 1996).

Os testes diagnosticos que detectam no individuo anticorpos especificos do
virus HIV incluem: o teste de Elisa (Ensaio imunoenzimatico), a imunofluorescéncia
indireta, o imunoblot, o western blot e os testes rapidos (lweala, 2004).

Os ensaios moleculares envolvem diferentes técnicas utilizadas na
amplificacdo do genoma viral para o diagnostico da infeccado do HIV no periodo pré-
soroconversao (lweala, 2004). A quantificacdo da carga viral pode ser util na
avaliacdo e na progressdo da doenca, na resposta terapéutica e no risco de
transmissdo. A quantificacdo do &acido ribonucléico (RNA) do virus HIV-1 ou a
determinacdo da carga viral no plasma é considerado um dos métodos de
monitoramento da progresséo da doenca e da resposta a terapia antirretroviral (Luft
et al.,, 2004), mas estes ensaios sdo de elevado custo e requerem equipamentos
sofisticados, assim como, técnicos qualificados (Balakrishnan et al., 2005).

1.7- Citometria de Fluxo

Os avancos nas técnicas de contagem de subpopulagfes de linfécitos T e na
producdo de anticorpos monoclonais possibilitaram uma melhor avaliacdo da
contagem de células T CD4" (Helbert e Breuer, 1992, Barnett et al., 2008).
Atualmente a Organiza¢do Mundial da Saude preconiza a citometria de fluxo como o
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meétodo de quantificacdo das células T CD3/CD4/CD8 para pacientes HIV+, devido a
sua precisao e reprodutibilidade (Neves Jr e Morgado, 2000).
A andlise das amostras de pacientes por citometria de fluxo é feita através de
uma suspensao celular, que € injetada e atravessa a camara de fluxo, onde se da a
passagem de uma ceélula por vez através de um feixe de luz (laser), perpendicular ao
fluxo (Barnett et al., 2008). No momento da passagem da célula pelo laser, os
fotomultiplicadores (PMTs) captam os sinais Opticos emitidos transformando em
sinais digitais (Figura 1.5) (Silva et al., 2004). O tamanho (forward scatter) e a
granulosidade ou complexidade celular (side scatter) sdo parametros estruturais
intrinsecos das células e desta forma ndo necessitam de marcagéo especifica para
serem avaliados. Os receptores de superficie sdo parametros extrinsecos e so6
podem ser avaliados atraves da utilizacdo de anticorpos monoclonais marcados com

diferentes fluorocromos (Shapiro, 2003).
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Figura 1.5: Representacdo esquematica da analise por citometria de fluxo. A: Fluxo da suspenséo
celular, onde o laser intercepta célula a célula e os PMTs modificam o sinal 6tico em digital. B:
Computador onde o sinal digital é processado e os dados séo transformados em graficos. C: Graficos
de dispersao celular (Tamanho versus granulosidade celular), onde se observam os linfécitos
(vermelho), os mondécitos (verde) e os granul6citos (azul) e no outro grafico mostra a marcacao das
populag@es de células CD4 versus CD3. Adaptado de Barnett et al., 2008.

Esta metodologia tem uma ampla versatilidade nas suas aplicacdes

(Pattanapanyasat e Thakar, 2005), e baseia-se na avaliacdo das caracteristicas das
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células como tamanho e granulosidade. As células, quando marcadas com
fluorocromos, sdo monitoradas sem a necessidade de separar células marcadas de
células ndo marcadas (Golim et al., 2007). Diversos parametros podem ser avaliados
durante este processo, sendo de interesse na avaliagcdo fenotipica de células de
pacientes com HIV os seguintes: tamanho, granulosidade ou complexidade celular e
expressao de receptores de superficie celular (CD3, CD4, CD8, e CD45). No caso
do acompanhamento de pacientes HIV+, as diferentes subpopulacdes de linfocitos T
sdo avaliados de acordo com a expressao das moléculas de superficie CD3
(linfécitos T total), CD4 (linfocitos T auxiliares), CD8 (linfécitos T citotoxicos), e CD45
(leucdcitos totais).

+

1.7.1- Teste de Imunofenotipagem para quantificacdo  dos linfécitos T CD4

A metodologia utilizada para a contagem de linfocitos T, também denominada
imunofenotipagem, tem por finalidade detectar e quantificar os antigenos especificos
(CD3, CD4, CD8 e CD45) na superficie das células, utilizando anticorpos
monoclonais especificos marcados com diferentes fluorocromos. A contagem de
células T CD4" tornou-se a mais importante ferramenta para se iniciar e monitorar a
terapia antirretroviral (WHO — Laboratory Guidelines for Enumerating CD4 T
Lymphocytes, 2007).

O CDC, em 1992, passou a utilizar a contagem de linfécitos T CD4" como
parametro para avaliar o perfil imunolégico de pacientes portadores do virus HIV,
pois o tratamento com antirretrovirais destes pacientes depende da contagem das
células T CD4" para mudanca no esquema terapéutico (Strauss et al., 1996). Os
niveis dos linfocitos T CD4" auxiliam na determinagdo do risco da progressido da
AIDS (Phillips et al., 1991) e sdo também empregados na avaliacdo do estagio da
doenca (WHO — Guidelines for HIV, 2005), na recomendac¢édo de profilaxia contra
infeccbes oportunistas e na classificacdo da infeccao pelo HIV (Phillips et al.,
1991).0 risco de infec¢des oportunistas aumenta a medida que o nivel de células T
CD4" diminui (Helbert e Breuer, 2000).

No Brasil, o tratamento ou ndo com antirretrovirais segue 0Ss seguintes

critérios (Ministério da Saude — Consenso para a HAART, 2007):
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- Pacientes com doenca sintomatica avancada e naqueles que, apesar de
assintomaticos, apresentam imunodeficiéncia acentuada expressa na contagem de
linfécitos T CD4™ abaixo de 200/mm3. Nestes casos o tratamento é recomendado.
- Pacientes assintomaticos com contagem de linfécitos T CD4" acima de 350/mm3
ndo se recomenda iniciar o tratamento, jA& que o0s beneficios ndo estdo
suficientemente claros para se iniciar a terapia antirretroviral.
- O tratamento deve ser recomendado em individuos assintomaticos, com contagem
de linfocitos T CD4" entre 200 e 350/mmé.

Caso o tratamento ndo seja iniciado nas condi¢cdes descritas acima, as
avaliacOes laboratoriais deveréo ser realizadas em intervalos curtos, inferiores aos
guatro meses indicados na rotina, com a finalidade de detectar uma baixa
imunologica. Quando ndo for possivel a realizacdo frequente da contagem de
linfocitos T CD4", nos individuos assintomaticos com contagens T CD4" entre 200 e
350/mms3, o tratamento deve ser iniciado para evitar as complicacdes clinicas e

imunoldgicas (Ministério da Salude — Consenso para a HAART, 2007).

1.8- Anticorpos monoclonais

Imunoglobulinas (Ig) ou anticorpos sédo importantes componentes do sistema
imune, estdo presentes no soro e no fluido dos tecidos. Alguns anticorpos estao
presentes na superficie das células B, onde eles atuam como receptores especificos
para antigeno, enquanto outros estéo circulando no sangue e na linfa servindo como
efetores na resposta imune (Roque et al., 2007). Estes anticorpos sao formados
naturalmente por inducédo da reacdo com os antigenos. Cada molécula de anticorpo
possui uma estrutura Unica que lhe permite ligar especificamente ao seu antigeno
correspondente. S&o responsaveis pela notavel capacidade de detectar, localizar,
reconhecer, ligar-se para inativar ou dar inicio ao processo de eliminacdo de um
antigeno (Nunes, 2005).

Na década de 60 a estrutura basica para a imunoglobulina foi proposta. Esta
consistia de cadeias polipeptidicas com um numero igual de cadeias pesadas (~50
KDa) e de cadeias leves (~25 KDa). As cadeias leves sdo comuns a todas as
classes de imunoglobulinas, enquanto que as cadeias pesadas sao estruturalmente
diferentes, definindo a imunoglobulina em classe e subclasse (Gil e Kubota, 1999,
Nunes, 2005, Roque et al., 2007). Na maioria dos animais superiores cinco classes

distintas de moléculas de imunoglobulina s&o conhecidas. Os tipos foram



17
determinados de acordo com o tamanho, carga, composicdo de aminoacidos e
contetudo de glicidios. Séo elas: IgG, IgM, IgA, IgE, ou IgD. A IgG é a principal
imunoglobulina do sangue. Existem quatro variantes isotipicas ou subclasses de IgG
humana, denominadas I1gG1, 19G2, 1gG3 e 1IgG4, que correspondem,
respectivamente, a 70, 16, 10 e 4% do teor total de IgG no sangue. As subclasses
também podem ser diferenciadas pelo nimero de pontes de dissulfeto existentes na
regido da dobradica, sendo duas pontes de dissulfeto para IgG1, quatro para IgG2 e
cinco para IgG3. A classe de IgG corresponde a cerca de 70 a 75% do total de
imunoglobulinas. E uma imunoglobulina monomérica e é a classe de anticorpo que
atua nas respostas imunes secundarias, quando sdo produzidas em grande
guantidade. S&o encontradas também no liquido extracelular, onde atuam na
neutralizacdo das toxinas, virus e bactérias (Nunes, 2005).
A classe das imunoglobulinas G, possuem unidades basicas de quatro

cadeias polipeptidicas, sendo de duas cadeias polipeptidicas leves CL (light chain)
idénticas e outras duas cadeias pesadas CH (heavy chain) também idénticas. As

cadeias pesadas estdo unidas entre si por pontes de dissulfeto (-S-S-) e cada uma
delas estad unida, por sua vez, a uma cadeia leve, por pontes de dissulfeto e
interacbes nao-covalentes. A unidade béasica € simétrica, quer dizer, cada metade
contém uma cadeia leve e outra pesada, resultando em uma estrutura em forma de
Y. Em cada cadeia leve e pesada, os 110 aminoacidos da por¢cdo amino-terminal

constituem um dominio variavel (VL e VH) (figura 1.6). O remanescente de cada
cadeia leve consiste de um dominio constante Unico (CL) e 0 restante de cada
cadeia pesada contém trés ou quatro dominios constantes (CH) (figura 1.6) (Nunes,

2005).
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Figura 1.6: Estrutura da classe e subclasse da molécula de imunoglobulina G. Mostra as duas cadeias
polipeptidicas leves CL (light chain) idénticas e, as outras duas cadeias pesadas CH (heavy chain)

também idénticas. As cadeias pesadas estdo unidas entre si por pontes de dissulfeto (-S-S-) e cada
uma delas esta unida, por sua vez, a uma cadeia leve, por pontes de dissulfeto e interacdes néo-
covalentes. Fonte: Abbas, 2003.

Um dos grandes avangos na &rea biomédica foi o desenvolvimento da
tecnologia de producao de hibridomas, descrito por Georges Kohler e César Milstein,
em 1975. Esta tecnologia possibilitou a producdo de grande quantidade de
anticorpos monoclonais especificos, capazes de reconhecer epitopos distintos de
antigenos celulares, gerando uma enorme expansao na exploragédo de anticorpos na
ciéncia e na medicina. A producgao dos anticorpos monoclonais foi um dos principais
impulsionadores da criacdo da industria de biotecnologia, abrindo assim, o caminho
para o desenvolvimento de testes imunoldgicos com reprodutibilidade, rapidez e um
melhor diagnostico de doencas infecciosas (Payne et al., 1988, Reilly, 1996,
Guardian Unlimited, 2002, Alkan, 2004). E interessante notar que a necessidade
de monitoramento da porcentagem e a contagem das células CD4 coincidiram
com o desenvolvimento dos anticorpos monoclonais. No principio dos anos
80, os anticorpos monoclonais foram introduzidos como ferramentas para o
uso no diagnéstico de leucemias. Logo em seguida, 0s anticorpos
monoclonais se tornaram cruciais para 0 monitoramento de pacientes com
HIV (Barnett et al., 2008).
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Os anticorpos monoclonais tém sido utilizados em substituicAo de soros
policlonais, pois possuem vantagens como: maior reprodutibilidade lote a lote, ndo
possui custo adicional para a purificacdo por afinidade e possuem uma alta
especificidade. Os anticorpos monoclonais sdo muito usados nos procedimentos
classicos de imunoensaios, tais como: radioimunoensaio, procedimentos citotdxicos,
ensaios imunoenzimaticos, imunofluorescéncia, entre outros (Sevier et al., 1981,
Nelson et al., 2000).

Com o0 aumento do numero de anticorpos monoclonais disponiveis, uma
quantidade maior de marcadores de superficie se tornou detectavel, e,
consequentemente, o numero de fungbes das subpopulacdes celulares definidas
pelas diferencas qualitativas e quantitativas na expressdo dos marcadores também
aumentaram (Herzenberg et al., 2000). Assim, a grande maioria das medicoes
citofluorimétricas com o objetivo de determinar parametros celulares estruturais ou
funcionais implicam na utilizagdo de fluorocromos ligados a anticorpos monoclonais
(Nelson et al., 2000).

1.8.1- Fluorocromos

Originalmente, a fluorescéncia foi observada em pequenas moléculas
organicas ligadas por meios de anticorpos para a proteina de interesse (Giepmans et
al., 2006). As moléculas fluorescentes, denominadas fluorocromos, podem ser
conjugadas diretamente a anticorpos através de ligacbes covalentes. Os
fluorocromos séo moléculas propicias para marcar um alvo especifico, produzindo
uma resposta que pode ser observada apds um estimulo por equipamentos que
captam a emissao de luz (fotocolorimetro, espectrofotbmetro ou fotbmetro), e suas
caracteristicas espectroscépicas devem ser compativeis com 0 equipamento que
sera usado para a deteccédo, no caso, o citometro de fluxo (Golim et al., 2007).

Os fluorocromos sdo moléculas quimicas, que absorvem luz em forma de
energia em um determinado comprimento de onda e emitem novamente em um
comprimento de onda maior. Estes dois processos sdo chamados de excitagcédo e
emissao. O processo de emissdo segue muito rapidamente, geralmente na ordem de
nanosegundos, e é conhecido como fluorescéncia (Rahman et al., 2006).

Para melhor analisar os fluorocromos conjugados aos anticorpos
monoclonais, foram desenvolvidas fontes variadas de laser com diferentes

comprimentos de onda para uso na citometria de fluxo. As principais fontes de laser
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utilizadas sé&o: laser ion argbnio, laser Red diode, laser ion Kripton, laser hélio-
nednio, laser hélio-cadmio e lampada de mercurio. O laser mais usado na citometria
de fluxo é o laser de ion argbnio (WHO — Laboratory Guidelines for Enumerating
CD4 T Lymphocytes, 2007).

A capacidade de medir multiplos parametros para cada célula é limitada pelo
namero de fluorocromos que podem ser utilizados simultaneamente de acordo com
o citdbmetro de fluxo utilizado. A analise de células pela imunofluorescéncia, tornou-
se cada vez mais poderosa com 0 uso simultdneo de mudltiplos e distintos
fluorocromos conjugados a anticorpos monoclonais. O uso de mais de um
fluorocromo marcado na citometria de fluxo vai depender de alguns fatores como:
intensidade de fluorescéncia, background na ligacdo do anticorpo monoclonal com
marcacao inespecifica, comparado com o anticorpo ndo conjugado e a sobreposicao
de espectros de excitacdo e emissdo das fluorescéncias usadas com a influéncia de
outros fluorocromos (Baumgarth e Roederer, 2000, Tjioe et al., 2001).

Uma grande quantidade de fluorocromos estd disponivel no mercado, todos
oferecem certas caracteristicas que sdo Unicas. Para a selecdo dos fluorocromos
devem-se seguir critérios como: a necessidade de utilizacdo de outros fluorocromos
(conjugacao, estabilidade etc), a célula de interesse, e a facilidade de utilizacdo
frente aos demais fluorocromos (Baumgarth e Roederer, 2000).

Os fluorocromos comerciais como a Fluoresceina 5 isomero | (FITC) /
Molecular Probes™, Ficoeritrina (PE) / Molecular Probes™ -, Cy™ 5 Bis NHS Ester
(Cy5) / GE Healthcare e, o Cy™ 7 Bis NHS Ester (Cy7) / GE Healthcare foram
selecionados em funcé@o da auséncia de protecdo patentéria, pelos seus processos
de conjugacdo serem de dominio publico e por permitirem combinacdes de quatro
cores para serem lidos no FACSCalibur (Becton e Dickinson, EUA) e em outros

citbmetro de fluxo.

- Isotiocianato de fluoresceina

Ringgs, em 1958, descreveu o uso do isotiocianato de fluoresceina como
marcador celular. O fluorocromo FITC é uma pequena molécula de massa molecular
de 390 daltons (Da). Atualmente, é o fluorocromo mais usado para a conjugacao de
anticorpos monoclonais (Brinkley, 1992, Rahman et al., 2006).

A reacdo em questdo resulta na formagao de uma ligagao tioureia entre o

fluorocromo e a proteina conforme pode ser observado na Figura 1.7.
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Figura 1.7: Representagdo esquematica da ligagdo do FITC ao anticorpo monoclonal. Fonte:
Adaptado de Hermanson, 1996.

O fluorocromo FITC quando excitado com laser ion arg6nio (488nm), possui
um pico de excitagdo a um comprimento de onda de 495nm e uma emissao de
518nm (Figura 1.8) (Roederer, 2004).
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Figura 1.8: Grafico de excitacdo e emissdo do fluorocromo FITC. Fonte: Adaptado do site
http://web.uvic.ca/ail/techniques/epi-fluorescence.html.

- Ficoeritrina

As ficobiliproteinas sdo proteinas fluorescentes soliveis em &agua que
funcionam com componentes no aparato fotossintético das algas blue-green, das
cianobactérias e de dois grupos de algas eucaribticas (Glazer e Stryer, 1983,
Perfetto e Roederer, 2007). Cada ficobiliproteina possui multiplos grupos de
cromoforos, que interferem no coeficiente de absor¢cdo de cada molécula protéica

(Hermanson, 1996).
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As ficobiliproteinas foram divididas em trés classes, sao elas: ficoeritrinas,
ficocianinas e aloficocianinas. As diferengcas entre as classes estdo na estrutura
protéica, no nimero de grupos de croméforos e na propriedade da fluorescéncia (Liu
et al., 2005). As ficoeritrinas podem ser classificadas em quatro classes, baseada na
propriedade original de absorcéo: R-PE, B-PE, b-PE e C-PE (Marsac, 2003). A R-PE
€ uma proteina oligomérica de massa molecular de 240 kilodaltons (KDa), possui
trés subunidades: 6a (20KDa), 6B (20KDa) e 1y (30KDa) e apresenta 34 croméforos
na sua constituicio. A R-PE é extraida de uma alga vermelha da espécie de
porphyra, in vivo, funciona transferindo energia para a clorofila durante a
fotossintese (Perfetto e Roederer, 2007). Os trés picos de absorbancia maxima da
R-PE sao: 565, 539 e 498 nm (Figura 1.9).
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Figura 1.9: Espectro de excitacdo e emissdo da R-PE. Fonte: Adaptado do site
http://www.prozyme.com/pdf/pb31.pdf.

No processo de conjugacao do fluorocromo R-PE com o anticorpo monoclonal
anti-CD3, o processo de conjugacao foi feito utilizando o Succinimidil 4-(N-
maleimidometil) ciclohexano-1-carboxilado (SMCC), que é um reagente intermediario
bifuncional. O primeiro passo para ativar a R-PE, foi ligar o éster NHS, localizado no
final da estrutura quimica do SMCC, aos grupamentos amino da R-PE, formando
uma ligacdo estavel. Com o fluorocromo ativado, o passo seguinte foi o
acoplamento, na outra extremidade do SMCC, com o grupamento sulfidrila livre dos
anticorpos monoclonais provenientes da prévia reducao pela acdo do DTT, formando

assim o conjugado anti-CD3/R-PE. A melhor condicédo de ligacdo entre a R-PE e o
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anticorpo monoclonal ocorre na faixa de pH entre 6,5 - 7,5 (Figura 1.10) (Roederer et
al,.1996, Hermanson, 1996) Roederer, 2004).
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Figura 1.10: Processo de conjuga¢do da R-PE com o anticorpo monoclonal. O SMCC atua como
intermediario da ligacao. Fonte: adaptado do Hermanson, 1996.

Nos processos de conjugacao, a R-PE € uma proteina estavel e que pode ser
facilmente ligada a um anticorpo monoclonal sem alterar suas caracteristicas de
espectro de excitacdo e emissao (Liu et al., 2005). Possui uma alta fluorescéncia,
ideal para a analise de receptores de superficie celular através da citometria de fluxo
(Lansdorp et al.,, 1991). No que se refere a imunodiagnéstico, a R-PE é o
fluorocromo mais usado entre as ficoeritrinas, pois a apresenta a absorbancia 498
nm entre seus picos de absor¢cdo maxima, compativel com laser de ion argbnio (488

nm), que € a fonte de energia mais utilizada (Liu et al., 2005).
- Cianinas

A autofluorescéncia celular é frequentemente um fator limitante na deteccao
da fluorescéncia. Portanto houve a necessidade de se desenvolver fluorocromos
com fluorescéncia que fosse emitida além do comprimento de onda de 600 nm
(Roederer et al., 1996). Assim, em 1990, Waggoner e colaboradores desenvolveram
os fluorocromos cianina 5 (Cy5) e a cianina 7 (Cy7). As cianinas sdo pequenas
moléculas orgéanicas, com uma massa molecular de aproximadamente de 15 KDa e
possuem intensa fluorescéncia e uma baixa hidrofobicidade (Hahn et al., 2001).

Esses fluorocromos possuem muitas qualidades que os fazem ser extremamente
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usuais na citometria de fluxo, séo elas: alta eficiéncia quantica, um alto coeficiente
de extincdo e a fluorescéncia € emitida na regiao red (Cy5), acima de 600 nm, e far-
red (Cy7), entre 700 e 800 nm (Roederer et al., 1996). A ligacdo quimica no
processo de conjugacao do fluorocromo Cy5 com os anticorpos monoclonais ocorre

via aminas primarias (Figura 1.11) (Roederer, 2004).
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Figura 1.11: Processo de conjugacao do Cy5 com o anticorpo monoclonal. Fonte: adaptado do
Hermanson, 1996.

O Cy5 possui um pico de excitacdo a um comprimento de onda de 633 nm e a
sua emissao esta a 680 nm (Figura 1.12), quando excitado no laser Red Diode (635
nm) (Roederer, 2004). O espectro de excitacdo e emissao das cianinas é estreito,
esta caracteristica minimiza a sobreposicdo do espectro com outros fluorocromos
(Roederer et al., 1996).
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Figura 1.12: Grafico de excitagcdo e emissao do fluorocromo Cy5. Fonte: Adaptado de Lansdorp et al.,
1991.
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- Ficoeritrina /cianina 7

Glazer e Stryer (1983) propuseram a conjugacao, através de ligacOes
covalentes, de dois fluorocromos, a R-PE ligada a aloficocianina, surgindo assim 0s
fluorocromos tandem. Os fluorocromos tandem s&o reagentes complexos de serem
desenvolvidos. Existem muitas variaveis entre o fluorocromo doador e o fluorocromo
receptor (Roederer et al., 1996). Os fluorocromos tandem s&o muito utilizados, pois
apresentam um alto coeficiente de extingdo, uma alta eficiéncia quantica e um
espectro de emissédo que se estende para a regiao far-red (Tjioe et al., 2001).

Para a conjugacdo de dois fluorocromos € necessario que ocorra a
transferéncia de energia entre moléculas dos fluorocromos envolvidos no processo,
atravées da excitagdo e emissdo da fluorescéncia. Este processo chama-se
transferéncia de energia de ressonancia. Para o fluorocromo tandem R-PECy7 o
doador de energia é o fluorcromo R-PE e o receptor € o Cy7 (Tjioe et al., 2001).
Quando excitado pelo laser de 488 nm, o R-PECy7 possui 0 pico de excitacdo a um
comprimento de onda de 565 nm, e o pico de emissédo € de 780 nm (Figura 1.13)
(Roederer et al., 1996, Roederer, 2004).
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Figura 1.13: Espectro de excitacdo e emissdo do fluorocromo R-PECy7. Fonte: Adaptado do site
http://www.drmr.com/abcon/C7Paspec.html.



2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo geral

O objetivo desta dissertacdo foi avaliar se os anticorpos monoclonais anti-
CD3, anti-CD4 e anti-CD8, produzidos pelo CIM, podem ser utilizados, quando
conjugados a quatro fluorocromos diferentes, em um teste de imunofenotipagem

para a quantificacdo de linfocitos T CD4".

2.2 - Objetivos especificos

- Determinar a concentracdo e verificar a homogeneidade das preparacbes dos

anticorpos monoclonais anti-CD3, anti-CD4 e anti-CD8 cedidos pelo CIM.

- Conjugar os anticorpos monoclonais aos fluorocromos FITC, R-PE, Cy5 e R-
PECy7, utilizando os protocolos de conjugacdo preconizados na literatura

atualizada.

- Estabelecer os parametros para a analise por citometria de fluxo dos conjugados

produzidos em Biomanguinhos.

- Comparar por citometria de fluxo os processos de conjugagdo dos anticorpos
monoclonais conjugados (anti-CD3/ R-PE, anti-CD3/Cy5, anti-CD4/FITC, anti-CD4/
R-PECy7 e o anti-CD8/Cy5), nas marcac¢cfes simples, dupla e tripla, ao padrao

comercial Tritest da BD.



3- MATERIAIS E METODOS

3.1- Obtencao dos anticorpos monoclonais

Os anticorpos monoclonais anti-CD3 (IgG2a), anti-CD4 (lgG2b) e anti-CD8
(IlgG2a) foram cedidos pelo Centro de Imunologia Molecular de Cuba (CIM) e a
temperatura de transporte das amostras manteve-se entre 4 a 8C apds o

embarque.
3.2- Quantificacao protéica dos anticorpos monoclon ais

Os anticorpos monoclonais foram quantificados espectrofotometricamente a
280 nm tanto no CIM quanto no Laboratério de Tecnologia Diagnostica (LATED) -
Biomanguinhos. Neste ultimo caso usou-se um espectrofotbmetro Beckman DU530
— DNA/Protein Analyzer para a determinagdo das absorbéancias a 280 nm. O célculo
da concentracdo foi feito através da lei de Lambert-Beer C = A , onde C -
concentracéo, A - absorbancia, k - coeficiente de extincdo molar e | - Iéllstémcia gque a
luz atravessa a cubeta de quartzo . As diluicbes dos anticorpos monoclonais foram
ajustadas a fim de fornecer leituras de absorbancia a 280 nm entre 0,2 e 0,4 (Pace
et al., 1995).

3.3- Concentragao dos anticorpos monoclonais
Os anticorpos monoclonais anti-CD3, anti-CD4 e anti-CD8 foram

concentrados por ultrafiltracdo em um sistema Amicon com membranas de 100 KDa

de cut off (Millipore) e presséao de nitrogénio de 80 psi.
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3.4- Verificacdo da homogeneidade protéica dos anti  corpos monoclonais

A homogeneidade das preparagdes dos anticorpos monoclonais cedidos pelo
CIM foi verificada por eletroforese desnaturante em gradiente de gel de
poliacrilamida (8-25%), utilizando-se o sistema PhastSystem (GE Healthcare). Para
esta analise foram aplicados nos géis 2, 4 e 10 ug de cada um dos anticorpos
monoclonais. Para a estimativa do peso molecular (PM) das cadeias polipeptidicas
observadas, foi utilizado um padrdo de peso molecular conhecido. Padrao pré-
corado da Bio-Rad: (miosina 193000; p-galactose 118000; albumina de soro bovino
99000; ovalbumina 54000; anidrase carbdnica 37000; inibidor de tripsina 29000;
lisozima 20000 e aprotinina 7000), tendo como referéncia de migracéo eletroforética
a imunoglobulina G humana da Bio Chemika — Sigma, de peso molecular de
150000.

A revelacdo dos géis foi feita de acordo com protocolo do PhastSystem,
utilizando-se a solugdo com Coomassie Brilliant blue R350 0,2% na mistura de
metanol : acido acético : agua (30% :10% :60%, v/v/iv) como corante. O
descoramento foi feito com a mesma mistura metandlica-acética (Neuhoff et al.,
1985).

A estimativa do peso molecular dos anticorpos monoclonais decorrentes de
suas mobilidades eletroforéticas foi avaliada apds a densitometria e para tanto,

utilizou-se o programa Image Master (GE Healthcare).

3.5.- Processos de conjugacdo dos anticorpos monocl onais a diferentes

fluorocromos

3.5.1 - Conjugacao do anticorpo monoclonal anti-CD4 com FITC

A preparacao do anticorpo monoclonal anti-CD4 foi cromatografado em uma,
coluna de PD-10 (GE Healthcare) equilibrada com solucédo tampé&o carbonato 500
mM, pH 9,5. Os efluentes referentes aos anticorpos monoclonais foram reunidos em
um Unico tubo e sua concentracdo foi determinada quantitativamente conforme

descrito no item 3.2.
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Reacao de conjugacao entre o anticorpo monoclonala  nti-CD4 e 0 FITC

Para a reacdo de conjugagdo da preparacdo do anti-CD4 com o FITC,
utilizou-se uma solucdo de 10 mg do fluorocromo FITC dissolvidas em 1 mL de
Dimetil sulfoxido (DMSO) anidro (Sigma). Na mistura reacional foram utilizadas 2 mg
do anticorpo monoclonal anti-CD4 e 160 pg de FITC da solugdo mée. A reacgéo
ocorreu na auséncia de luz, a temperatura ambiente e sob agitacdo. Apds 60
minutos de reacdo o produto foi aplicado em uma coluna PD-10 equilibrada com
solucéo tampéao Tris HCI 10 mM, NaCl 150 mM, NaN3 0.1%, pH 8,2, para a remocéao
do FITC em excesso. O conjugado produzido foi estocado a uma temperatura de 2 a
8°C.

A determinacdo da concentracdo do anticorpo monoclonal no conjugado e a
razdo molar (FITC / anti-CD4) foram determinadas pela leitura das absorbancias a
280 nm e a 495 nm e calculados conforme as equacdes 1 e 2 descritas abaixo
(Roederer, 2004 e Golim et al., 2007).

1) [IgG (Mg/mL)] = (AbS 2g0mm - 0,31 X ADS 495nm) X 0,694

2) Razéao molar = 3,1 x Abs 495nm / (AbS >gonm - 0,31 X Abs 495nm)

3.5.2 Conjugacéo do anticorpo monoclonal anti-CD3 ¢ om R-PE

Ativacdo do R-PE com Succinimidil 4 (N-metil Maleid o) Ciclohexano 1-
Carboxilato (SMCC)

A red ficoeritrina (R-PE) comercial foi adquirida em uma suspenséao de sulfato
de amobnio a 60% e sendo assim, o procedimento inicial foi a retirada deste através
da centrifugacdo a 10.000 rpm por 8 minutos. O sobrenadante contendo o sal foi
descartado e o precipitado foi ressuspenso em 2,5 mL de solucdo tampao fosfato de
sédio 50 mM, EDTA 1 mM, pH 7,0. A solucéo final contendo o fluorocromo foi
aplicada em uma coluna PD-10 previamente equilibrada com a solucdo tampéo
fosfato de sodio 50 mM, EDTA 1 mM, pH 7,0.

A homogeneidade e concentracdo da preparacéao do fluorocromo R-PE foram

estimadas pela leitura das absorbancias a 565 nm e 620 nm. A razdo entre as
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absorbancias medidas a 565 nm / 620 nm foi utilizada para constatar a auséncia de
contaminantes conforme recomendado no protocolo de conjugagcdo (Roederer,
2004). Para a ativagao de 1,6 mg R-PE foram adicionados 17,5 pL da uma solucéo
de SMCC a 10 mg/mL. A analise foi realizada na auséncia de luz, sob agitacédo
constante e a temperatura ambiente por 60 minutos. O fluorocromo ativado foi
dessalinizado em colunas PD-10, previamente equilibrada com a solugdo tampéo
MES 50 mM, EDTA 2 mM, pH 6,0. A concentracédo do produto formado foi estimada

pela da razao molar.
Reducao das pontes dissulfeto do anticorpo monoclon al

Para este processo foi utilizado 0,5 mg de anti-CD3, ao qual foi adicionado 8
puL da solucdo de DL-Ditiotreitol DTT (Sigma) a 15,4 mg/mL. Apos 30 minutos de
reacdo, o anticorpo monoclonal anti-CD3 reduzido foi submetido & cromatografia em
coluna PD-10, equilibrada com a solugéo tampéo MES 50 mM, EDTA 2 mM, pH 6,0
para a retirada do excesso de DTT. A concentracdo do anticorpo monoclonal
reduzido e dessalinizado foi estimada pela leitura de absorbancia a 280 nm. Esta
preparacao contendo o anticorpo reduzido foi imediatamente submetida a reacéo de
conjugacgao com a ficoeritrina ativada (SMCC/R-PE).

Conjugacao entre o SMCC/R-PE e o anticorpo monoclon  al anti-CD3

A massa de 1,6 mg do fluorocromo ativado foi adicionada a um volume de
400 pL contendo uma massa de 0,5 mg do anticorpo monoclonal anti-CD3. A reacéo
foi realizada na auséncia de luz, sob agitacdo constante e a temperatura ambiente
por 60 minutos. Apds esse tempo, os grupamentos sulfidrila livres citadas no item
acima, foram bloqueados usando 1,7 pL da solucdo de N-ethylmaleimide (NEM), a
10 mg/mL em DMSO. Apods 20 minutos de reacdo o conjugado foi dessalinizado em
colunas de PD-10, equilibradas em solucédo tampéao Tris HCI 10 mM, NaCl 150 mM,
NaN3 0.1%, pH 8,2.

A concentracdo de R-PE foi estimada de acordo com equagéoM
e a homogeneidade do R-PE foi estimada através da relacdo Abs 565 '

que deve ser maior do que 50 (Roederer, 2004). Abs 620
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3.5.3. - Conjugacao do anticorpo monoclonal anti-CD 3 com Cy5

O anticorpo monoclonal anti-CD3 foi cromatografado em uma coluna de PD-
10 previamente equilibrada, em tampéao carbonato 500 mM, pH 9,5. A concentracao

do anticorpo foi determinada conforme descrito no item 3.2.

Reacé&o de conjugacéo entre o anticorpo monoclonala  nti-CD3 e o Cy5

Para a reacdo de conjugacdo entre o anticorpo monoclonal anti-CD3 e o
fluorocromo Cy5 foram utilizadas trés condi¢gOes reacionais diferentes com excesso
molar do fluorocromo de 3, 5 e 7 vezes. Foi preparada uma solugcéo de Cy5 de 1
mg/mL, desta solucdo foram transferidas aliquotas de Cy5, conforme observado na
Tabela 3.1, para tubos contendo 2 mg de anticorpo monoclonal anti-CD3. A reacéo
ocorreu na auséncia de luz, por 60 minutos, a temperatura ambiente e sob agitacédo
constante. As misturas reacionais foram aplicadas em colunas PD-10 equilibradas
com solugcédo tampéao Tris HCI 10 mM, NaCl 150 mM, NaN3 0.1%, pH 8,2, para a

remocao do Cy5 em excesso.

3.5.4 - Conjugacéo anticorpo monoclonal anti-CD8 co m o Cy5

O processo de conjugacdo do anticorpo monoclonal anti-CD8 com o

fluorocromo Cy5 foi realizado conforme descrito no item anterior.

Tabela 3.1- Massa de Cy5 utilizada no processo de conjugacédo com o anticorpo monoclonal anti-CD3
e anti-CD8.

Razao molar Massa Cy5/2mg de antiCD3 e anti-CD8
3:1 48ug
5:1 80ug
7:1 112ug

3.5.5. - Conjugacéo anticorpo monoclonal anti-CD4 ¢ om o tandem R-PECy7

Ligacdo do R-PE com Cy7

A suspensdo do fluorocromo R-PE em sulfato de amoénio a 60% foi

centrifugada a 10.000 rpm por 8 minutos, o sobrenadante foi descartado e o
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precipitado contendo o fluorocromo foi ressuspenso em 2,5 mL de solugdo tampéao
carbonato 500 mM, pH 9,0. A solucdo contendo a R-PE foi entdo aplicada em uma
coluna PD-10 previamente equilibrada com a solug¢ao tampéao carbonato 500 mM, pH
9,0

A homogeneidade e concentracdo da preparacao do fluorocromo R-PE acima
obtido, foram estimadas pela leitura das absorbancias a 565 nm e 620 nm. A razao
entre as absorbancias medidas a 565 nm / 620 nm foi utilizada para constatar a
auséncia de contaminantes conforme recomendado no protocolo de conjugacéo
(Roederer, 2004).

O fluorocromo R-PE disperso em solugdo tampao de reacdo carbonato 500
mM, pH 9,0, foi adicionada a 41,8 pL de Cy7 (10 mg/mL em DMSO), o que
corresponde a uma razédo de 83,3 moles de Cy7/mg de R-PE, onde a razdo molar
Cy7/R-PE é igual a 20. Apés 60 minutos de reacdo, na auséncia de luz, a
temperatura ambiente e sob agitacdo constante, a mistura reacional foi aplicada em
uma coluna PD-10 equilibrada com solugéo tampéo fosfato de sédio 50 mM, EDTA 1

mM, pH 7,0, para a remocéao do Cy7 néo reagente.

Ativagéo do R-PECy7 com o SMCC

O fluorocromo tandem R-PECy7 (6,3 mg) foi ativado pela adicdo de 69,3 pL
de SMCC a 10 mg/mL em DMSO. O tubo reacional foi mantido sob a auséncia de
luz, agitacdo constante e a temperatura ambiente por 60 minutos. O conjugado R-
PECy7 ativado foi entdo dessalinizado em colunas PD-10, previamente equilibradas
com a solucdo tampao MES 50 mM, EDTA 2 mM, pH 6,0. ApGs ativacdo do R-
PECy7 ao SMCC, a concentracdo do R-PECy7 foi estimada a através da razédo da
leitura da absorbancia a 5352nm :

Reducao de pontes dissulfeto do anticorpo monoclona I

Foi preparada uma solu¢cdo com 20 pL de DTT a 15,4 mg/100ul de agua
destilada para cada miligrama de anticorpo monoclonal presente em solugdo. Foram
submetidos a reducdo das pontes dessulfeto reduzido 6 mg de anti-CD4, para tanto,
foi adicionado 9,8 pL da solucdo de DTT. Apos 30 minutos de reacdo, o anticorpo
monoclonal anti-CD4 reduzido foi submetido a cromatografia em coluna PD-10,
equilibrada com a solugao tampéo MES 50 mM, EDTA 2 mM pH 6,0, para retirada
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do excesso de DTT. Foi realizada a leitura da absorbéancia a 280 nm, para estimativa
de concentragcdo do anticorpo reduzido e dessalinizado. Este foi imediatamente
submetido a reagdo com o R-PECy?7.

Conjugacao entre o anticorpo monoclonal anti-CD4 e 0 R-PECy7

A preparacao com 4,62 mg de R-PECy7/SMCC foi adicionado um volume 260
uL de uma preparacao contendo 1,5 mg do anticorpo monoclonal anti-CD4. A reacao
ocorreu sob a auséncia de luz, agitacdo constante e a temperatura ambiente por 60
minutos. ApOs este periodo as sulfidrila ndo ligadas ao anticorpo monoclonal foram
blogueadas pela adi¢do de 5,1 uL de NEM a 10 mg/mL em DMSO. Apés 20 minutos
de reacdo em agitacdo constante, o conjugado foi dessalinizado em colunas de PD-
10, equilibradas em solucéo tampéao Tris HCI 10 mM, NaCl 150 mM, NaN3 0.1%, pH
8,2.

Os protocolos utilizados para as reacdes de conjugagao neste trabalho
experimental foram descritos por Roederer (2004).

Os fluxogramas dos processos de conjugacdo podem ser encontrados no

capitulo anexo mais a frente.

3.6- Determinacdo da razdo molar dos conjugados pro duzidos em

Biomanguinhos

A eficiéncia de cada um dos processos de conjugacéo foi estimada a partir da
razdo molar entre as absorbancias a 280 nm dos anticorpos monoclonais e as
absorbancias maximas dos fluorocromos utilizados nas conjugacdes. A equacao
abaixo foi utilizada para determinar a razdo molar dos conjugados produzidos em
Biomanguinhos (Molecular Probes 2003). Para tanto foi utilizado o espectrofotdmetro
da Beckman DU530 — DNA / Protein Analyzer para a determinacdo das

absorbancias.

Raz&o  Abs Max Fluorocromo. no conjudado x Peso molecular 19G
molar

[ Abs 280 IgG conjugado. ] x Coeficiente de extingdo Fluorocromo
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3.7- Analise dos conjugados produzidos em Biomangui nhos por citometria de

fluxo

Os conjugados CD3/R-PE, CD4-FITC, CD3-Cy5, CD8-Cy5 e CD4/R-PECy?7,
foram analisados por citometria de fluxo através da marcacao de células de sangue
periférico de amostras de sangue de individuos normais e de pacientes HIV+. Os
resultados obtidos foram comparados com os resultados das marcagdes utilizando o
anticorpo monoclonal comercial Tritest (Becton e Dickinson — BD, EUA).

3.8- Casuistica

Foram utilizadas amostras de sangue individuos normais e de pacientes HIV+
do Hospital Evandro Chagas obtidos no Laboratorio de AIDS e Imunologia
Molecular/IOC. Para a analise dos conjugados anti-CD3/R-PE, anti-CD4/FITC e anti-
CD8/Cy5 (marcacao tripla) analisou-se 62 amostras pacientes HIV+, sendo 15 deste
total analisados também com o anti-CD3/Cy5 e o anti-CD4/ R-PECy7 (dupla

marcacao).

3.9- Coleta das amostras

As amostras de sangue periférico obtidas de individuos normais e de
pacientes HIV+, foram coletadas por venupung¢do em tubos de 5 mL (BD) contendo
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA).

3.9.1. - Preparo das amostras

Apés coleta e identificacdo das amostras nos tubos de poliestireno com
capacidade de 5 mL, foram adicionados 50 pL de sangue total nos tubos e
posteriormente adicionados os volumes dos anticorpos monoclonais conjugados a
serem testados. ApOs agitacdo em vortex, as amostras foram incubadas por 15
minutos, a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Apos a incubacéo, foi realizada a
lise das heméacias através da adicdo de 450 pL de solucdo de lise da marca
Cytognos. As amostras permaneceram a temperatura ambiente, ao abrigo da luz por
15 minutos e foram, entdo, avaliadas no citometro de fluxo BD FACSCalibur (BD,
EUA).
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Para a analise por citometria de fluxo dos conjugados, foram utilizadas as

seguintes combinag¢des de anticorpos monoclonais:

- Tritest BD - CD3-PerCP, CD4-FITC, CD8-PE;

- Simples Biomanguinhos - CD3/R-PE, CD4-FITC, CD8-Cy5, CD3-Cy5, CD4/R-
PECy7;

-Tripla Biomanguinhos - CD3/R-PE, CD4-FITC, CD8-Cy5 e

- Dupla Biomanguinhos - CD3-Cy5, CD4/R-PECy7

Para o Tritest da BD foram usados 10 pL de anticorpo monoclonal por
amostra. Nas marcagdes dos anticorpos monoclonais conjugados no LATED -
Biomanguinhos, foram inicialmente analisados diferentes volumes (2,5 uL, 5 pL, 10
puL e 20 pL) dos referidos anticorpos monoclonais. Apds esta analise inicial foi
selecionado o volume de 2,5 pL usando-se a concentracédo inicial e as diluices de
1:10 v/v, 1:50 v/v e 1:100 v/v. Os anticorpos monoclonais da dupla e tripla marcacao
de Biomanguinhos foram previamente diluidos em um tubo separado (2,5uL de cada
anticorpo monoclonal) sendo utilizado o volume final de 5 pL por amostra para a
dupla marcagéo e 7,5 pL por amostra para a tripla marcacéo.

A analise dos conjugados foi realizada em um citbmetro de fluxo FACSCalibur
(BD, EUA) equipado com um laser de ion argbnio de 488 nm e um laser diodo
vermelho de 635 nm e filtros de 530/30 nm para FL1, 585/42 nm para FL2, 670 nm
para FL3 e 661/16 nm para FL4, sendo capaz de ler quatro cores simultaneamente.
Os dados referentes a distribuicdo celular, para a obtencdo de populagdo de
interesse, foram realizados em gréaficos dot plot dos parametros de tamanho celular
(Forward scatter) versus granulosidade (side scatter). Para cada amostra foram
analisados 5000 eventos na janela (gate) de linfocitos para excluir da avaliacéo as
células mortas, as hemacias e outras populagbes celulares (mondcitos e
granuldcitos).

As fluorescéncias emitidas pelos fluorocromos do anticorpo monoclonal Tritest
da BD foram lidas nos seguintes filtros (FL): Em FL1 - CD4-FITC, FL2 - CD8-PE e
FL3 - CD3-PerCP. Na amostra referente a Tripla marca¢do de Biomanguinhos foi
lida em FL1 - CD4-FITC, FL2 - CD3-PE e FL4 - CD8-Cy5, enquanto as duplas foram
lidas em FL3 - CD4-PECy7 e em FL4 - CD3-Cy5. Os resultados das fluorescéncias

foram analisados em histogramas, avaliando-se o percentual de marcagdo das
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células para cada anticorpo. O programa computacional utilizado para fazer a

analise dos resultados obtidos na citometria de fluxo foi o CellQuest (BD).

3.9.2. — Analise estatistica

Para a estatistica dos resultados da citometria de fluxo entre os conjugados
produzidos em Biomanguinhos e o Tritest da BD utilizou-se a correlacdo linear de
Pearson, o programa para a analise dos dados obtidos foi Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) versdo 16.0. A correlagdo de Pearson é uma medida de
associacao linear entre variaveis quantitativas e varia entre -1 e +1. O coeficiente
igual a +1 significa que as duas variaveis tem uma correlacao perfeita positiva, assim
quando uma aumenta a outra também aumenta em media, em um valor
proporcional. Quando o coeficiente € -1 significa que existe uma relacdo linear
negativa perfeita entre ambas. Por convencdo em ciéncias exatas sugere-se que
valores menores que 0,2 indica uma associacgéo linear muito baixa, entre 0,2 e 0,39
baixa, entre 0,4 e 0,69 moderada, entre 0,7 e 0,89 alta e por fim, entre 0,9 e 1 uma
associacdo muito alta. O mesmo se aplica para as correlacdes negativas (Pestana e
Gageiro, 2005).



4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Avaliacdo dos anticorpos monoclonais

Os critérios de avaliacdo dos anticorpos monoclonais cedidos por Cuba foram os
mesmos fornecidos pelo CIM. Portanto, foi utilizada a quantificacdo de proteina pela
leitura a absorbéancia a 280 nm, e para a avaliacdo da homogeneidade foi
selecionada a eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante por ser uma

metodologia simples, resolutiva e de facil implantacdo no controle de qualidade.

4.1.1- Quantificacdo protéica dos anticorpos monocl onais

Os valores de concentracdo dos anticorpos monoclonais enviados pelo CIM,
foram similares aos valores estimados em Biomanguinhos, com excecdo do
monoclonal anti-CD3, que apresentou uma concentracdo 2,8 vezes menor do que
aguela determinada no CIM (Tabela 4.1).

Tabela 4.1- Determinacdo da concentracdo protéica dos anticorpos monoclonais enviados por Cuba
pela leitura da absorbancia a 280 nm.

. Conc. de proteina Conc. de proteina estimada
Anticorpo . ] ]
Lote fornecida por Cuba em Biomanguinhos
monoclonal
(DO2g0) mg/mL (DO2g0) mg/mL

Anti-CD3 01P0701 3,47 1,21

Anti-CD4 02P0701 1,52 1,35

Anti-CD8 03P0601 0,15 0,16

A diminuta concentracdo dos anticorpos monoclonais ndao foi um fator impeditivo
para a aquisicdo deste insumo, entretanto, houve a necessidade de se incluir uma
etapa de reducdo de volume da amostra a fim de aumentar a concentracdo dos
anticorpos monoclonais, desejavel para as reacdes de conjugacbes com

fluorocromos.
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4.1.2- Homogeneidade dos anticorpos monoclonais por eletroforese
desnaturante em gel de poliacrilamida 8-25% (SDS-PA  GE)

Na analise eletroforética dos anticorpos monoclonais anti-CD3, anti-CD4 e
anti-CD8 foram utilizadas massas de 2, 4 e 10 ug (Figura 4.1, painéis A, B, e C)
respectivamente. No painel B, relacionado & massa de 10 pg, foram observadas
outras bandas, além daquelas relativas a cadeia leve (peso molecular de
aproximadamente 25000) e cadeia pesada (peso molecular de aproximadamente
50000) da IgG, tanto na IgG comercial (raia 2) quanto nos anticorpos monoclonais
anti-CD3 (raias 3), anti-CD4 (raia 4) e anti-CD8 (raia 5). Nos painéis A e C
relacionados as massas de 2 e 4 ug, ndo foram observadas bandas diferentes
daquelas esperadas para a IlgG mediante tal metodologia. A migracéo eletroforética
relativa a massa de 4 pg dos anticorpos monoclonais (painel C) foi selecionado para
as andlises densitométricas e estimativa de pesos moleculares das proteinas sob
investigacdo. Tal escolha foi baseada no fato de que o perfil eletroforético obtido
apresenta somente duas bandas relacionadas a IgG com intensidades significativas
para tal andalise. Os painéis D, E e F relacionados aos painéis G, H e |,
respectivamente, sdo provenientes das andlises densitométricas relativas as
migracdes eletroforéticas de 4 pg dos anticorpos monoclonais adquiridos de Cuba.
As migracoes eletroforéticas relacionadas aos meios de picos (painéis D, E e F)
foram usados para as estimativas de pesos moleculares das cadeias polipeptidicas
dos referidos anticorpos monoclonais (Tabela 4.2). Para tanto, uma idéntica analise
densitométrica foi feita a partir das migracfes eletroforéticas de proteinas padrdes
de pesos moleculares conhecidos submetidos & mesma eletroforese. Os valores de
pesos moleculares estimados a partir das migracdes eletroforéticas referentes as
duas bandas reveladas (cadeia pesada e cadeia leve) e inerentes aos anticorpos

monoclonais.

Tabela 4.2: Estimativa de peso molecular das cadeias polipeptidicas dos anticorpos monoclonais anti-
CD3, anti-CD4 e anti-CD8 cedidos por Cuba.

Anticorpos monoclonais Cadeia Pesada Cadeia Leve
Anti-CD3 48452 20136
Anti-CD4 55004 21984
Anti-CD8 52386 21771

Tais valores sdo aproximadamente iguais aqueles conhecidos para os pesos

moleculares das cadeias pesadas (50000) e cadeias leves de (25000) da IgG.
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Figura 4.1: Verificacdo da homogeneidade protéica dos anticorpos monoclonais anti-CD3, anti-CD4 e anti-CD8,
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e C apresentam as eletroforeses verificadas das massas de 2, 4 e 10 pg de cada um dos anticorpos
monoclonais. Os painéis D, E e F, co-relacionados aos painéis G, H e | respectivamente, mostram as analises
densitométricas relativas e a estimativa de peso molecular indicada nos painéis G, H e I, relacionadas ao gel de
4ug de cada um dos anticorpos monoclonais.. Imagens obtidas do programa Image Master.
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4.1.3- Concentracao dos anticorpos monoclonais

Uma vez que os valores de concentracdo protéica estimados pela
determinacdo da absorbancia a 280 nm foram abaixo dos valores recomendados
para as reagfes de conjugacdo, a saber, 5 mg/mL - 10 mg/mL, 0os anticorpos
monoclonais anti-CD3, anti-CD4 e anti-CD8, foram concentrados de 8 a 20 vezes
por ultrafiltracdo em um sistema da Amicon. Esta é uma técnica rapida, eficiente e
na maioria das vezes apresenta pouca perda de proteina. Alguns parametros para a
otimizacao do processo devem ser observados, tais como concentracao salina e pH
(Ghosh e Cui, 2000, Ghosh at al., 2003 e Pinheiro et al., 2005). A recuperacao
protéica dos anticorpos monoclonais foi de 76,7% para o anti-CD3, 88,6% para o
anti-CD4 e de 90,0% para o anti-CD8, conforme observado na Tabela 4.3. As perdas
protéicas durante o processo de ultrafiltracdo podem ter ocorrido por alguma
adsorcdo da proteina a membrana de filtracdo e/ou também pelo pequeno namero

de lavagens do material presente no recipiente do sistema Amicon.

Tabela 4.3- Resultado do processo de ultrafiltracdo dos anticorpos monoclonais anti-CD3, anti-CD4 e
anti-CD8.

_ Vol. Conc. | Proteina | Vol. Conc. | Proteina | Recuperacao

Anticorpo

inicial Inicial total Final Final total Protéica
monoclonal

(mb) | (mg/mL) | (mg) (mb) | (mg/mL) | (mg) %
Anti-CD3 33,0 1,21 39,9 3,0 10,2 30,6 76,7
Anti-CD4 23,0 1,35 35,0 2,5 12,4 31,0 88,6
Anti-CD8 181,0 0,16 29,0 8,0 3,3 26,1 90,0
4.2- Conjugacao dos anticorpos monoclonais anti-CD3 , anti-CD4 e anti-CD8

com fluorocromos

De uma forma geral, o processo de conjugacao depende de alguns fatores
ligados a proteina a ser conjugada, tais como: reatividade do fluorocromo com a
proteina, peso molecular, nUmero de aminas reativas ou outros grupos ligantes em
potencial e da concentracdo de proteinas (Golim et al., 2007). Como parametro
inicial de avaliacdo da conjugacao, levou-se em consideracdo o nivel de marcacao

do conjugado através da razdo molar entre o fluorocromo e o anticorpo monoclonal.
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4.2.1- Conjugado Anti-CD4/FITC

A conjugacao do anticorpo monoclonal anti-CD4 ao fluorocromo FITC foi
baseada na reacdo do isotiocianato de fluoresceina com grupamentos amina ou
amino terminal presentes na imunoglobulina (Hermanson, 1996).

A razdo molar do conjugado anti-CD4/FITC foi estimada de acordo com as
equacOes descritas na sec¢do 3.5.1, levando-se em consideragao os coeficientes de
extincdo do FITC e do anticorpo monoclonal anti-CD4. O resultado da razdo molar
do conjugado anti-CD4/FITC foi de 3,91, ou seja, aproximadamente 4 moléculas de
FITC por anticorpo monoclonal marcado, o que esta de acordo com a razdo molar
sugerida por Roederer (2004) e Golim (2007), que é de 3 a 6 moléculas de
fluorocromo FITC por anticorpo monoclonal. As razbes molares com altos valores
podem resultar em uma baixa solubilidade, assim como, uma reducdo da
intensidade de fluorescéncia, decorrente das colisbes entre as moléculas (Roederer,
2004).

4.2.2- Conjugado Anti-CD3/R-PE

Antes do inicio do processo de conjugacgéao verificou-se a homogeneidade da
preparacdo da ficoeritrina pela determinacdo da relacdo Abs565nm / Abs620nm,
desde que os valores maiores que 50 poderiam expressar contaminacdo por
cianinas (Roederer et al., 1996 e Roederer, 2004). O resultado da relacdo
565nm/620nm obtido foi de 62,86, este resultado mostra que o fluorocromo R-PE
nao apresenta contaminacao por cianinas.

ApOs o processo de conjugacéo, foi feito o célculo da raz&o molar do produto
formado (anti-CD3/R-PE), conforme descrito pela Molecular Probes (2003), onde o
resultado da raz&o molar obtido foi de 2,35. Este valor esta de acordo com o descrito
na literatura, que preconiza 2 moléculas do fluorocromo R-PE por molécula de

anticorpo monoclonal (Roederer, 2004).
4.2.3- Conjugado AntiCD3/Cy5 e Anti-CD8/Cy5
Conforme proposto por Roederer (2004), foram testadas trés condi¢cdes de

reacdo entre o Cy5 e os anticorpos monoclonais anti-CD3 e anti-CD8. Nao ha

consenso na literatura para valor ou faixa de valores ideal para razao molar do
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fluorocromo Cy5, porém Roederer (2004) e Roederer et al (1996) defendem razdes
molares entre 3 e 7 para os conjugados com Cy5, enquanto Hahn (2001) estipula
valores de razdo molar entre 2 e 3. Os conjugados anti-CD3/Cy5 e anti-CD8/Cy5
produzidos em Biomanguinhos foram analisados por citometria de fluxo usando
diferentes raz6es molares (3:1, 5:1 e 7:1). Frente ao padrao comercial Tritest da BD
0s conjugados ndo apresentaram marcacoes celulares inespecificas (mondcitos e
granuldcitos) e nenhum background foi observado. Para a analise citofluorimétrica,
0s conjugados anti-CD3/Cy5 e anti-CD8/Cy5 foram testados com variadas massas
representadas por volumes diferentes, e também concentracdes diferentes,
correspondendo a algumas diluicdes das preparacdes dos conjugados.

A Tabela 4.4 apresenta os resultados da razdo molar para os conjugados anti-

CD3/Cy5 e anti-CD8/Cy5, calculados conforme descrito no item 3.6.

Tabela 4.4- Célculo da razdo molar dos conjugados anti-CD3Cy5 e do anti-CD8/Cy5.

Coniugado Anti- Anti- Anti- Anti- Anti- Anti-
Iug CD3/Cy5 CD3/Cy5 CD3/Cy5 CD8/Cy5 CD8/Cy5 CD8/Cy5

(3:1) (5:1) (7:1) (3:1) (5:1) (7:1)

Razao molar 3,66 5,07 6,45 1,75 3,37 4,46

4.2.4- Conjugado Anti-CD4/R-PECy7

O processo de conjugacdo utilizando o fluorocromo tandem apresenta-se
mais complexo quando comparado aos processos utilizando um unico fluorocromo.
A principal dificuldade no processo de conjugacdo com este fluorocromo esta na
ligacdo do fluorocromo R-PE ao fluorocromo Cy7. A relacdo molar de 1 molécula de
R-PE para 20 moléculas do fluorocromo Cy7 deve ser respeitada para que nao
ocorram ligacOes inespecificas ou baixa fluorescéncia (Roederer, 2004). Neste
sentido, Roederer e colaboradores (1996) sugeriram que a razdo molar do
conjugado R-PECy7, através do calculo da razédo das absorbancias 755nm e 565nm,
fosse 1,0 aproximadamente. Utilizando este critério, a razdo 755nm/565nm estimada
para o conjugado R-PECy7 produzido neste trabalho foi de 0,991. Este resultado
corresponde a uma relacdo de 20 moléculas de Cy7 para cada molécula do

fluorocromo R-PE.
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Segundo dados da literatura a razdo molar indicada para o processo de
conjugacao do tandem R-PECy7 é de 2 moléculas deste fluorocromo para cada
molécula de anticorpo monoclonal. A razdo molar obtida para este conjugado foi de
4,8, ou melhor, 5 moléculas de R-PECy7 por molécula de anticorpo monoclonal.
(Roederer 2004). Apesar de o valor ser mais que o dobro do indicado na literatura,
nas analises por citometria de fluxo ndo foram observados problemas de
inespecificidade ou aumento de background. Neste mesmo artigo, Roederer ressalta
que outras razdes molares podem ser validas.

Nos protocolos de conjugacdo dos fluorocromos R-PE, Cy5 e R-PECy7,
sugeridos por Roederer (2004), ndo sdo apresentadas as equacdes matematicas
para o calculo da razdo molar, assim, as equacfes usadas foram sugeridas pela
Molecular Probes (2003).

4.3- Analise dos conjugados por citometria de fluxo

Os conjugados (anticorpo monoclonal - fluorocromo) foram analisados por
citometria de fluxo utilizando-se para tanto amostras de sangue de individuos
normais. A figura 4.2 mostra uma representacdo grafica das andlises
citofluorimétricas, utilizando o anticorpo monoclonal Tritest da BD, que serviu como
uma orientacdo para a analise dos dados obtidos com os conjugados similares
produzidos no LATED - Biomanguinhos.

Previamente ao desenvolvimento da andlise citofluorimétrica dos conjugados
produzidos no LATED, houve a necessidade de se ajustar alguns parametros
relativos a quantidade de massa e a concentracao dos referidos insumos. Os dados

obtidos sédo a seguir apresentados e discutidos.

4.3.1- Conjugado Tritest da BD

O gréfico A da Figura 4.2, mostra a dispersao celular onde se observam as
populacdes de linfocitos (R1), mondcito (cor verde) e granuldcitos (cor preta). A partir
do gréafico de dispersédo celular, foi identificada a populagéo de interesse (linfocitos -
R1). Os graficos B, C e D séo representacbes da dupla marcacdo dos trés
anticorpos marcados do Tritest da BD. Os gréaficos (dot plot) E, F e G expressam a
marcagao dos anticorpos monoclonais marcados frente ao parametro granulosidade,

0 que nos possibilita avaliar a ocorréncia de inespecificidade nas populacgdes fora da
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janela de linfécitos (R1). Os gréficos H, | e J sdo histogramas feitos a partir da janela
de linfocitos e mostram os resultados das marcacdes simples em percentagem para
cada anticorpo monoclonal. Este percentual € determinado pela identificacdo do pico
entre as células marcados positivamente, indicado pelo cursor M1. Os percentuais
de marcacgéo encontrados foram de 40,09% de células positivas para CD4", 24,56%
de células CD8" e 65,31% de células CD3".
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Figura 4.2: Representacao das analises citofluorimétricas utilizando o anticorpo monoclonal do Tritest
e o programa CellQuest. O gréafico A representa a dispersao celular, onde a populagdo de linfécitos é
observada em R1, monécitos em verde e granulécitos em preto. Os graficos B, C e D sao
representacdes da dupla marcacdo do Tritest da BD. Os graficos E, F e G referem-se ao parametro
granulosidade que avalia a inespecificidade. Os gréaficos H, | e J sdo histogramas feitos a partir da
janela de linfécitos mostrando os resultados percentuais. Abaixo da figura foram apresentados os
valores em percentagem dos anticorpos monoclonais marcados.
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4.3.2 — Andlise dos conjugados Produzidos no LATED - Biomanguinhos

Definicdo dos Parametros (massa e concentracéo)

Os conjugados produzidos no LATED foram testados com diferentes massas, onde
as massas foram representadas por diferentes volumes. Foram utilizados os
volumes de 2,5, 5, 10 e 20 pL de todos os conjugados produzidos para as amostras
de individuos normais. A Figura 4.3 exemplifica, a marcagcéao do anti-CD8/Cy5, onde
se observa que para a analise com o volume de 2,5 uL houve uma separacao entre
0s picos de células positiva e negativa em relagdo aos demais volumes empregados.
Observou-se também que os percentuais de linfocitos marcados também diminuiram
com o aumento do volume. Estas constatacOes, isto €, a separacdo dos picos
relativos as células marcadas (positivas) e células ndo marcadas (negativas) e o
percentual de linfécitos dependem da massa de anticorpo monoclonal marcado,
podendo assim, ter influéncia nos percentuais de linfécitos marcados. A melhor
resolucao entre os picos de células negativas e positivas também foi observada, com
o volume de 2,5 pL, entre os demais conjugados testados anti-CD3/RPE, anti-
CD3/Cy5, anti-CD4/FITC e anti-CD4/PECy7. Em todas as analises realizadas, as
condi¢gbes de voltagem para as fluorescéncias de cada canal (FL1, FL2, FL3 e/ou
FL4) foram mantidas tanto para os conjugados produzidos em Biomanguinhos

quanto para o Tritest da BD.
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Figura 4.3: Citometria de fluxo proveniente das amostras de sangue individuos normais do conjugado
anti-CD8/Cy5. Foram utilizadas diferentes massas, representadas pelos volumes de 2,5, 5, 10, 20 pL
do conjugado de Biomanguinhos, A. Histogramas de intensidade de fluorescéncia de Cy5 (eixo X) e
namero de células (eixo Y), sendo M1 o cursor de células positivas para o marcador (percentual de
linfécitos positivos descritos acima). B. Graficos de sobreposi¢éo dos histogramas de marcacéo.

Além do percentual e perfil das marcacdes na janela referente aos linfocitos, a
presenca ou auséncia de marcacgéao inespecifica fora da janela, ou seja, a marcacao
de mondcitos e granulocitos foram analisadas. Os mondcitos marcam com pouca
intensidade para CD4, e sdo negativos para CD3 e CD8 enquanto os granulécitos
sdo negativos para os trés marcadores CD3, CD4 e CD8. Desta forma, qualquer
marcacao destas populacdes celulares para CD3 e CD8 e, no caso dos granuldcitos,
para CD4 sdo consideradas inespecificas. Esta avaliacdo de inespecificidade foi
levada em consideracdo na escolha dos volumes e das diluicdes, ou melhor, as
massas e as concentragdes dos conjugados a serem utilizados. A Figura 4.4 mostra
gue a partir do volume de 10 pL, o conjugado anti-CD3/R-PE mostrou uma
marcacao inespecifica para mondcitos e granuldcitos. Esta marcacéo inespecifica
esta representada no grafico de dispersdo celular (cor laranja) e no grafico de
densidade ou density plot (setas). Como o histograma representa apenas a
marcacdo dentro da janela dos linfécitos ndo foi possivel avaliar inespecificidade

neste grafico.
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Figura 4.4: Citometria de fluxo, do conjugado anti-CD3/R-PE (10 uL) de Biomanguinhos utilizando
amostras de sangue individuos normais. A -.Dot plot da disperséo celular granulosidade. B — Grafico
de densidade de fluorescéncia versus granulosidade, onde as setas representam a inespecificidade
do conjugado. C -. Histograma da fluorescéncia emitida pela R-PE, onde o cursor M1 representa as
células positivas dentro da janela de linfocitos.

Para os demais conjugados (anti-CD3/Cy5, anti-CD8/Cy5, anti-CD4/FITC e
anti-CD4/PECy7) também foi observada inespecificidade em volumes superiores a

10 pL (Figura 4.5)
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Figura 4.5: Gréfico de densidade de fluorescéncia versus granulosidade dos conjugados produzidos
no LATED-Biomanguinhos, nos volumes de 10 uL, onde em A - representa a inespecificidade do
conjugado anti-CD3/Cy5, em B - representa a inespecificidade do conjugado anti-CD8/Cy5, C -

inespecificidade do conjugado anti-CD4/FITC e em D - inespecificidade do conjugado anti-
CDA4/PECYy7.

Constatou-se que com o volume de 2,5 pL os conjugados produzidos em
Biomanguinhos ainda ndo apresentavam perfis adequados, isto é, a resolucédo entre
0s picos referentes as células negativas e positivas, ndo era satisfatoria. A analise
seguinte dos anticorpos monoclonais marcados em Biomanguinhos foram testados
em diferentes concentraces representadas por diferentes diluicdes. Portanto, os
anticorpos monoclonais foram testados na concentragcdo original, equivalente ao
volume de 2,5 pL e em diferentes diluicdes. As diluicdes analisadas foram: 1:10 vlv,
1:50 v/v e 1:100 v/v.

A Figura 4.6 apresenta o resultado da andlise por citometria de fluxo do
conjugado anti-CD4/FITC néo diluido e com diferentes diluigées utilizando o volume
de 2,5 pL. O anticorpo monoclonal marcado na sua concentragdo original n&o
apresentou uma resolucdo satisfatéria entre os picos negativo e positivo. Ja as
diluicdes 1:10 v/v, 1:50 v/v e 1:100 v/v, usadas a partir da concentracdo original,
apresentaram perfis parecidos. Todavia foi escolhida a diluicdo 1:10 v/v para 0s

experimentos seguintes por ser esta a diluicdo que apresentou o melhor
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deslocamento do pico negativo para a direita e por ter a melhor resolucao entre os

picos referentes as células negativas e positivas.
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Figura 4.6: Citometria de fluxo referente a 2,5 pL da concentracdo original do conjugado anti-
CD4/FITC de Biomanguinhos. Foram utilizadas amostras de sangue de individuos normais, na
concentracdo original e nas diluigbes de 1:10 v/v, 1:50 v/v e 1:100 v/v. A. Histogramas de intensidade
de fluorescéncia emitida pelo FITC, onde o cursor M1 representa as células positivas dentro da janela
dos linfécitos. B. Gréaficos de sobreposicdo dos histogramas dos conjugados marcados em diferentes
diluicbes.

Segundo Roederer (2004) e Deka et al (1996), a razdao molar (anti-CD4 /
FITC) maior que seis moléculas pode ocasionar uma diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia. Nas analises citofluorimétricas, a perda da intensidade de
fluorescéncia é um problema para a analise quantitativa dos linfocitos T. Na analise
feita com o conjugado anti-CD4/FITC em diferentes concentracées, néo foi
observada a perda de intensidade de fluorescéncia, mostrando ainda que a diluicdo
1:10 v/v apresenta a melhor separacao entre as células negativas e positivas (Figura
4.6).

A Figura 4.7 mostra a analise por citometria de fluxo do conjugado anti-
CD3/R-PE produzido em Biomanguinhos. Na diluicdo 1:10 v/v a partir da solugéo
original correspondendo ao volume de 2,5uL do conjugado, foi observada a melhor

resolucao entre os picos referentes as células ndo marcadas (negativas) e marcadas



51

(positivas). Assim, a diluicdo 1:10 v/v foi escolhida para ser usada nos experimentos

posteriores.
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Figura 4.7: Citometria de fluxo referente a 2,5 pL da concentracéo original do conjugado anti-CD3/R-
PE de Biomanguinhos. Foram utilizadas amostras de sangue de individuos normais, na concentracéo
original e nas diluicdes 1:10 v/v, 1:50 v/v e 1:100 v/v. A. Histogramas de intensidade de fluorescéncia
emitida pela R-PE, onde o cursor M1 representa as células positivas dentro da janela dos linfocitos. B.
Gréficos de sobreposigéo dos histogramas dos conjugados marcados em diferentes diluigGes.

No processo de conjugacdo do anti-CD3 e anti-CD8 com o fluorocromo Cy5
foram analisadas as razbes molares de 3:1, 5:1 e 7:1 entre 0s anticorpos
monoclonais anti-CD3 e anti-CD8 e o fluorocromo Cy5. As andlises efetuadas por
citometria de fluxo referentes aos conjugados e suas razbes molares descritas
acima, indicaram que a razdo molar 3:1 apresentou o melhor perfil entre os picos
negativo e positivo na janela dos linfocitos para ambos os conjugados.

A Figura 4.8 apresenta o resultado do teste do conjugado anti-CD3/Cy5 3:1
na concentracdo original correspondendo ao volume de 2,5 pL e com diferentes
diluicbes. No caso deste conjugado, a utilizacdo do anticorpo monoclonal na
concentracdo original apresentou um perfil de marcacdo adequado, mas o pico

referente as células negativas mostrou-se com uma intensidade de fluorescéncia
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maior do que as demais diluicbes. J& no pico negativo do conjugado anti-CD3/Cy5
3:1 na diluicdo 1:10 v/v ndo houve deslocamento, este permaneceu dentro da faixa
de fluorescéncia de 10%, isto é, no local onde é estipulado que as células negativas
devam se situar. As diluicdes 1:50 v/v e 1:100 v/v apresentaram um deslocamento
maior dos picos positivos para esquerda, aproximando-se do pico das células
negativas. Por estas razdes, a diluicao 1:10 v/v foi selecionada para os experimentos

posteriores.
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Figura 4.8: Citometria de fluxo referente a 2,5 uL da concentracdo original do conjugado de
Biomanguinhos anti-CD3/Cy5 na razdo de 3:1. Foram utilizadas amostras de sangue de individuos
normais na concentracdo original e nas diluicdes 1:10 v/v, 1:50 v/v e 1:100 v/v. A. Histogramas de
intensidade de fluorescéncia emitida pelo Cy5, onde o cursor M1 representa as células positivas
dentro da janela dos linfocitos. B. Gréficos de sobreposicdo dos histogramas dos conjugados
marcados em diferentes diluicbes.

A Figura 4.9 mostra o resultado do teste do conjugado anti-CD8/Cy5 na razao
molar de 3:1, na concentracao original e com diferentes diluicdes 1:10 v/v, 1:50 v/v e
1:100 v/v. Observou-se que usando o anticorpo monoclonal marcado, na
concentracdo original, ndo houve uma separacdo satisfatoria entre 0s picos
referentes as ceélulas negativas e positivas, tendéncia esta, revertida com o uso o

anticorpo monoclonal marcado em diferentes diluicbes. No entanto, assim como no
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anti-CD3/Cy5, foi selecionada a diluicdo 1:10 v/v por esta diluicAo apresentar uma

resolucdo melhor entre os picos de células negativas e positivas.
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Figura 4.9: Citometria de fluxo referente a 2,5 uL da concentracdo original do conjugado de
Biomanguinhos anti-CD8/Cy5 na razdo de 3:1. Foram utilizadas amostras de sangue de individuos
normais na concentracao original e nas diluicdes 1:10 v/v, 1:50 v/v e 1:100 v/v. A. Histogramas de
intensidade de fluorescéncia emitida pelo Cy5, onde o cursor M1 representa as células positivas
dentro da janela dos linfocitos. B. Gréaficos de sobreposicdo dos histogramas dos conjugados
marcados em diferentes diluigdes.

Segundo Roederer et al (1996) e Baumgarth e Roederer (2000), o fluorocromo Cy5,
ligado ou ndo, possui uma afinidade para um receptor presente nos mondcitos,
podendo levar a uma inespecificidade e um alto background nas marcagoes
atribuidas a este fluorocromo. Entretanto, os conjugados testados com o fluorocromo
anti-CD3/Cy5 e anti-CD8/Cys5,

inespecifica nas populacbées dos mondécitos (dados ndo apresentados). Vale

Cy5, a saber, nao apresentaram marcacao
ressaltar que a marcacao especifica da populacéo de linfocitos T é muito importante,
pois as células T CD4" sdo monitoradas na supressdo e na progressdo da doenca
de pacientes infectados pelo HIV. A contagem absoluta das células T CD4" é o
parametro mais importante para a mudanca do esquema terapéutico de

antirretrovirais (Helbert e Breuer, 2000, Pattanapanyasat e Thakar, 2005).
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O conjugado anti-CD4/R-PECy7 também foi analisado na concentracdo
original e em diferentes diluigdes 1:10 v/v, 1:50 v/v e 1:100 v/v. A Figura 4.10 mostra
que o anticorpo monoclonal usado na concentracéo original novamente ndo mostrou
uma boa separacdo entre as células marcadas (negativas e positivas). No entanto,
diferente dos outros conjugados analisados, ndo houve nenhuma marcacao nas
células marcadas (positivas) referentes as diluicbes 1:50 v/v e 1:100 v/v. Por esta
razao, mais uma vez, optou-se pela diluicdo de 1:10 v/v, observando-se que no caso
atual as ceélulas linfocitarias marcadas (positivas), mostram uma separacao
adequada das células linfocitarias ndo marcadas (negativas) e ainda que a
marcacdo foi especifica para os linfocitos. O mesmo nado foi verificado na
concentracgéo original, selecionando-se assim, a diluicdo de 1:10 v/v para as analises

posteriores.

Conc. original: 37,44% 1:10 v/v: 38,96% 1:50 v/v: 3,84% 1:100 v/v: 1,54%
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Figura 4.10: Citometria de fluxo referente a 2,5 pL da concentracao original do conjugado de
Biomanguinhos anti-CD4/R-PECy7 na razdo de 3:1. Foram utilizadas amostras de sangue de
individuos normais na concentracdo original e nas diluicdes 1:10 v/v, 1:50 v/iv e 1:100 viv. A.
Histogramas de intensidade de fluorescéncia emitida pelo RPE-Cy7, onde o cursor M1 representa as
células positivas dentro da janela dos linfocitos. B. Gréaficos de sobreposicdo dos histogramas dos
conjugados marcados em diferentes diluicdes.

Segundo Forman e Gupta (2007) a qualidade dos conjugados formados para

os diferentes fluorocromos (fluorocromo tandem) pode ser questionada em relacéo
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ao desempenho e a consisténcia do reagente. Os fluorocromos tandem podem
apresentar problemas durante o processo de ligacdo, citando entre eles: (1)
inadequacdo na transferéncia de energia do doador R-PE para o aceptor Cy7,
resultando na necessidade de ajustes na compensacdo, baixa intensidade de
fluorescéncia devido a variacdo lote a lote; (2) por uma razdo decorrente do
resultado de diferentes raz6es molares, presenca de ligacdes inespecificas e (3)
uma maior degradacdo do conjugado ao longo do tempo, em relacdo aos
fluorocromos nao-tandem.

As andlises usando o fluorocromo tandem conjugado ao anticorpo monoclonal
anti-CD4, mostraram valores percentuais muito parecidos aqueles resultante das
analises com o padréo Tritest da BD, sem a necessidade de ajuste de compensacao
padronizada durante a analise do padrdo comercial (Baumgarth e Roederer 2000).
Também ndo foram observadas ligaces inespecificas do referido conjugado de
Biomanguinhos. Em relacdo ao perfil citofluorimétrico, o resultado mostrou que a
resolucdo entre o pico referente as células negativas e positivas ndo foi tao
expressiva (Figura 4.10). A justificativa para a baixa intensidade de fluorescéncia
observada na figura 4.10 (eixo das abscissas) pode ser decorrente ao processo de
transferéncia de energia entre os fluorocromos conjugados (R-PE e o Cy7).

As analises acima mostraram que diferentes fluorocromos marcados com o
mesmo anticorpo monoclonal pode resultar em resolucdes diferentes entre os picos
de células negativas e positivas. Assim, ficou evidenciada a necessidade de se
avaliar outras marcacgdes dos anticorpos monoclonais anti-CD3, anti-CD4 e anti-CD8
com diferentes fluorocromos. A escolha do fluorocromo a ser usado vai depender do
nivel de expressdo e do tipo celular que sera expresso (Baumgarth e Roederer
2000).

4.3.3 — Analise comparativa entre o Tritest da BD e  0s conjugados produzidos

em Biomanguinhos

- Andlise de amostras de pacientes HIV+

Os conjugados com tripla marcacao (anti-CD3/R-PE, anti-CD4/FITC e anti-
CD8/Cy5) e a dupla marcacdo (anti-CD3/Cy5 e anti-CD4/R-PECy7) produzidos no
LATED - Biomanguinhos, apés ajuste das quantidades de massa e concentragao,
foram confrontados com o Tritest da BD, através da andlise citofluorimétrica. Neste
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contexto, foram analisadas 62 amostras de pacientes HIV+ com a tripla marcacéo,
sendo 15 deste total analisado com a dupla marcagao.

A Figura 4.11 mostra a analise citofluorimétrica, que representa uma das
diversas analises de igual comportamento, da marcacéo utilizando o padrao Tritest
da BD frente as marcacOes dupla e tripla de Biomanguinhos. A analise do confronto
entre os diferentes conjugados (anti-CD3/RPE, anti-CD3/Cy5, anti-CD4/FITC,
antiCD4/PECy7 e anti-CD8/Cy5) de Biomanguinhos e do Tritest da BD, mostrou, em
valores percentuais de marcacao dos linfécitos CD3, CD4 e CD8, muito proOXimos ao
padrao Tritest. Na figura 4.11 também pode ser observado um valor percentual de
marcacdo de células positivas para CD4 muito baixo no Tritest da BD (anti-
CDA4/FITC), sendo este valor também observado nos conjugados anti-CD4/FITC e
anti-CD4/PECy7 de Biomanguinhos, indicando assim, que os conjugados produzidos
em Biomanguinhos acompanham, em valor percentual, as variagcbes de marcacéo

dos linfécitos apresentadas no conjugado Tritest da BD.
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Figura 4.11: Analise dos conjugados de Biomanguinhos comparados ao Tritest da BD de um paciente
HIV+. Painel A: dupla marcacdo de Biomanguinhos, Painel B: Tripla marca¢do de Biomanguinhos e
Painel C: Tritest da BD.
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Na figura 4.11 observa-se o perfil de marcacdo do conjugado anti-CD8/Cy5
em relacdo ao anti-CD8/PE do Tritest da BD. Esta figura mostra a existéncia de uma
grande diferencga na resolucao entre pico de células negativas e positivas. A possivel
explicacdo para essa diferenca de perfil de expressdo pode estar no uso de
diferentes fluorocromos nos conjugados de Biomanguinhos quanto no Tritest da BD.
O fluorocromo PE possui uma autofluorescéncia em relagcdo ao fluorocromo Cy5,
mas seus valores percentuais de marcagcdo permanecem bem proximos, alterando
somente a resolucéo referente ao pico de células negativas e positivas na janela dos
linfocitos (Lansdorp et al., 1991, Baumgarth e Roederer 2000).

Na figura 4.11 é mostrada a analise citofluorimétrica dos linfocitos (CD3, CD4
e CD8) marcados, onde nos painéis A e B faz-se referéncia aos conjugados
produzidos no LATED - Biomanguihos (dupla e tripla marcacao) e no painel C diz
respeito ao conjugado Tritest da BD. Foi observado para todos o0s receptores
celulares marcados que houve um percentual de marcacao linfocitaria equivalente
para todos os insumos testados.

A Figura 4.12 mostra na forma de um histograma as médias aritméticas dos
valores percentuais obtidos através da analise de 62 amostras de sangue de
pacientes HIV+ na marcacdo tripla de Biomanguinhos (anti-CD3/R-PE, anti-
CDA4/FITC e anti-CD8/Cy5), comparadas a marcagao do Tritest da BD, ndo havendo
diferenca significativa, entre os percentuais de marcacédo da BD e os conjugados de

Biomanguinhos.
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Figura 4.12: Histograma da marcacéo tripla dos conjugados de Biomanguinhos comparados ao Tritest
da BD, para amostras de pacientes HIV+.
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A Figura 4.13 mostra os dados obtidos das analises de 62 pacientes HIV+

usando os conjugados com marcacéo dupla (anti-CD4/R-PECy7 e anti-CD3/Cy5) do

LATED - Biomanguinhos, comparado com o Tritest da BD. Os valores percentuais

de marcacéo linfocitaria (CD3 e CD4) foram muito proximos do padréo comercial da
BD.
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Figura 4.13: Histograma da marcacdo dupla dos conjugados de Biomanguinhos comparados ao
Tritest da BD, para amostras de pacientes HIV+.

Em suma, o resultado das analises das amostras dos pacientes HIV+,
levando-se em conta a tripla e na dupla marcacdo dos anticorpos monoclonais
marcados, isto é, anti-CD3, anti-CD4 e anti-CD8 efetuados no LATED -
Biomanguinhos, comparadas ao Tritest da BD, indicaram que as meédias aritméticas
dos valores percentuais das marcagfes foram similares ao padrdo comercial. Tal
resultado foi confirmado através da correlagéo linear de Pearson (Tabela 4.5). Esta
correlacdo foi proxima de 1 para todos os conjugados analisados no LATED -
Biomanguinhos, mostrando desta forma uma alta correlacdo com o conjugado Tritest
da BD. Segundo Pestana e Gageiro (2005), valores da correlacdo de Pearson entre
0,9 e 1 sdo resultados considerados satisfatérios, devido a uma associagdo muito

alta.
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Tabela 4.5: Dados obtidos através da correlacdo linear de Pearson, referente as avaliagcbes dos
conjugados no LATED - Biomanguinhos das amostras de pacientes HIV+ comparado ao Tritest da
BD.

Conjugados Biomanguinhos

CD3-PE CD3-Cy5 CD4-FITC CD4-PECy7 CD8-Cy5
Tripla Dupla Tripla Dupla Tripla
Tritest CD3 0,928 0,983 - - -
BD CD4 - - 0,992 0,995 -
CD8 - - - - 0,979

- Andlise de amostras de individuos normais

As figuras 4.14 (painéis A, B e C) mostraram os resultados das analises dos
conjugados, utilizando amostras de sangue individuos normais para cada anticorpo
monoclonal marcado (anti-CD3/R-PE, anti-CD3/Cy5, anti-CD4/FITC, anti-CD4/R-
PECy7 e anti-CD8/Cy5) comparado ao Tritest BD. O painel A apresenta as
marcacfes do anti-CD3/R-PE e anti-CD3/Cy5 do periodo de 329 dias apds a
primeira avaliagdo, o painel B mostra a as avaliagdes do anti-CD4/FITC do periodo
de 301 dias e de 259 dias do anti-CD4/R-PECy7, enquanto o painel C apresenta a
marcacado de anti-CD8/Cy5 do periodo de 329 dias. Em todos os painéis podemos
observar que os conjugados produzidos no LATED - Biomanguinhos acompanham,

em valores percentuais, o padrao comercial Tritest da BD.



Painel A
cD3 —CD3-FE
—CD3-Cya
£ m
=
1]
o
%% B0
—
[~ -
= &
2 g 40
=]
E 20
1]
1] a0 100 140 200 240 300 350
Tempo {dias)
Painel B
cD4 -~ CD4-FITC
——— CD4 Tritest
., 100 ——CD4-PECy7
2 80
8
© % 60
E S
m —
I
E g 40
c
g 20
[e]
a
0
0 50 100 150 200 250 300 350
Tempo (dias)
Painel C
CDS8
100 —— CD8-Cy5
é 80 —— CD8 Tritest
‘@
(@]
g % 60
: :
o) 40
£
8 20
o
a
0
0 50 100 150 200 250 300 350
Tempo (dias)

60

Figura 4.14: Analise comparativa entre os conjugados em Biomanguinhos e oTritest da BD, utilizando
amostras de individuos normais. Painel A apresenta as marcagfes do anti-CD3 no periodo de 329
dias, enquanto no painel B mostra os resultados do anti-CD4/FITC no periodo de 301 e de 259 dias

para o anti-CD4/R-PECy7. O painel C apresenta o resultado do anti-CD8 no periodo de 329 dias.
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A tabela 4.6 é referente a analise estatistica das amostras de individuos
normais dos conjugados no LATED - Biomanguinhos comparados ao padréo BD. Os
resultados das analises da correlacdo linear de Pearson, mostram valores muito
proximos de 1, mostrando que os conjugados do LATED - Biomanguinhos possuem

uma alta correlacdo com o conjugado Tritest da BD.

Tabela 4.6: Dados obtidos através da correlagdo linear de Pearson, referente as avaliagbes dos
conjugados de Biomanguinhos de 62 amostras de individuos normais comparados ao Tritest da BD.

Conjugados Biomanguinhos

CD3-PE CD3-Cy5 CD4-FITC CD4-PECy7 CD8-Cy5
Tripla Dupla Tripla Dupla Tripla
Tritest CD3 0,923 0,941 - - -
BD CD4 - - 0,971 0,822 -
CD8 - - - - 0,987

Ao longo de aproximadamente onze meses 0s conjugados produzidos no
LATED - Biomanguinhos, tomando como referéncia o conjugado Tritest da BD,
foram analisados levando-se em conta o percentual de marcacdo das células
linfocitarias, tanto em individuos normais como em pacientes HIV+. Através das
diversas analises efetuadas, nao foi constatada nenhuma alteracéo significativa no
valor percentual de marcacéo celular dos conjugados para os individuos normais e
para os pacientes HIV+. Embora tenham sido usadas amostras de diferentes
pacientes (HIV+ e individuos normais), nas duas analises o comportamento dos
conjugados do LATED - Biomanguinhos (dupla e tripla marcacéo) em relacdo aos
linfocitos CD3, CD4 e CD8 foram os mesmos frente ao Tritest da BD, onde os
valores percentuais se mostraram sempre similares. O conjunto de dados obtidos
através das analises citofuorimétricas indicou a existéncia de uma correlacédo entre
os conjugados de Biomanguinhos e o Tritest da BD. Tal constatacdo é relevante,
pois da consisténcia a avaliagdes de individuos HIV+.

Em suma, todos os conjugados (anti-CD3/RPE, anti-CD3/Cy5, anti-CD4/FITC,
anti-CD4/PECy7 e anti-CD8/Cy5) produzidos no LATED - Biomanguinhos,
analisados por citometria de fluxo, em diferentes marcacgdes, simples, dupla e tripla,

apresentaram-se similares ao conjugado Tritest da BD.



5- CONCLUSAO

Em decorréncia dos resultados obtidos nos processos de conjugacéo dos
anticorpos monoclonais anti-CD3, anti-CD4 e anti-CD8 com os fluorocromos PE,
FITC, Cy5 e PECy7, levando-se em conta os valores das razGes molares descritas
na literatura, podemos concluir que o0s insumos conjugados no LATED -
Biomanguinhos foram produzidos adequadamente, permitindo assim que estes
fossem avaliados comparativamente ao conjugado Tritest da BD.

Com os dados obtidos nas analises citofluorimétricas comparados entre o0s
insumos produzidos no LATED - Biomanguinhos e 0s insumos inerentes ao Tritest
da BD, usando-se amostras de individuos normais e pacientes HIV+, tanto nas
marcacdes simples como nas marcagbes dupla e tripla, concluimos que os
conjugados produzidos em Biomanguinhos podem ser uma alternativa para um teste
de imunofenotipagem para a quantificacdo de linfocitos T CD4". Tal afirmativa €
fundamentada nos resultados decorrentes da grande linearidade observada através
da correlagdo de Pearson e dos valores percentuais de marcagdo muito proximas
entre ambos os insumos analisados.

O teste de estabilidade dos anticorpos monoclonais (anti-CD3, anti-CD4 e
anti-CD8) marcados com fluorocromos foram analisados durante um periodo de
onze meses, sempre empregando o Tritest da BD como referéncia para as anélises
comparativas. Usando-se neste periodo amostras diferentes de individuos normais,
0os conjugados de Biomanguinhos mostraram valores percentuais similares ao do
padrdo comercial, concluindo-se assim, que tal insumo produzido em
Biomanguinhos apresenta também qualidade compativel ao conjugado Tritest da BD

em termos de estabilidade.



6- PERSPECTIVAS

» Com o objetivo de aumentar a recuperacao protéica, o processo de ultrafiltracdo
pelo sistema Amicon devera ser novamente testado, procurando-se melhorar a
forma de recuperacdo da proteina aderida a membrana, através do aumento do
namero de lavagens do recipiente e da membrana usada no processo. Um outro
processo de concentragdo protéica, como a liofilizagdo parcial, poderd ser usada
com o0 objetivo de melhorar o processo de concentracdo dos anticorpos

monoclonais.

» Para a selecéo do melhor fluorocromo para cada anticorpo monoclonal cedido por
Cuba, serdo necessarios outros processos de conjugacdo onde cada anticorpo
monoclonal (anti-CD3, anti-CD4 e anti-CD8) serd conjugado com diferentes
fluorocromos (FITC, R-PE, Cy5 e R-PECy7).

» Uma melhor avaliagdo da estabilidade dos conjugados sera feita usando um
reagente comercial que possui valores para anti-CD3, anti-CD4 e anti-CD8 pré-
determinados, evitando assim a analise de diferentes individuos normais, com

valores de linfécitos bem diferentes.

» Apo6s o recebimento do anticorpo monoclonal, anti-CD45 a ser enviado por Cuba,
sera determinada a concentracdo, verificacdo da homogeneidade e conjugacgédo a
diferentes fluorocromos. O anti-CD45 é um marcador presente nos leucqcitos e tem
como objetivo melhorar a discriminagdo entre a populacao celular dos linfécitos em

relacdo aos mondcitos e granulécitos.

» Propor um kit alternativo com quatro marcacdes celulares (anti-CD3, anti-CD4,
anti-CD8 e anti-CD45) conjugados com a diferentes fluorocromos, para um teste de
imunofenotipagem para a quantificacdo de linfocitos T CD4", com o objetivo de
substituir o padrdo comercial Tritest da BD.
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8- Anexo |

Fluxograma da conjugacao do anticorpo monoclonal an ti-CD4 com FITC

Anticorpo monoclonal anti-CD4

- Cromatografia em coluna PD-10

- Leitura de absorbancia 280nm

v

Anticorpo monoclonal anti-CD4 em solucéo
tampéao carbonato 500 mM, pH 9,5

- Adicao de FITC 10mg/mL em DMSO
60 minutos a temperatura ambinente

Conjugado anti-CD4/FITC bruto

- Dessalinizagao em coluna PD-10

v

Conjugado anti-CD4/FITC

- Leitura de absorbancia

L . 280 nm e 495 nm
Determinagdo da razéo

molar - Analise por citometria de
fluxo
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Fluxograma da conjugacao do anticorpo monoclonal an ti-CD3 com R-PE

PE

- Centrifugacéo a 10000 rpm
por 8 minutos

- Dessalinizagdo em coluna
PD-10

- Leitura de absorbancia
565 e a 620nm

v

PE em solucao tampéo fosfato de
sédio 50 mM, pH 7,0, EDTA 1 mM

Anticorpo monoclonal anti-CD3

- Reducéo com DTT

- Dessalinizagdo em coluna
PD-10

SMCC

- Dessalinizacdo em coluna
PD-10

- Leitura de absorbancia
565 nm

!

- Leitura de absorbancia
280nm

PE/SMCC

Anticorpo monoclonal
anti-CD3 reduzido

- Adicdo de NEM

- Dessalinizar em coluna PD-10

v

Conjugado anti-CD3/PE

Determinagdo da razéo
molar

Andlise por citometria de fluxo
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Fluxograma da conjugacao do anticorpo monoclonal an ti-CD3 e anti-CD8/Cy5

Anticorpo monoclonal anti-CD3 e anti-CD8

- Cromatografia em coluna PD-10

- Leitura de absorbancia 280nm

v

Anticorpo monoclonal anti-CD3 e anti-CD8 em
solugéo tampéao carbonato 500 mM, pH 9,5

\
l

Conjugado anti-CD3/Cy5 e anti-CD8/Cy5

- Dessalinizacao em coluna PD-10

v

Conjugado anti-CD3/Cy5 e anti-CD8/Cy5

Determinacdo da razéo Analise por citometria de fluxo
molar



74

Fluxograma da conjugacao do anticorpo monoclonal an ti-CD4 com R-PECy7

PE

- Centrifugacéo a 10000 rpm
por 8 minutos

- Dessalinizacdo em coluna
PD-10

- Leitura de absorbancia
565 e a 620 nm

v

Anticorpo monoclonal anti-CD4

- Reducdo com DTT

PE em solucdo tampao carbonato Cy7

500 mM, pH 9,0

- Dessalinizagdo em coluna
PD-10

- Dessalinizar em coluna
PD-10

\ 4

PE/Cy7

SMCC

- Leitura de absorbancia

280 nm

- Dessalinizar em coluna
PD-10

- Leitura de absorbancia
565 nm

\ 4

A 4

PE-Cy7/SMCC

Anticorpo monoclonal
anti-CD4 reduzido

- Adicdo de NEM

- Dessalinizar em coluna

PD-10

A 4

—

Determinagdo da razédo

molar

Conjugado anti-CD4/PECy7 —l

Andlise por citometria de
fluxo



