Golim MA et al

Rev. bras. hematol. hemoter. 2007;29(4):361-368

Artigo / Article

Conjugacao e validagcdo de controle isotipico I1gG,-FITC para uso em

citometria de fluxo

Conjugation and validation of 1gG -FITC isotype control to be used in flow cytometry

Marjorie A. Golim!

Elenice Deffune?

Rosana Rossi-Ferreira®

Ana Paula E. Oliveira*
Carlos Roberto Padovani®
Paulo Eduardo A. Machado®

Em meados da década de 50 iniciou-se o desenvolvimento da citometria de fluxo,
tecnologia que permite verificar caracteristicas fisico-quimicas de células ou particulas
suspensas em meio fluido. Esta tecnologia utiliza anticorpos monoclonais marcados
com fluorocromos como ferramenta de investigagdo em diversas andlises e necessita
de controles isotipicos para definicdo da regi&o negativa (background). Estes controles
sdo constituidos por imunoglobulinas de mesmo isotipo e fluorocromo dos anticorpos
testes, sendo o isotiocianato de fluoresceina (FITC) o marcador fluorescente mais
utilizado na conjugacao de anticorpos. Os controles isotipicos tém como fung&o definir
afluorescéncia inespecifica (células negativas) e as regides fluorescentes (células posi-
tivas). No presente estudo foi selecionado anticorpo monoclonal murino (AcMm) diri-
gido contra antigeno eritrocitario canino, produzido no Laboratdrio de Anticorpos
Monoclonais do Hemocentro de Botucatu, o qual reage positivamente com hemécias de
cdes, mas nunca com leucdcitos humanos, tendo, portanto, potencial utilidade como
controle negativo em citometria de fluxo. A purificagdo do AcMm da subclasse 1gG1 foi
feita por cromatografia de afinidade em Proteina-A Sepharose, e o controle da purifica-
¢do realizado por eletroforese em géis de agarose e poliacrilamida (SDS-PAGE). A
imunoglobulina purificada foi conjugada ao FITC e filtrado em coluna de Sephadex G-
25 para separacao das proteinas marcadas e ndo-marcadas. O AcMm conjugado foi
testado contra hemacias de cées, e 0 éxito da conjugagdo comprovado por testes de
fluorescéncia, sendo a mediana de positividade de 94,70. Frente a leucdcitos humanos
a mediana de positividade foi 0,03 contra 0,50 dos reagentes comerciais. Os testes
estatisticos ndo-paramétricos de Wilcoxon e correlagdo de Spearman comprovaram a
eficiéncia e validam o controle isotipico produzido em comparacdo aos reagentes
comerciais testados. Rev. bras. hematol. hemoter. 2007;29(4):361-368.

Palavras-chave: Controle isotipico; citometria de fluxo; anticorpo monoclonal;
isotiocianato de fluoresceina (FITC).

Introducédo identificacdo de antigenos fixados na superficie de células
ou particulas, suspensas em meio liquido, quando tratadas
Citometriade fluxo € um método tecnol 6gico que per- com anticorpos monoclonais marcados com fluoro-

mite verificar caracteristicas fisico-quimicas em células ou cromo.z5711
particulasindividualmente, permitindo caracterizar variagdes A presenca de fluorescénciainespecifica pode ocorrer
destas.*®” Permite evidenciar e caracterizar eventos, como como produto da adsorcao de moléculas de anticorpo a su-
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perficie celular sem haver reagéo antigeno-anticorpo, o que
pode ser evidenciado como falso evento. Paraevitar ainter-
feréncia de falsa positividade nos resultados € preciso
quantificar e eliminar afluorescénciainespecifica, avaliando
as amostras com controle isotipico, ou sgja, anticorpo do
mesmo i sti po utilizado nos anticorpos testes, marcado com
0 mesmo corante, mas que nao € especifico aos sitios anti-
génicosdaamostraem andlise; assim, afluorescénciaemiti-
da por este controle, que ndo reconhece nenhuma das mol é-
culas de superficie das células ou particulas da amostra em
andlise, permite estabel ecer o background (linhazero), abai-
x0 do qual resultados ndo sdo reconhecidos, ou s80 ines-
pecificos, evidenciando t&o somente os eventos reais 58114
As ligacBes especificas ocorrem via regido F, da imuno-
globulina, sdo responsaveis pela especificidade antigénica.®
Ja as ligag0es inespecificas geralmente ocorrem através da
interacdo daporggo F_daimunoglobulina. Em caso designi-
ficante ligacdo inespecifica no teste, a discriminagdo entre
positivo-negativo torna-se muito dificil 3%

A citometria de fluxo oferece a vantagem de analisar
célulasindividualmente, quando marcadas com fluorocromos,
as quais sdo monitoradas em tempo real, sem a necessidade
de separar células marcadas das ndo marcadas.!” Os fluoro-
cromos sdo mol éculas propicias paramarcar um alvo especi-
fico, produzir resposta observavel espectroscopicamente
apos estimulo e suas caracteristicas espectroscopicas de-
vem ser compativeis com o equipamento que serausado para
adeteccao, no caso, o citbmetro de fluxo.® O FITC € o mar-
cador fluorescente mais comumente usado para conjugar
proteinas via grupo amina. Ele reage com grupos de protei-
nas com terminal amino ou aminas priméarias. O isdmero| é
facilmente isolado na forma pura e, quando adsorvido em
celite, observa-se significante aumento daeficiénciade dis-
persdo do FITC em solucéo de proteina* . Estudos constata-
ram que a fluoresceina, talvez pelo tamanho molecular ou
configuragdo, € um potente supressor da fungéo F_quando
comparada a outros reagentes estudados.** Anticorpos de-
vem ser conjugados em varias reagdes paralelas de diferen-
tes quantidades de FITC, e o reagente resultante deve ser
comparado pelo brilho e ideal background para escolha da
taxa de conjugacdo otima.44

A fluorescéncia é aumentada quanto mais moléculas
de fluorocromo forem adicionadas a proteina. O nimero de
moléculas que podem ser conjugadas a proteina sem subs-
tancia perdade fluorescénciadependerado tamanho dapro-
teina e distancia do grupo funcional no qual o fluorocromo
serafixado. O grau daconjugacéo depende dareatividade do
fluorocromo com a proteina, do peso molecular, do nimero
de aminas reativas, da concentragéo de proteinas e outros
fatores.®

*Fluorescein isothiocyanate. St. Louis, MO, USA, Sigma-Aldrich CO.,
s.d. (bula).
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A purificagdo do conjugado deve ser realizadaem gel
de exclusdo que cromograficamente separa 0 conjugado
fluorocromo/proteina de fluorocromos néo covalentemente
ligados, proteinas livres e outras impurezas de baixo peso
molecular, sendo estes adsorvidos pelo gel enquanto as pro-
teinas marcadas passam através damalhado gel. Este méto-
do é muito répido e eficaz para purificacao de conjugados.
Técnicas comuns empregam Sephadex G-25 ou colunasimi-
lar contendo por volta de 2 mL de matriz na coluna/mg de
proteina.®

Devido ao alto custo e a ampla aplicagéo destes con-
trolesisotipicos nacitometriade fluxo idealizou-se o desen-
volvimento dos mesmos in house, visto que uma série de
anticorpos monoclonais (AcMm) era resultado de pesqui-
sas anteriores do Hemocentro da Unesp de Botucatu - SP.
Conferimos a esta pesquisa as fases de purificaco do
AcMm, conjugacao ao isotiocianato de fluoresceina (FITC),
avaliacdo praticadaeficaciaevalidagdo do AcMm fluores-
ceinado.

O AcMm selecionado para ser conjugado ao FITC foi
uma imunoglobulina murina de classe/subclasse 1gG1,
dirigidacontraantigeno eritrocitario canino. Por ser estaes-
pécie diferente e distante da espécie humanana escalafilo-
genética, as chances de ocorrerem reagdes cruzadas sao infi-
mas. Como o intuito é obter um produto que ndo regja com
células humanas, tendo afuncéo de controle negativo, visu-
aliza-se nesteAcMm antieritrécito canino um potencial con-
trole isotipico para uso em citometria de fluxo. Além desta
funcao, idealizou-se também que, em outras espécies, como
felina, bovina e eqliing, o reagente teriaa mesmafuncéo de-
signadaaespécie humana, ou sgja, controleisotipico fluores-
ceinado.

Material

Obtencéo das amostras dos cées

Fez-seimobilizac&o do animal com colocagdo de mor-
dacaparaidentificacdo daveiajugular. A coletafoi realizada
com tubo vacuntainer, volumede 5mL. Total: 52 c&es.

Obtencéo das amostras de sangue humano

Cinguenta (n=50) voluntarios sadios doaram uma tni-
ca amostra de 5mL de sangue periférico coletado em tubo
vacuntainer com EDTA.

Anticorpo monoclonal murino (AcMm)

A imunoglobulina (Ig) de classe/subclasse 19G, foi
obtidado clone murino denominado LAMBCan-1 cedido pelo
Laboratorio de Anticorpos Monoclonais do Hemocentro de
Botucatu-SP sob aformade liquido ascitico. Estalg corres-
ponde aum AcMm, anteriormente desenvolvido, a partir de
um Uni co clone; portanto, produz imunoglobulinaespecifica
contra o antigeno de escolha, que, no caso, trata-se de
antigeno eritrocitario canino. No entanto, o liquido ascitico,
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que é produzido pelairritagéo do peritoni o de camundongos
com 6leo mineral, contém outras proteinas (como al bumina)
que devem ser eliminadas através de purificagéo por imuno-
afinidade, de modo que se obtenha AcMm purificado, ideal
para ser conjugado a fluorescéncia para posterior utilizagdo
como controleisotipico em citometriadefluxo.

Métodos

Controle eletroforético da monoclonalidade

Para haver confirmac&o da monoclonalidade, técnicas
como eletroforeses em géis de &gar e poliacrilamida (SDS-
PAGE) foram realizadas pré e pos-purificacdo das imuno-
globulinas murinas por imunoafinidade a Proteina-A
Sepharose CL-4B.

A determinacéo da concentragdo de proteinas totais
doAcMm pré e pos-purificacdo foi realizada pelo método de
biureto utilizando-se o kit comercia Labtest®, onde asliga-
¢Oes protéicas (tirosing) reagem com ion clprico, em meio
alcalino, parase obter um complexo de cor, cujaintensidade
€ proporciona aconcentracdo de proteinastotais naamostra.

Naeletroforeseem gel de &gar utilizou-se como corante
0 hegro de amido.

A detroforeseem gel depoliacrilamida(SDS-PAGE) foi
realizadacom gel de gradiente de4-15% (PhastGel - Amersham
Pharmacia®) no equipamento PhastSystem® constatando
peso molecular, pureza e quantificagéo das proteinas.

Purificacao de proteinas por imunoafinidade a Pro-
teina -A Sepharose

A Proteina-A é um polipeptideo isolado de S. aureus
gue se acopla ao anticorpo e liga-se a um suporte estacio-
nario (sepharose). Esta ligacéo € reversivel com mudanca
de pH, permitindo a elui¢cdo do anticorpo. Foi escolhida a
Proteina-A Sepharose CL-4B 1,5g (Pharmacia®).’*1¢ Todo
volume de liquido ascitico coletado intraperitoneal mente dos
camundongos Balb/C inoculados com o clone LAMBCan-1
foi submetido apurificagdo em coluna contendo Proteina-A
Sepharose, a qual é dotada de alta afinidade aregido Fc da
imunoglobulina. Solucdes tampdes de diferentes pHs possi-
bilitaram a separacdo das subclasses de imunoglobulinas
murinas por e uicéo.

Conjugacéo de FITC ao AcMm

Oisotiocianato defluoresceina (FITC) - Isbmero | com
celite (Sigma-Aldrich®) foi o fluorocromo de escolhaparaser
conjugado aproteina, ja purificada. Este foi preparado con-
forme especificagBes dabula, com minimas modificagbestéc-
nicas. Inicialmente, diluiu-se o FITC liofilizado em DMSO
(Img/mL). Preparou-se aconcentracao de proteinanatenta-
tivade chegar a 6timaconcentragdo para conjugagdo. Foram
realizadas trés diferentes concentractes de proteina, respec-
tivamente 3 mg proteina/mL, 5,5 mg proteina/mL e 11 mg pro-
teina/mL. Adicionou-se a soluggo de FITC/DMSO a estas
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paradar inicio as reagdes. A incubagdo ocorreu por oito ho-
ras no escuro a 4°C. A todo o momento, trabalhou-se com
tubos embal ados em papel aluminio, evitando aexposicéo a
luz, pois o corante € sensivel amesma.

Purificagdo do AcMm conjugado com FITC (IgG,/
FITC house)

Ap6s completa areacdo de conjugacao, fez-se a sepa-
racdo do FITC-celite, por decantagdo, entdo, iniciou-se a
purificagéo 1gG,/FITC house para separacéo deste do néo
conjugado em colunade Sephadex G-25. Apenastampéo PBS
depH 7,4 foi utilizado. Todos os tubos eluidos foram preser-
vados para posteriores analises.

Determinacdo da média molar de fluoresceina/
proteina (F/P)

A taxamolar F/P édefinidacomo ataxademoléculasde
FITC para moléculas de proteina no conjugado. Para deter-
minar meédia é necessario primeiro determinar a absor-
bénciadaamostraconjugadaem 280 e 495 nm. Espera-se que
estataxaestgjaentre 0.3 a 1.0, poistaxas muito baixas produ-
zirdo baixos sinais e taxas muito elevadas produzirdo altos
backgrounds. Paraconjugados |gG-FITC deve-se calcular a
taxa F/P de acordo com aequacgéo :

Molar FIP=  277XA,,

A, - (035xA

495)

Realizou-se a absorbancia de todos os tubos eluidos
da coluna de Sephadex G-25 e subseqiientes célculos.

Testes de hemaglutinacio

Todas as amostras dos cées foram submetidas a conta-
gem celular automatizada (hemograma compl eto no conta-
dor automético Coulter T-890%). Posteriormente, pipetaram-
se 100 uL do concentrado de hemécias, que foram lavadas
trésvezes em solucdo salinaisotonica0,9% (SSI) e prepara-
das aumaconcentraggo de 20.000 cél ul as. Subseqlientemen-
te, 100 uL desta suspensdo de hemécias foram incubados
com 15 uL delgG /FITC house por trintaminutos no escuro
a temperatura ambiente (TA). Os testes de hemaglutinagéo
direta tém como objetivo verificar a intensidade da reacdo
antigeno-anti corpo paraque se determine aquantidade ideal
delgG,/FITC house parachegar ahemaglutinagdo vistaape-
nas microscopicamente, dando inicio aos testes imuno-
fluorocitométricos no citémetro de fluxo, poiso aparelho faz
leituracélulaacélula

Teste imunofluorocitométrico

« \erificacdo do brilho emitido pelo AcMm fluores-
ceinado

O material proveniente dos testes de hemaglutinacdo
foi ressuspenso em 500 uL de SS| paradar volume e possibi-
litar aleitura no citdbmetro de fluxo modelo FACSCalibur®
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(Becton Dickinson). A aquisi¢éo dos dados referentes a po-
pulacdo celular de interesse foi realizada em graficos (dot
plot) dos par&metros de tamanho celular (forward scatter)
versus granulosidade (side scatter), sendo que escala em
LOG foi utilizada para aquisi¢éo de hemécias e linear para
leucocitos. A fluorescénciaemitidapel o fluorocromo em uso,
FITC, foi lidaem fluorescéncial (FL1) eanalisadaem histo-
grama, avaliando aintensidade de fluorescéncia. O programa
utilizado paraasandlisesfoi CellQuest® (Becton Dickinson).
Esse teste tem por func@o comprovar a eficiéncia da conju-
gacéo do IgG,/FITC house comparando-se brilho e ideal
background para escolha da taxa 6tima de conjugacao, pois
seraemitidafluorescénciapositivaem presencado IgG /FITC
house + eritrdcitos de cées.

* \erificacdo do background

A funcdo deste teste foi determinar padréo de imuno-
fluorescénciade base consideradaideal produzidapelo IgG,/
FITC house em reagBes com resultado esperado negativo.
L eucdcitos de varias espécies foram testados (humana, cani-
na, bovidan felina e eqliina) para aumentar a aplicabilidade
do reagente como controle isotipico. Usaram-se 100 uL de
sangue total + 15 uL do 1gG,/FITC house, incubando por
trintaminutos no escuro aTA. Ap6sincubacdo adicionaram-
se450 uL de solugéo delise (FACSLysing®-BD) paraque as
hemécias fossem lisadas.

* Validagdo do AcMm fluoresceinado

Os testes imunofluorocitométricos com amostras de
leuctcitos humanos foram realizados em paralelo com ambos
osreagentes: |gG,/FITC house e controleisotipico comercial
(parte dos testes foram feitos com controle comercial
Pharmingen® e parte com Dako®), tambeém 1gG,-FITC, naten-
tativa de constatar a eficiénciado mesmo.

Andlise estatistica

Foram realizados nas andlises:. estatisticadescritiva, tes-
te ndo-paramétrico de Mann-Whitney com nivel de 5% de
significancia, teste ndo-paramétrico de Wilcoxon e correla
¢&o de Spearman.’?

Resultados e Discusséao

Controle eletroforético da monoclonalidade

Através da andlise da eletroforese em gel de agar do
AcMm selecionado foi possivel determinar o nimero de es-
pécies protéicas existente no AcMm proveniente de liquido
ascitico. Apdsapurificacdo verificou-se o grau de purezada
amostra, confirmando amonoclonalidade do anticorpo. A fi-
gura 1 mostraclaramente aexisténciade varias proteinas no
ascite, a seta indica o pico monoclonal da imunoglobulina
gue corresponde ao pico 4 respectivo na densitometria.

A andlise densitométrica da el etrof orese mostra que o
pico monoclona refere-se a 33,1% do total de proteinas. A
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Figura 1. Eletroforese de liquido ascitico de camundongo Balb/C
inoculado com clone LAMBCan-1. Gel de agar 1%. Coloragdo negro
de amido

s

Pista 1 e 8: Marcador de peso molecular (Rainbow® Pharmacia)
Pistas 2 a 7: Liquido ascitico clone LAMBCan-1

Figura 2. Eletroforese SDS-PAGE — gradiente 4-15%. Liquido ascitico
do clone LAMBCan-1

presenca de varias proteinas se deve a fatores intrinsecos
relacionados ao organismo do animal, ja que a expansdo do
clonefoi realizadain vivo.

A dosagem de proteinas totais pelo método de biureto
no liquido ascitico totaliza3,38g/dL .

A eletroforese em SDS-PAGE confirmaapresencade
vérias proteinas. A existéncia do dobro de bandas quando se
compara as visualizadas na eletroforese em gel de &gar se
deve ao uso de mercaptoetanol no preparo da amostra em
SDS-PAGE, que quebra pontes dissulfeto separando cadei-
as leves e pesadas das imunoglobulinas.
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Tabela 1. Identificacédo da fragdo protéica e peso molecular
identificados em SDS-PAGE e analisados nos sistema VDS

Média de Peso Molecular

(KDa)
Fracéo Protéica 1 209,41
Fragdo Protéica 2 160,00
Frac&o Protéica 3 138,61
Fracéo Protéica 4 72,11
Fracgéo Protéica 5 60,57
Fragdo Protéica 6 50,96
Frac&o Protéica 7 29,18
Fracéo Protéica 8 25,00
CLONE LAMBCan-1
0,450
0,400
0,350
0,300
ci 0,250
B 9,200
0,150
0,100
0,050
0,000 \ ﬂL
T¥R3eB8LER3EENS
Amostras T

Figura 3. Purificacdo do Clone LAMBCan-1

Natabela 1 pode-se verificar os pesos molecularesem
kilodaltons (K Da) das proteinas existentes no liquido ascitico
docloneLAMBCan-1.

Purificacdo de proteinas por imunoafinidade a
proteina -A Sepharose

Na purificagdo, inicialmente, com o uso de tampéo de
fixac8o, estabeleceu-se linha de base. O resultado obtido
pos-purificagdo pode ser visualizado nafigura 3. A imuno-
globulina de classe/subclasse 19G,, conforme resultados
de estudos anteriores responsaveis pela producéo do clone
em estudo, € evidenciadano pico 2, iniciado naamostra 68
gue teve densidade 6tica elevada, assim como as posterio-
res, em virtude daeluicdo daimunoglobulina e finalizou-se
naamostra 87. Esse fato ocorreu quando se utilizou solu-
¢ao tampéo de pH 6,0, que permite a elui¢cdo da subclasse
murinalgG, em Proteina-A Sepharose CL4B. O pico 1, pri-
meiramente formado, refere-se as proteinas nao adsorvidas
pela matriz de Sepharose, principal mente albumina, eluindo
rapidamente, assim que o liquido ascitico foi incorporado a
coluna. Na figura 3, o desenho gréfico correspondente a
este pico situa-se entre as amostras 33 e 47, na ordem do
eluato dapurificac&o.
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Figura 4. Eletroforese do AcMm purificado (clone LAMBCan-1), de
classe/subclasse IgG1 conhecida. Gel de agar 1%. Coloragéo negro
de amido.
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Pista 1 e 8: Marcador de peso molecular (Rainbow® Pharmacia)
Pistas 2 a 7: AcMm clone LAMBCan-1 purificado

Figura 5. Eletroforese SDS-PAGE - gradiente 4-15%. AcMm clone
LAMBCan-1purificado

Controle eletroforético da monoclonalidade pds-
purificacéo

Apo6s purificagdo em colunade Proteina-A Sepharose,
0s testes de controle da monoclonalidade foram feitos para
confirmag&o da purificagdo. A figura 4 representa a banda
monoclonal visualizadano gel de &gar a 1%. Pode-se conferir
gue os resultados foram bastante satisfatorios, portanto tor-
na-se possivel a conjugacéo de anticorpo puro ao FITC em
proximaetapa.

A andlisedadensitometriaresultou em 60,8% doAcMm.
A eletroforese em SDS-PAGE confirma uma Unica imuno-
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Tabela 2. Identificacdo da fragcdo protéica, peso molecular e
quantificacdo protéica identificados em SDS-PAGE e
analisados nos sistema VDSR® (Pharmacia)

Média de Peso Molecular Quantificagéo

(KDa) Protéica (%)
Frac&o Protéica 1 50,00 67,31
Fragéo Protéica 2 28,46 32,15
Proteina Total 78,46 99,46

globulina, sendo que o uso de mercaptoetanol no preparo da
amostra coloca em evidéncia as cadeias leves e pesadas das
imunoglobulinas separadamente. Podemos verificar natabe-
la2, acima, o peso molecular.

Conjugacéo de FITC ao AcMm e purificacdo do con-
jugado (IgG1/FITC house)

Depois de finalizado o tempo de incubac&o das rea-
¢Oes de conjugacdo estas foram submetidas apurificacéo em
coluna de Sephadex G-25 para que as proteinas conjugadas
(19G,+FITC) fossem separadas daguel as que ndo seligaram
ao fluorocromo. As trés reacBes de conjugacdo comporta-
ram-se, visuamente, de maneira bastante similar na coluna
de purificacgo. Adicionou-se PBS de pH 7,4 até o topo da
coluna aguardando suaincorporagdo. Apos, inseriu-se apri-
meira reagdo de conjugacdo que continha o conjugado
IgG+FITC, este ndo se ligou a coluna, sendo eluido rapida-
mente, provavel mente porque € justamente na porgéo F_da
imunoglobulinaqueo FITC seligae estaétambém aporgédo
quetem afinidade a matriz dacoluna, portanto, ndo sefixou.
Ja aproteina livre de FITC ligou-se & matriz de Sephadex,
sendo posteriormente eluida apos sucessivas lavagens com
PBS. O mesmo procedimento foi realizado com as demais
reacOes de conjugacéo.

Determinacdo da média molar de fluoresceina/pro-
teina (F/P)

Todos os eluatos da coluna de Sephadex G-25 foram
preservados para leitura de absorbancia e determinacéo da
médiamolar defluoresceina/proteina. A me-
Ihor taxade F/Pfoi vistano primeiro tubo de

Leucocitos Humanos

determinado eluato. O fato do concentrado de proteina’5,5mg/
mL ter apresentado melhor taxade F/P mostraque estafoi a
reacdo mais balanceada, devendo ser a concentracéo de es-
colha para obteng&o de 6tima conjugagéo.

Testes de hemaglutinacdo

Estetestefoi realizado com afinalidade de se confir-
mar presencadaatividade anticorpo naimunoglobulinapuri-
ficadae marcada. Somente ostubos que obtiveram amel hor
taxa de F/P apresentaram hemagl utinag&o positiva, quando
testados com hemécias de caes confirmando assim a pre-
senca do anticorpo naqueles eluatos. Os demais ndo obti-
veram nenhuma aglutinagdo, seja macro ou microscopica,
sendo, portanto, descartados do estudo por ndo apresen-
tarem a presenca da |gG,. As amostras do purificado com
aglutinagdo positivareagiram intensamente, o que determi-
naria problemas técnicos na camarade fluxo do citdmetro.
Para determinar a melhor concentragdo do anticorpo que
ultrapassasse esta dificuldade, uma curva de titulagéo foi
realizada através da diluicdo em SSI. As reagdes macros-
copicamente negativas foram observadas por microscopia,
e atitulacdo cuja andlise macroscopica foi negativa e mi-
croscopica positiva com aglutinados pequenos de 3-4 he-
mécias, foram sel ecionadas para analises na citometria de
fluxo.

Teste imunofluorocitométrico

1. \erificagao do brilho emitido pelo IgG,/FITC house

A populagéo de eritrdcitos foi selecionada (gate) no
gréfico de FSC x SSC, sendo separada de plaguetas e debris
em virtude daaquisicdo em LOG, aqual possibilitaestefato.
Seguiu-se paraaandlise dafluorescénciaem histogramasde
leituradefluorescéncial (FL1- FITC). Utilizando-sehemécias
de cdes foi possivel verificar a presenca de brilho emitido
pelas células que seligaram ao conjugado 1gG,/FITC. A me-
dianadefluorescénciaemitidanasandlises de 52 caesfoi de
94,70, com valor minimo de 45,50% e va or méximo de 100%.
Estaandlise comprova a eficécia da conjugacao.

Hemacias de Cao

eluato, confirmado ateoriade ndo fixacdo do
conjugado, emvirtudedaligagdo do FITC a
por¢céo F_da imunoglobulina. De todas as
reacoes, a que obteve taxa mais proximado
desgjado foi a segunda reac&o, que tinha
como concentracdo de proteina 5,5mg/mL,
obtendo taxa F/P de 2,2. A primeira reacéo
(proteina3,0 mg/mL ) apresentou taxade4,6 e
aterceira(proteinall mg/mL) de3,8. Oideal
sugerido pelatécnicaseriaentre0.3a1.0. De
qualquer forma, todos os tubos, inclusive 0s
gue obtiveram taxas muito elevadas, foram
testados na hemaglutinacéo para que se pu-
desse confirmar apresencado conjugado em
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Figura 6. Histogramas representando o comportamento de IgG1/FITC house frente a
leucécitos humanos (A) e hemaécias caninas (B)
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2. Verificacdo do ideal background

Nesta etapa, utilizando-se leucécitos caninos, huma-
nos, felinos, bovinos e equinos, os resultados foram negati-
VOS, OU sgja, em todas essas situagdes o reagente funcionou
como controle isotipico, estabelecendo background satis-
fatério, ndo interferindo na fluorescéncia positiva quando
comparados com os testes de confirmagéo da fluorescéncia
(hemécias caninas). Para as espécies canina e humana foi
estabelecido um n paradeterminacao estatisticadosresulta-
dos encontrados.

A tabela 3 apresenta medidas descritivas dos leuco-
citos na espécie canina e demais espécies. O nimero de ani-
mais analisadosfoi de 52 caes e, naespécie bovinat+ eqliina,
seisanimais. A medianadeimunofluorescénciado IgGL/FITC
house sobre leucdcitos caninos foi de 0,02 com desvio pa-
dréo 0,42 enquanto a mediana para demais espécies foi de
0,06 com desvio padréo de 0,15, sendo que o resultado do
teste estatistico foi de 1,47 (P>0,05). A metodologiaempre-
gada foi o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Estes

Tabela 3. Medidas descritivas de leucécitos animais (%)
segundo espécie animal

Medidas Descritivas Espé_cie Dema.is
Canina Espécies
N° de animais 52 6
Valor minimo 0,00 0,00
1° Quartil 0,00 0,03
Mediana 0,02 0,06
3° Quartil 0,13 0,13
Valor maximo 2,51 0,41
Média 0,16 0,11
Desvio-padrao 0,42 0,15

Resultado do teste

estatistico 1,47 (P>0,05)

Concluséo estatistica: Espécie canina = Bovina + Eqliina

Tabela 4. Medidas descritivas de leucécitos humanos (%)
segundo reagente

Reagente
Medidas Descritivas —
In House Comerciais

Valor minimo 0,00 0,00

1° Quartil 0,00 0,05
Mediana 0,03 0,50

3° Quartil 0,08 0,96
Valor maximo 0,88 2,49
Média 0,09 0,57
Desvio-padrédo 0,19 0,56

Resultado do teste
estatistico
Medida da associagéo
entre os reagentes

Conclusao estatistica: Ndo existe associagao nas respostas dos
reagentes

4,97 (P<0,001)

-0,04 (P>0,05)
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dados validam o uso do reagente produzido como controle
isotipico, inclusive paratestes utilizando leucdcitos da es-
pécie canina. Apesar do n ter sido pequeno (6), o teste
estatistico valida o reagente para as espécies bovina e
equina.

3. Validacéo do AcMm fluoresceinado

Os testes imunofluorocitométricos com 19G,/FITC
house em amostras de leucdcitos humanos realizados em
paralelo ao uso de controles isotipicos comerciais ndo tive-
ram resultados comparaveis, tendo em vistaaanalise estatis-
tica que evidencia uma mediana de 0,03 parao IgG,/FITC
house versus 0,50 paraos control es disponiveisno mercado.
O valor maximo obtido parao reagente produzido foi de0,88%
versus 2,49% parao comercial. O desvio padréo parao 19G,/
FITC housefoi de 0,19, enquanto parao reagente comercial
foi de 0,56. O resultado do teste estatistico (P-value) foi de
4,97 (P<0,001).

A medida das associagdes entre os reagentes foi de -
0,04 (P>0,05), o que significa afirmar que os reagentes néo
s80 comparaveis por terem apresentado comportamento di-
ferentes ndo existindo, portanto associactes diretas nas res-
postas dos reagentes por uma macica superioridade do
reagente produzido versus o comercia mente disponivel.

Conclusodes

e A purificaggo pelo método de cromatografiade afi-
nidade em Proteina-A Sepharose se mostrou eficaz;

¢ Oé&xitodaconjugacdo daimunoglobuliunaao FITC
foi comprovado pela mediana de fluorescénciadalg FITC
contraheméacias de caes quefoi de 94,70;

e Os testes estatisticos de ndo-paramétricos de
Wilcoxon eacorrel agdo de Spearman comprovam asuperio-
ridade do controle isotipico produzido in house comparati-
vamente aos reagentes comerciais.

Agradecimento
A Valéria Alves da Silva, pela assisténcia técnica.

Abstract

It was during the 1950's that the development of flow cytometry
started, technology that allow to measure physiochemical
characteristics of cells or suspended particles in fluid. This technology
uses monoclonal antibodies labeled by fluorochromes as investigation
tool in several analysis and needs isotype controls to define the
negative region (background). These controls are constituted by
immunoglobulins of the same isotype and fluorochrome from test
antibodies, being fluorescein isothiocyanate (FITC) the most
fluorescent marker used in antibody conjugations. The isotype
controls have the function to define the unspecific fluorescence
(negative cells) and the fluorescent regions (positive cells). In this
study was selected monoclonal antibody (mAb) against canine
erythrocyte antigen, produced in the Monoclonal Antibodies
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Laboratory - Blood Center of Botucatu, which reacts positively with
dog red blood cells, but never with human leukocytes, having
therefore, utility potential as negative control in flow cytometry. The
purification mAb of 1gG1 subclass was made by affinity
chromatography in Sepharose Protein-A and the purification control
was performed by electrophoresis in agarose and polyacrylamide
gels (SDS-PAGE). The purified immunoglobulin was conjugated to
FITC and after was filtered in Sephadex G25 column to separation
of labeled and unlabeled proteins. The conjugated mAb was tested
against dog red blood cells and the conjugation success was verified
by fluorescence tests, being the median positivity of 94.70. To the
human leucocytes the positivity median was 0.03 against 0.50 of the
commercial reagents. The nonparametric statistical tests of Wilcoxon
and the correlation Spearman showed the efficiency and validate the
isotype control produced in relation to the tested commercial reagents.
Rev. bras. hematol. hemoter. 2007;29(4):361-368.

Key words: Isotype control; flow cytometry; monoclonal antibody;
fluorescein isothiocyanate (FITC).
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