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RESUMO

“IMUNOENSAIO TURBIDIMETRICO PARA DETERMINAR A CISTATINA C
HUMANA"”

H& uma procura de imunoensaios turbidimétricos
aperfeicoados para a determinacdo de cistatina C humana em
amostras bioldgicas, especialmente em amostras clinicas de
fluidos corporais humanos. A presente invencado proporciona
um processo de imunoensaio turbidimétrico e um conjunto de
reagentes que permitem medir a cistatina C humana pelo
métodp turbidimétrico, dai resultando um sinal
turbidimétrico surpreendentemente mais intenso e mais
rédpido do que os do presente estado da técnica. O sinal
mais intenso e mais réapido é conseguido gracas a utilizacéo
de novos reagentes e composicgdes e permite tempos de ensaio
mais curtos e leituras cinéticas com um sinal mais intenso,
melhorando a velocidade e a qualidade gerais dos ensaios.
Consegue-se obter uma melhor consisténcia relativamente a

interferéncia com lipidos e uma melhor linearidade.
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DESCRICAO

“IMUNOENSAIO TURBIDIMETRICO PARA DETERMINAR A CISTATINA C
HUMANA"”

A presente invencdo diz respeito a um imunoensaio
turbidimétrico aperfeicoado para avaliar a cistatina C
humana numa amostra de um liquido corporal humano,
recorrendo a utilizacdo de conjugados especificos de
nanoparticulas—-anticorpos, a um processo para avaliar a
taxa de filtracdo glomerular de um paciente, recorrendo ao
referido ensaio, aos correspondentes estojos de reaccgao,
aos conjugados aperfeicoados de nanoparticulas-anticorpos e

a sua utilizacédo para os fins médicos supramencionados.

Antecedentes da invencao

A cistatina C foil descoberta e caracterizada em 1981
por A. Grubb e H. Lovberg [Grubb AO, et al: Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 1982; 79]. A cistatina C foi a primeira
proteina descoberta do que viria a ser designado
posteriormente por superfamilia de proteinas cistatinas. A
superfamilia de proteinas <cistatinas é um grupo de
proteinas gue 1inibem as enzimas proteases das cisteina.
Presentemente, estéao a ser estudadas outras funcdes
bioldégicas da cistatina C. Ao contrario de outros membros
da superfamilia de cistatinas, a cistatina C encontra-se
presente em todos os fluidos corporais, ao passo gque a
composicdo total das diferentes cistatinas varia de fluido
corporal para fluido corporal e em diferentes
compartimentos [Abrahamson M, et al: J. Biol. Chem. 1986;

261: 11282]. Em 1990, Abrahamsson et al. demonstraram, que



a cistatina C é produzida com uma velocidade estavel e por
todas (ou quase todas) as células nucleadas no corpo humano
sendo aquilo a qgue se chama uma proteina “household” ou
constitutiva [Abrahamson M, et al: Biochem. J. 1990;
268:287-947.

A cistatina C - com uma massa molecular de 13 kD - é
filtrada livremente através da membrana glomerular normal
do rim, mas ¢é depois reabsorvida e catabolizada nos
“tiubulos proximais”, isto é, o compartimento dos rins que
reabsorve a maior parte dos péptidos e das proteinas mais
pequenas que passam através da membrana glomerular. Deste
modo, o0s rins conservam estes materiais proteicos para o
corpo e impedem perdas para a urina (Jacobsson B, et al:
Histopathology 1995; 26:559-64). [Heyms SB, et al: Am. J.
Clin. Nutr. 1983; 37: 478].

A creatinina, até ao momento, 0 marcador mais
utilizado para determinacdo da taxa de filtracdo glomerular
(VFG), é uma molécula de baixa massa molecular produzida
nas células dos musculos. Deste modo, a taxa de formacédo e
de secregédo de creatinina estd intimamente associada a
massa muscular do corpo. Sabe—-se que a massa muscular de um
individuo numa populagdo varia consideravelmente. As
pessoas mails i1dosas tém normalmente uma massa muscular
pequena comparativamente com a massa corporal e muitos
doentes perdem massa muscular a medida que as suas doencgas
progridem. De um modo geral, as criangas tém uma massa
muscular relativa diferente, comparativamente com ©OS
adultos e o0s homens tém em média uma massa muscular
relativamente mais elevada do que as mulheres. Assim sendo,
quando se utiliza a concentracdo de creatinina sérica como

marcador para a taxa de filtracdo glomerular, o valor da



creatinina sérica pode estar situado dentro dos valores de
referéncia, mesmo gquando ocorre uma reducdo de 50% na taxa
de filtracdo glomerular [Shemesh O, et al: Kidn. Int. 1985;
28: 830-8]. Os regimes alimentares também influenciam
significativamente o) nivel de creatinina sérica,
especialmente no caso de wuma dieta rica em proteinas
[Perrone RD, et al: Clin. Chem. 1992; 38: 1933-53].

As medigdes de creatinina no soro e no plasma nao sao
“‘métodos consagrados infaliveis” para a medicdo da taxa de
filtragdo glomerular. Por tal motivo, a utilizacgado de
injeccdes intravenosas de substéncias marcadas com
radioisdétopos, tais como Cr-51-EDTA ou Tc-99m-DTPA, ou
injeccdes de agentes iodados, tais como ‘iohexol’,
adguiriram alguma popularidade. Estes métodos sao
dispendiosos, morosos e sdo necessarias injeccgbdes - e
frequentemente a colheita repetida de amostras de sangue.
Na publicacao “Simple Cystatin C-Based Prediction Equations
for Glomerular Filtration Rate Compared with the
Modification of Diet in Renal Disease Prediction Equation
for Adults and the Scwartz and the Counahan-Barratt
Prediction Equations for Children”, por Grubb et al. em
Clinical Chemistry 51:8, 1420-1431, foi demonstrado que
medi¢gdes simples de cistatina C no sangue permitem
substituir métodos complicados de medicdo da taxa de
filtracdo glomerular.

Para a medig¢do de cistatina C foram utilizados
originalmente métodos bioquimicos cléassicos, mas
rapidamente se passou para o0s imunoensaios turbidimétricas
e nefelométricos. A empresa ‘Dade-Behring’ foi pioneira nos
métodos de medicdo nefelométricos. Ver também Coll, E et

al., Am. J. Kidney Disease 2000; 36, 2934. 0s métodos



nefelométricos sé&o bastante fidveis. O inconveniente dos
métodos nefelométricos reside no facto de os instrumentos
utilizados terem uma velocidade de processamento bastante
baixa comparativamente com 0s espectrofotdmetros
automadticos que tém por base a transmissdo de luz. Os
nefeldmetros produzidos por ‘Dade Behring’, tipicamente o
nefeldédmetro BNII e os nefeldmetros ProSpec, e o0s da
‘Beckman Instruments’, conseguiram uma penetracao
significativa no mercado, mas estao muito menos
generalizados do que os instrumentos que tém por base as
medicdes de transmissdo de luz. Os nefeldmetros também tém
uma produtividade operacional com amostras muito menor do
que o0s grandes instrumentos automdticos que tém por base as
medicdes de transmissao de luz.

H. Stone et al. no artigo “Analytical performance of a
particle-enhanced nephelometric immunoassay for serum
Cystatin C using rate analysis”, em Clinical Chemistry Vol.
8, pags. 1482-85, 2001, descreveram um método nefelométrico
eficaz. No entanto, o0s instrumentos nefelométricos tém uma
capacidade limitada para um numero grande de amostras e o
nimero de instrumentos nefelométricos ¢ limitado. Deste
modo, havia uma necessidade de se passar para instrumentos
homogénicos—-espectrofotométricos de absorcdo, uma vez que
tais instrumentos sdo mais abundantes e tém maior
capacidade.

A empresa ‘Dako Cytomation’, Dinamarca, foi pioneira
no campo dos imunoensaios turbidimétricos de cistatina C. o
estado da técnica estéd descrito nos artigos seguintes:
“Cystatin C - The marker of choice for renal function
testing” por C. Schmidt em European Clinical Laboratory, 10

de Fevereiro de 2004. "“New improved automated particle



enhanced turbidimetric immunoassay for quantitative
determination of human Cystatin C in serum and plasma" por
C. Schmidt, C. Kjoller e K Gronkjaer, uma apresentacao
obtida a partir do website da ‘Dako Cytomation AS’, Julho
de 2005.

No entanto, as medicdes turbidimétricas sao
perturbadas pela turvacdo das amostras, conforme descrito
no artigo “Turbidity in immunoturbidimetric assays” por
Dahr et al, em Ann. Clin. Biochem. Vol. 27, pag. 509, 1990.
No 29° congresso ndérdico de quimica clinica, Malmo, Suécia,
24 a 27 de Abril de 2004, A. Grubb apresentou resultados
sobre a interferéncia de triglicéridos em amostras de soro
e do plasma sobre os valores de medigdes de cistatina C.
Assim sendo, continua a ser necesséario que haja
aperfeigcoamentos dos imunoensaios turbidimétricos para
cistatina C humana.

Uma alternativa aos sistemas homogéneos de imunoensaio
seriam os sistemas ndo homogéneos de imunoensaios baseados
na separagdo. A vantagem dos sistemas ndo homogéneos de
imunoensaios caracteriza-se por um passo de separacao com
lavagem no decurso do ensaio. A vantagem destes sistemas
consiste no facto de removerem - por meio de lavagem -
todas as substéncias causadoras de interferéncias. Além
disso, permitem a remocao dos anticorpos nao ligados ou de
enzimas ndo ligadas ou de radicais que geram fluorescéncia
ou cor ou outros sinais. De um modo geral, estes métodos
sdo de tipo néo competitivo, uma vez que a substancia que
se pretende medir - doravante designada por analito - néo
tem de competir, com andlogos marcados, pela ligacdo aos
anticorpos. Este aspecto, e a pratica dos passos de

lavagem, faz com que seja possivel utilizar em excesso



anticorpos imobilizados e anticorpos marcados,
proporcionando uma sensibilidade elevada e, normalmente, um
nivel elevado de exactidao, especialmente quando sao
utilizados anticorpos de alta qualidade.

H&4 inumeras publicacgdes sobre sistemas de imuno-
ensaios em fase sélida e outros sistemas de imunoensaios
ndo homogéneos. Estdo disponiveis no mercado grandes
sistemas automatizados. A empresa Abbott Diagnostic
Division, US, comercializa reagentes para ImX, AxSYM e para
outros instrumentos automaticos de imunoensaios nao
homogéneos; a empresa Roche Diagnostics, Alemanha,
comercializa reagentes para Elecsys e para outros sistemas
de imunoensaios nao homogéneos; e ha muito mais
fornecedores de reagentes e sistemas de imunoensaios néao
homogéneos. Um sistema de imunoensaios n&o homogéneos, que
continua a ser Dbastante ©popular, & o sistema de
imunoensaios designado por sistema de microtitulacao. Estes
sistemas sao lentos, mas Sao fidveis e nao sao
dispendiosos. A literatura geral sobre imunoensaios
proporciona bastante informac¢do sobre estes sistemas que
sao perfeitamente conhecidos pelos especialistas na
matéria.

O inconveniente dos sistemas de imunoensaios néao
homogéneos é a falta de capacidade para um numero elevado
de ensaios numa unidade de tempo, isto €, por um periodo de
execucdo de wuma hora. Além disso, uma vez gue estao
envolvidas fases sdélidas, sdo utilizados frequentemente
dispositivos especiais ou fases sélidas gque tém um
determinado custo de producdo, mesmo guando esta é feita em
massa. A elevada produtividade global e a velocidade de

geracadao de resultados passaram a ser cada vez mais



importantes nos Ultimos anos devido ao numero cada vez
maior de ensaios que é necessario efectuar. H& a
necessidade de se passar das tecnologias de 1imunoensaios
ndo homogéneos, frequentemente em fase sdélida, para
sistemas de imunocensaios homogéneos.

Os sistemas de imunoensaios  homogéneos sao de
construgdo simples e tém uma maior produtividade global. Os
reagentes sao misturados, incubados e medidos durante ou
apdés a incubacdo. S&o utilizados sinais dos pontos criticos

ou as diferengcas de sinais entre diferentes instantes ou

medig¢des cinéticas continuas. Os sinalis podem ser as
medicdes de fluorescéncia, cor ou opacidade
(turbidimetria). Em particular, os grandes instrumentos

automaticos para medicdes de cor e/ou opacidade/
/turbidimetria tém tido bastante éxito. A empresa Hitachi
do Japao foil pioneira nesta automacdo em grande escala,
trabalhando conjuntamente com a empresa Roche, mas ha
muitos outros fabricantes, incluindo Olympus e Bayer que
produzem e fornecem tais instrumentos e reagentes. Estes
instrumentos sao espectrofotdmetros automaticos
multicavidades que medem a transmissdo de 1luz através de
uma mistura da amostra e dos reagentes, em diversos
comprimentos de onda e em momentos diferentes. Uma vez que
0s imunoensaios turbidimétricos da cistatina C sao
realizados nesses instrumentos de elevada capacidade, isto
constitui um outro motivo pelo qual se pretende gue haja
ensaios de cistatina C turbidimétricos de elevada
qualidade.

A maior parte dos sistemas de imunoensaios homogéneos
tem por base a mistura das amostras com solugbes de

reagentes que compreendem uma concentracdo perfeitamente



regulada do analito ou do andlogo do analito marcado, e
anticorpos com uma afinidade especifica para esse analito.
As moléculas do analito existentes na amostra competem com
o analito ou com o andlogo do analito marcado, sendo gerado
um sinal. A vastissima literatura sobre imunoensaios
explica a utilizacdo de diferentes marcadores e anadlogos.
Faz-se observar que até ao momento presente tem sido
limitado o sucesso da utilizacdo de métodos de imunoensaios
homogéneos para analitos de elevada massa molecular (massas
moleculares superiores a 4000), qgue gerem sinais de cor.
(Tem havido éxito utilizando técnicas de fluorescéncia,
v.g., ensaios de proximidade, mas nado existem no mercado
muitos fluordmetros automaticos de elevada produtividade
global e consequentemente estas tecnologias ndo servem para
o0 objectivo da presente invencao). A tecnologia EMIT da
empresa Syva e a tecnologia CDEIA da empresa Microgenics,
ambas localizadas na Califdérnia, tém tido éxito com sinais
de cor em imunoensaios homogéneos para analitos de baixa
massa molecular. No caso dos analitos de massa molecular
elevada, as medigdes turbidimétricas aperfeicoadas de
particulas constituem a tecnologia que mais éxito teve para
0s espectrofotdmetros automdticos de multicavidades, sendo
medida a transmissédo de luz através da mistura da amostra e
dos reagentes. Deste modo, o0s métodos turbidimétricos sao
preferivels para os analitos de massas moleculares mais
elevadas. As descricgdes genéricas sobre métodos
turbidimétricos estdo explicitadas em diversas publicacdes
sobre imunoensaios.

Por que motivo s&o necessdrias medigdes de elevada
precisdo de cistatina C? ©Na perspectiva bioldgica, a

literatura sobre a biologia da cistatina C e da creatinina,



e também no que respeita as meta-andlises supramencionadas,
apontam no sentido da utilizag¢do da cistatina C, em vez da
creatinina, para monitorizar e diagnosticar uma taxa
reduzida de filtracdo glomerular. No entanto, embora o
argumento bioldégico seja a favor da utilizacdo da cistatina
C, a vantagem bioldgica apenas & importante se o rigor e a
precisado dos ensaios da cistatina C forem bons. O rigor e a
precisdo das medigdes de creatinina s&8oc excelentes e a
vantagem médica de se analisar a cistatina C em vez da
creatinina deixa de existir se o rigor ou a precisao dos
métodos de imunoensaios da cistatina C forem demasiado
fracos.

O problema que a presente invencado pretende resolver
consiste em proporcionar um método de imunoensaio de
cistatina C dimuno-turbidimétrico com maior rigor e/ou
precisdo e/ou menos interferéncia provocada pelos lipidos e
pela hemoglobina existentes na amostra em ensaio,
comparativamente com 0s correspondentes ensaios
turbidimétricos existentes nos circuitos comerciais.

Um outro inconveniente da técnica anterior
respeitantes as medig¢bes turbidimétricas da cistatina C é a
velocidade diminuta de wvariagdo da turbidimetria, o que
determina um periodo longo de ensaio e/ou uma imprecisdo
elevada. Um outro problema que a presente invencgao pretende
resolver consiste consequentemente em proporcionar medigdes
turbidimétricas mais rédpidas de cistatina C.

Newman et al., 1995, Kidney Int. 47, 312-318,
descrevem um método de imunoensaio turbidimétrico para
avaliacdo da cistatina C, o qual consiste em wutilizar
nanoparticulas com um didmetro de 77 nm recobertas com

imunoglobulina de coelho anti-cistatina C humana, sugerindo
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a utilizacdo de anticorpos monoclonais em vez de anticorpos
policlonais. Um reagente de ©particulas de anticorpos
optimizadas continha 0,5 mg de anticorpos policlonais por
cada mL de particulas a 1%. Os autores sugerem a medicgcido a
um comprimento de onda de 340 nm.

Kyhse-Andersen, 1994, Clin. Chem. 40 (10), 1921-1926,
descreve um método turbidimétrico para a determinacdo de
cistatina C no soro, mediante a aplicacéo de
imunoparticulas de cistatina C com um didmetro de 38 nm
recobertas com aproximadamente 32 moléculas de IgG por
particula. A absorvéncia foi medida a 340 nm.

Finney et al., 1997, Clin. Chem. 43 (69), 1016-1022,
descrevem um método imunonefelométrico para a determinacéo
da cistatina C, o qgqual consiste numa medicdo a 340 nm e
numa aplicacdo de particulas de clorometil-estireno de 80
nm recobertas com anti-soro de coelho anti-cistatina C
humana.

Lewis et al., 2001, Ann. Clin. Biochem. 38(2), 111-114,
descrevem um método de ensaio imunoturbidimétrico para
determinacdo da cistatina C, efectuado a 340 nm e com
parémetros optimos de pH, PEG e volume da amostra.

Mussap et al., 1998, (Clin. Chem. Lab. Med. 36(11),
859-865, descrevem um método imunonefelométrico para
medig¢des vulgares de cistatina C a 340 nm e mediante a
aplicacéo de particulas de 80 nm recobertas com anti-soro

de coelho anti-cistatina C humana.

Descricao abreviada dos desenhos

A figura 1 representa um grafico de valores médios de

cistatina C medidos de acordo com a invencdo, em funcao do
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factor de diluicdo para soros de diferentes pacientes,
obtidos por regressao linear.

A figura 2 representa um grafico de valores médios de
cistatina C medidos de acordo com a invengao, em funcgao do
factor de diluicdo para soros de diferentes pacientes,
obtidos por regressao linear de primeira ordem.

A figura 3 representa um grafico de valores médios de
cistatina C medidos de acordo com a invengao, em funcgao do
factor de diluicdo para soros de diferentes pacientes,
obtidos por regressao linear de segunda ordem.

A figura 4 ilustra o grafico de DL (%) para o soro 1
do ensaio do exemplo 4.

A figura 5 ilustra o grafico de DL (%) para o soro 3
do ensaio do exemplo 4.

A figura 6 representa um grafico de valores médios de
cistatina C, em funcdo do factor de diluigcdo para o soro de
um paciente, obtidos por regressdo linear.

A figura 7 representa um grafico de valores médios de
cistatina C, em funcdo do factor de diluicdo para o soro do
paciente da figura 6, obtidos por regressao linear de
segunda ordem.

A figura 8 representa um grafico de valores médios de
cistatina C, em funcdo do factor de diluicdo para o soro do
paciente da figura 6, obtidos por regressao linear de
terceira ordem.

A figura 9 ilustra o gréafico de DL (%) para o soro A
do ensaio do exemplo 5.

A figura 10 representa um grafico de valores médios de
cistatina C medidos de acordo com um método da técnica

anterior, em funcdo do factor de diluicdo para soros de
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diferentes pacientes, obtidos por regressdo linear (técnica
anterior).

A figura 11 representa um grafico de valores médios de
cistatina C medidos de acordo com um método da técnica
anterior, em funcdao do factor de diluic¢é&o para soros de
diferentes pacientes, obtidos por regressao linear de
primeira ordem.

A figura 12 representa um grafico de valores médios de
cistatina C medidos de acordo com um método da técnica
anterior, em funcdo do factor de diluicdo para soros de
diferentes pacientes, obtidos por regressao linear de
segunda ordem.

A figura 13 ilustra o grafico de DL (%) para o soro 1
do ensaio do exemplo 6 (técnica anterior).

A figura 14 ilustra o grafico de DL (%) para O Soro 2
do ensaio do exemplo 6 (técnica anterior).

A figura 15 ilustra o grafico de DL (%) para o soro 3
do ensaio do exemplo 6 (técnica anterior).

As figuras 16, 17 e 18 ilustram os resultados de
investigacdo da correlagdo entre os métodos de ensaio de
cistatina C: por turbidimetria de acordo com a presente
invencdo e por nefelometria de acordo com a técnica

anterior.

Descrigcdo abreviada da invencgéao

Os problemas supramencionados, associados a técnica
anterior de imunoensaios turbidimétricos para a medicdo de
cistatina C poderiam ser resolvidos, surpreendentemente,
por meio de um método turbidimétrico, conforme definido nas
reivindicag¢des anexas e explicado de forma mais minuciosa

nos paragrafos subsequentes da memdéria descritiva. O
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referido método da invencdo tira proveito, em particular,
da utilizacdo de complexos aperfeigcoados de nanoparticulas
e 1imunoconjugados, o© que permite uma medigcdo mais rapida
e/ou mails sensivel e/ou mais fidvel de cistatina C, em
diversas condig¢des experimentais, em particular, para
diferentes concentragdes de cistatina C, diferentes
comprimentos de onda de medicdo, diferentes tempos de
reacgdo e diferentes temperaturas. HA& outras vantagens que
se tornardo evidentes a partir das experiéncias adiantes
descritas.

Fazendo cuidadosos ajustamentos de imunoparticulas e
facultativamente dos reagentes de ensaio, foi possivel
observar um sinal turbidimétrico surpreendentemente mais
intenso e mais rédpido e consequentemente foi possivel
reduzir as interferéncias e a linearidade ©pdde ser
melhorada sem perda de rigor. Também foi possivel reduzir o
tempo de ensaio.

Os 1inventores da presente invencdo concluiram, inter
alia, que 0 tamanho das particulas tem que ser
cuidadosamente equilibrado. As particulas grandes geram um
sinal bom; no entanto, o0s sinais espontaneos sao elevados e
a capacidade de ligacédo ¢ diminuta, pelo que é necesséario
juntar um lote de ©particulas, criando uma turvacao
esponténea ainda mais elevada. Os fornecedores Ja
existentes de produtos para os ensaios, tais como a empresa
Dako Cytomation AS, Dinamarca, que fornece produtos com os
numeros de catdlogo LX002/EFG/CS/25.10.04,
S2361/EFG/KGR/09.07.03 e X0974/EFG/SUM/09.09.04, nao

conseguiram obter bons sinais turbidimétricos.

Definigbes de termos gerais
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Uma “amostra corporal liquida”, tal como utilizada no
método de ensaio de acordo com a invengdo, € uma amostra
obtida a partir de um mamifero, em particular um ser
humano, a qual contém cistatina C, em particular cistatina
C humana. E possivel utilizar qualquer amostra liquida que
contenha cistatina C. As referidas amostras para serem
analisadas de acordo com a invencdo podem ser fluidos
bioldégicos ou extractos de tecidos que contenham cistatina
C e podem ser previamente tratadas, antes do ensaio. Como
exemplos de amostras adequadas refere-se as amostras de
sangues, fracgdes de sangue, tais como soro e plasma, e
sangue previamente tratado, sangue tratado com EDTA ou
plasma tratado com EDTA, plasma tratado com citrato, plasma
tratado com heparina ou urina. As amostras obtidas
originalmente ou as suas fracgcbes podem ainda ser
modificadas por processos conhecidos na especialidade, tais
como, por exemplo, fraccionamento ou diluigéao. 0
fraccionamento pode ser efectuado com a finalidade de se
remover constituintes que eventualmente possam falsear o
ensaio. A diluicdo pode ser efectuada misturando a amostra
original, ou fraccgdo, com um liquido adequado para a
amostra, por exemplo, um tampado adequado, com a finalidade
de se ajustar a concentracdo dos constituintes, ©por
exemplo, do analito. Tais amostras modificadas séo
exemplificativas de amostras “obtidas a partir da” amostra
original de fluido corporal retirada ou isolada a partir do
corpo do mamifero.

Um “analito” para ser analisado de acordo com a
invengcdo ¢é a cistatina C, em particular a cistatina C
humana, tal como formada no corpo de um individuo saudavel

ou doente. Embora i1sso ndo seja necessario, eventualmente
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também €& possivel utilizar como analito um derivado da
cistatina C ou uma mistura da cistatina C natural e
derivados da cistatina C. Como exemplos nao limitativos de
derivados de cistatina C ©refere-se o0s compostos de
cistatina C portadores de um marcador detectavel adequado,
por exemplo, um isdtopo radicactivo ou um marcador metdlico
ou cromdforo.

Os termos “avaliar” ou “avaliacao” pretendem designar
a determinacdo tanto quantitativa como qualitativa, no
sentido de se obter um valor absoluto para a quantidade ou
concentracdo do analito, no caso vertente a cistatina C,
existente na amostra, e também para se obter um indice,
coeficiente, percentagem, um indicador wvisual ou qualquer
outro valor indicativo do nivel de analito existente na
amostra. A avaliacdo pode ser directa ou indirecta e as
espécies quimicas realmente detectdveis ndo tém de ser,
como €& evidente, o proéprio analito, podendo ser, por
exemplo, um seu derivado.

Os “imunoensaios homogéneos” s&o, em contraposicgdo aos
imunocensaios nao homogéneos, de construcdo mais simples e
permitem uma produtividade global superior. Em particular,
0s ensaios homogéneos ndo prevéem um passo de tratamento
prévio da amostra, sob a forma de um passo de separacgdo,
por exemplo, aplicando a amostra sob uma matriz sdélida, tal
como uma coluna de cromatografia, nem a separacao do
analito relativamente a parte dos constituintes originais
da amostra complexa original. Para um ensaio homogéneo,
mistura-se a amostra e 0S8 reagentes, mantém-se tudo a
incubar e procede-se as medicdes quer durante quer apds a

incubacgdo. S&do0 utilizados os sinais em pontos criticos ou
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diferengas de sinais entre medic¢des em momentos diferentes
ou medicdes cinéticas continuas.

As medig¢des ou 1munoensaios turbidimétricos de uma
“particula melhorada” baseiam-se nas ‘“propriedades de
dispersdo de 1luz” associadas as nanoparticulas ou aos
complexos de nanoparticulas-imunoconjugados de acordo com a
invencao, tal como utilizados de acordo com a 1invengao.
Tais nanoparticulas séo, regra (geral, aproximadamente
esférica, de preferéncia, com uma distribuicdo dimensional
estreita. O tamanho das referidas particulas ¢é expresso
normalmente através do seu didmetro médio. De acordo com
leis perfeitamente conhecidas sobre a dispersdo de luz, as
referidas propriedades de dispersdao de luz podem ser
influenciadas pelo tamanho das particulas e/ou pelo
quociente entre o indice de refraccédo das particulas e o do
meio. As propriedades fracas de dispersdao de luz podem
resultar de particulas de tamanhos pequenos e/ou de um
quociente diminuto entre o indice de refracgdo das
particulas e o do meio (ver também a lei de Rayleigh
respeitante a dispersédo de luz).

O tamanho e/ou o quociente respeitante ao indice de
refraccdo respeitante as nanoparticulas sdo tais que podem
provocar a dispersao de luz aos valores de comprimentos de
onda utilizados para a deteccgéao dos complexos de
nanoparticulas aglutinadas-imunoconjugados. De um modo
geral, escolhe-se esse tamanho de modo a ser mais pequeno
do que o comprimento de onda de deteccao.

O “comprimento de onda de deteccédo”, quando utilizado
de acordo com a presente invencdo para medicdo da variacao

da turvagdo da amostra, estd compreendido normalmente entre
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300 nm e 1200 nm, de preferéncia entre 400 nm e 700 nm e em
particular entre 500 nm e 600 nm.

O “rigor” de um método analitico da presente invencéo
significa a aptidédo de tais métodos para se determinar com
exactiddo a concentracdo de cistatina C numa amostra,
comparativamente com a concentragdo quando determinada por
um método de referéncia ainda mais fiavel.

A  “precisdo” de um método analitico da ©presente
invencdo é a variacdo de resultados quando a concentracéo
de cistatina C numa amostra €& determinada repetidas vezes.

A “consisténcia” de um ensaio de acordo com a presente
invencdo é a aptiddo dos métodos da invengdo para tolerar
substancias interferentes e variacdes nas condigdes de
ensaio sem que haja influéncia sobre o valor resultante da
determinacdo da concentracdo da cistatina C.

Uma “proteina inerte”, quando utilizada no contexto da
invencdo, € uma proteina com uma origem qgualguer (por
exemplo, de origem humana ou ndo humana, microbiana) que
ndo va falsear o método de ensaio da invencdo; em
particular, nado deve ter nenhuma ou quase nenhuma afinidade
detectavel para com a cistatina C que se pretende analisar
e/ou para com o0s anticorpos utilizados no método de ensaio

da invencao.

Descri¢do minuciosa da invengao

a) Variantes preferenciais da invencgao

De acordo com um seu primeiro aspecto a invencado diz
respeito a um ©processo de imunoensaio turbidimétrico
aperfeicoado para particulas, para avaliacdo da cistatina C

humana numa amostra de um ligquido corporal humano ou numa
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amostra obtida a partir daquela, de acordo com 0SS pPassos
seguintes:

(a) preparar uma mistura de ensaio colocando a
referida amostra ou uma diluicdo obtida a partir dela em
contacto com um conjugado de nanoparticulas—-anticorpos (ou
nanoparticulas-imunoconjugados), constituido por
nanoparticulas adequadas para medicdo turbidimétrica, em
que as referidas nanoparticulas s&o recobertas com um
revestimento de um material proteinico gque compreende
anticorpos anti-cistatina C humana ou seus fragmentos de
ligacdo ao antigénio, que se ligam a referida cistatina C,
em que as referidas nanoparticulas recobertas tém um
diémetro mediano no intervalo compreendido entre valores
superior a 58 nm e inferiores a 200 nm e

(b) avaliar o teor em cistatina C humana, medindo a
variacdo da turvacao da referida mistura;
em que o revestimento é tal que as referidas nanoparticulas
sdo recobertas com 10% a 35% de anticorpos que se ligam a
cistatina C humana, relativamente ao peso total do
conjugado de nanoparticulas-anticorpos.

Uma outra variante da invencdo diz respeito a um
imunocensaio turbidimétrico para determinar as cistatina C
humana numa amostra de um ligquido corporal humano,
executando os passos seguintes:

a) preparar um mistura de ensaio fazendo contactar a
referida amostra com um conjugado de nanoparticulas-
anticorpos, constituido por nanoparticulas adequadas para
medicdo turbidimétrica, em que as referidas nanoparticulas
sao recobertas com um revestimento de um material
proteinico que compreende anticorpos de aves anti-cistatina

C humana, ou seus fragmentos de ligacgcdo ao antigénio, para
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se ligarem a referida cistatina C, em que as referidas
nanoparticulas recobertas tém um didmetro mediano no
intervalo compreendido entre valores superior a 58 nm e
inferiores a 200 nm e

b) avaliar o teor em cistatina C humana, medindo a
variacdo da turvacdo da referida mistura.

De preferéncia, os referidos anticorpos sdo anticorpos
policlonais na&o humanos, de nao roedores, contra a
cistatina C humana; em particular, os referidos anticorpos
policlonais s&o anticorpos de aves contra a cistatina C
humana.

De acordo com uma outra variante preferencial, pelo
menos 25% em peso dos referidos anticorpos policlonais, ou
dos seus fragmentos, sao obtidos por purificacdo por
afinidade com a <cistatina C humana. Ao fazer-se a
purificacdo por afinidade, a proporcgcao dos anticorpos que
se ligam a cistatina C humana vai aumentar. Além disso,
eventualmente ¢é possivel fazer um enriquecimento ainda
maior, por purificacdo por afinidade, em anticorpos que se
ligam a cistatina C humana com uma afinidade (ou avidez)
superior as dos anticorpos que foram retirados da mistura.

Por exemplo, um anticorpo adequado, utilizado de
acordo com a invencédo, pode ter uma afinidade ou uma avidez
para a cistatina C humana gque corresponda (ou seja
substancialmente idéntica) a afinidade ou avidez de um
anticorpo de aves (por exemplo, policlonal) susceptivel de
ser obtido por purificacdo de afinidade de anticorpos de
aves através da ligacdo de anti-soro de aves anti-cistatina
C humana a cistatina C humana imobilizada sob uma fase
sélida e depois, de preferéncia apds a lavagem, por exemplo

com saluto salino tamponado com fosfato, fazendo a eluicao,
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dos anticorpos ligados, com tampdo citrato com uma
molaridade compreendida no intervalo entre 0,05 M e 0,2 M,
ou entre 0,08 M e 0,12 M, em particular de cerca de 0,1 M;
e para valores de pH compreendidos entre cerca de 3 to 3,5,
ou entre 3,1 e 3,3, em particular cerca de 3,2 (por
exemplo, conforme explicado de forma mais minuciosa na
parte experimental subsequente).

De acordo <com uma outra variante, os referidos
anticorpos compreendem (a) anticorpos monoclonais que se
ligam a um epitopo singular de cistatina C humana ou (b) um
conjunto de duas ou mais espécies de anticorpos
monoclonais, em gque cada uma das espécies de anticorpos
monoclonais se liga a um epitopo diferente da cistatina C
humana, ou duas ou mais espécies gque se ligam a epitopos
com uma forca de ligacédo diferente (afinidade ou avidez).

Os referidos anticorpos monoclonais ou sdao de origem
humana ou de origem n&o humana (por exemplo, podem ser
provenientes de roedores, ovinos, caprinos, aves ou
coelhos) .

As nanoparticulas recobertas, gquando utilizadas de
acordo com a invencao, possuem preferencialmente um
didmetro médio superior a 58 nm, em particular um didmetro
médio no intervalo entre 59 e 160, entre 60 e 140, entre 70
e 120, entre 75 e 110, entre 80 e 105 ou entre 90 e 95 nm.
De preferéncia sdo recobertas com uma camada de anticorpos.
Em particular, a referida camada pode ser considerada como
sendo uma monocamada COm uma espessura aproximada de cerca
de 5 nm. A camada pode estar “completa” (particulas
saturadas com anticorpos) ou, mais preferencialmente,

“incompleta” (isto ¢é, sdo utilizados menos anticorpos do
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que aqgueles que a capacidade de 1ligacdo das particulas
poderia suportar).

De acordo com uma outra variantes preferencial, as
referidas nanoparticulas recobertas estao recobertas
incompletamente com cerca de 5% a 35%, em particular 10% a
30% ou 15% a 25% de anticorpos de aves ou com 10% a 30% ou
15% a 25% de anticorpos em geral, relativamente ao peso
total do conjugado de nanoparticulas—-anticorpos.

De acordo uma outra variante preferencial, as
nanoparticulas s&do recobertas com uma mistura de anticorpos
e de uma proteina inerte, de preferéncia hidrofilica. Por
exemplo, entre 20% e 90%, mais preferencialmente entre 35%
e 80% e ainda mais preferencialmente entre 40% e 70% da
proteina total ligada a superficie das nanoparticulas séo
constituidos pelo anticorpo anti-cistatina C. Tais
particulas sdo portadoras de anticorpos numa quantidade que
¢ inferior a quantidade de anticorpos que teoricamente
podem ser fixados as particulas de acordo com a capacidade
de 1ligacéo das vreferidas particulas ndo recobertas. Em
simulténeo, as zonas das superficies das particulas nao
recobertas com as moléculas de anticorpos sd&o saturadas com
a proteina inerte, de preferéncia hidrofilica.

De acordo com uma variante preferencial, as referidas
nanoparticulas originais, nao recobertas, sdo feitas
essencialmente de 1latex, poliestireno, policloreto de
vinilo, resinas epdxi, policloreto de vinilideno,
polimetacrilato de ao—naftilo, polivinil-naftaleno e os seus
correspondentes copolimeros. Neste dominio da técnica hé
outros materiais adequados para obtencdo das particulas e

um especialista na matéria, orientado pelos preceitos da
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presente invencao, pode perfeitamente fazer uma selecgéo
conveniente.

De acordo com uma outra variante do processo
reivindicado, mede-se a variacdo da turvacdo através da
variagcdo da absorvéncia de 1luz pela referida mistura de
ensaio, emita preferencialmente com um comprimento de onda
no intervalo entre 500 nm e 600 nm, a uma temperatura no
intervalo entre 10°C e 50°C, de preferéncia apds um periodo
de reaccado entre 30 segundos e 600 segundos, por exemplo,
40, 40, 120, 260 ou 600 segundos.

A presente invencdo também proporciona pProcessos
turbidimétricos de imunoensaios para a medicdo de cistatina
C numa amostra de um liquido corporal ou numa amostra
obtida a partir de um liguido corporal, caracterizados por
se preparar uma mistura de ensaio fazendo contactar a
referida amostra de ligquido que contém a cistatina C, ou
uma amostra obtida a partir de um liquido gque contém
cistatina C ou uma diluigdo de uma amostra que contenha
cistatina C, com anticorpos ou fragmentos de anticorpos
anti-cistatina C, policlonais ou monoclonais, ligados as
nanoparticulas para se ligarem a referida cistatina C, e
avaliar o teor em cistatina C medindo a variacao de
turvacado da mistura, sendo a turvagdo caracterizada melhor
por uma variagdo da absorvéncia de luz com um determinado
comprimento de onda na referida mistura, se a mistura for
mantida durante um dado intervalo de tempo a uma dada
temperatura apds a formacdo da referida mistura com
nanoparticulas recobertas que tenham determinados tamanhos

minimos, conforme explicitado no quadro A subsequente.



23

Quadro A: intervalos de valores de mAbs Unidades/cm,

observados em diferentes condig¢des de ensaio

546 nm 505 nm 570 nm
Cistatina 37°C/260 s 320°¢C/ 37°c/ 37°cC/ 37°C/260 s 37°C/260 s
C ug/L /600 s | /120 s | /40 s
* * K K’k K * * * * * K * KKk * * Kk * KK
9,9 >15 | >25 >30 >12 >8 >4 >20 | >30 >40 >10 [ >15 >20
19,8 >30 | >55 >85 >25 >20 >7 >50 | >75 >100 [ >30 | >45 >55
34,1 >75 [ >125 | >190 | >75 >50 >15 >90 | >150 | »>250 | >80 | >100 | >125

didmetro das nanoparticulas recobertas > 58 nm

* valores minimos
** valores minimos preferiveis

**%* vyalores minimos particularmente preferiveis

A titulo de exemplo, o0s 1indices mais elevados de
variacao de absorvéncia sao cerca de 4 vezes, de
preferéncia cerca de 2 ou 3 vezes superiores aos niveis
mais elevados supramencionados, conforme observado para
cada situacdo experimental apresentada.

A titulo de exemplo, ¢é possivel obter os valores a
seguir indicados.

Temperatura de 37°C, 260 segundos, didmetro mediano
igual a 92 nm:
concentracdo de cistatina C 9,9 ug/L: 65 Unidades mAbs/cm,
concentracdo de «cistatina C 19,8 wug/L: 203 Unidades
mAbs/cm,
concentracdo de <cistatina C 26,6 wug/L: 244 Unidades
mAbs/cm,
concentracdo de «cistatina C 34,1 wug/L: 420 Unidades
mAbs/cm,
concentracdo de cistatina C 44 ug/L: 623 Unidades mAbs/cm.

Temperatura de 32°C, 600 segundos, didmetro mediano
igual a 92 nm:

concentracdo de cistatina C 9,9 ug/L: 29 Unidades mAbs/cm,
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concentracgdo de cistatina C 19,8 ug/L: 62 Unidades mAbs/cm,
concentracdo de cistatina C 26,6 wug/L: 122 Unidades
mAbs/cm,

concentracdo de «cistatina C 34,1 wug/L: 167 Unidades
mAbs/cm,

concentracdo de cistatina C 44 ug/L: 388 Unidades mAbs/cm.

Um outro processo preferencial de acordo com a
invengdo caracteriza-se - quando se constrdéi uma curva de
correlacédo relativamente a um processo nefelométrico - pelo
facto de se obter um valor de intercepcéo, para a
concentracao de cistatina, inferior a 0,15 mg/L, de
preferéncia inferior a 0,1 mg/L e ainda mais
preferencialmente inferior a 0,05 mg/L, com um Processo
turbidimétrico, para um valor correspondente de
concentracdo de cistatina C de 0 mg/L com O Processo
nefelométrico.

Um outro processo preferivel de acordo com a
invengdo caracteriza-se - quando se constrdéi uma curva de
correlacdo relativamente a um processo de imunoensaio néao
homogénea - pelo facto de se obter um valor de intercepcéo,
para a concentracdo de cistatina, inferior a 0,25 mg/L, de
preferéncia inferior a 0,15 mg/L e ainda mais
preferencialmente inferior a 0,5 mg/L, para um valor
correspondente de concentracdo de cistatina C de 0 mg/L.

Um outro processo preferivel de acordo com a invencéo
caracteriza-se por apresentar uma interferéncia,
relativamente aos triglicéridos numa concentragcdo de 15
mmol/L, na amostra experimental inferior a 6%, de
preferéncia inferior a 4% e ainda mais preferencialmente

inferior a 2% relativamente ao valor medido para a
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cistatina C com uma concentracdo de cistatina C igual a 1,2
mg/L.

Um outro processo preferencial de acordo com invencgao
caracteriza-se pelo facto de apresentar um desvio
relativamente a linearidade inferior a 5%, de preferéncia
inferior a 4% ou mais preferencialmente inferior a 3% num
intervalo de medicdo da concentracdo de cistatina C entre
1,32 ¢ 7,5 mg/L e/ou um desvio em relacgdo a linearidade
inferior a 15%, de preferéncia inferior a 11% e ainda mais
preferencialmente inferior a 7% na regidao de medigao
correspondente ao intervalo de medicdo de concentracao da
cistatina C entre 0,75 e 1,32 mg/L.

Um outro processo preferencial de acordo com a
invengdo caracteriza-se pelo facto de se determinar a
concentracdo de cistatina C numa amostra, medindo a
velocidade inicial de aumento da absorvéncia, (a) fazendo o
registo directo no momento da mistura ou (b) fazendo o
registo logo apdés se ter combinado a mistura com uma
extrapolacdo regressiva até ao aumento de absorvéncia
inicial ou (c) medindo a diferenca de absorvéncias entre
dois ou mais intervalos inferiores a 1 minuto apds se ter
misturado a amostra e o0s reagentes.

Um outro aspecto da invengdo proporciona um processo
para se avaliar a taxa de filtrac&o glomerular de um
mamifero, compreendendo tal processo a avaliacéao
turbidimétrica da cistatina C humana de acordo com um
processo tal como definido anteriormente. Tal processo pode
ser aplicado, em particular, durante o diagnéstico ou a
terapia de disfungdes renais (por exemplo, insuficiéncia ou
mal funcionamento renal) ou doencas ou patologias

associadas a tais disfuncdes.
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H4 ainda mais um outro aspecto da presente invencéo
que diz respeito a um estojo de reagentes ou a um estojo de
componentes, ou a um conjunto de reagentes para a execugao
do processo anteriormente definido, o qual compreende (a)
particulas, constituidas por imunoparticulas anti-cistatina
C, tais como definidas anteriormente, numa forma anidra ou
em suspensao, (b) um tampdo de ensaio numa forma anidra ou
dissolvida e, facultativamente, (c) misturas calibradoras e
misturas de referéncia, gualquer delas numa forma anidra ou
dissolvida ou em suspensao.

De preferéncia, as particulas e o tampdo de ensaio séo
fornecidos conjuntamente, numa forma anidra ou em
suspensao.

De acordo com um outro aspecto da invencdo, séao
fornecidos conjugados de nanoparticulas-anticorpos, de
acordo com a definigdo anterior e de acordo com o texto
subsequente mais minucioso.

A presente invengdo diz respeito a utilizagdo de tais
conjugados de nanoparticulas—-anticorpos numa imunoensaio
para a avaliagd&o da cistatina C humana ou num método de
diagnéstico para a avaliagdo da taxa de filtracgao
glomerular de um mamifero.

Finalmente, a presente invencdo diz respeito a
utilizagdo de tais conjugados de nanoparticulas—anticorpos
num imunoensaio para a avaliacdo da cistatina C humana ou
num método de diagndstico para a avaliacdo de disfuncao
renal, por exemplo, i1insuficiéncia ou mau funcionamento

renal.
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b) Preparacdo de anticorpos anti-cistatina C humana,

aplicdveis num processo da invencao

bl) Anticorpos policlonais

E possivel preparara anticorpos policlonais anti-
cistatina C humana por processos perfeitamente conhecidos
na especialidade, tais como os descritos, por exemplo, por
Chase, M. W., 1967, em “Methods of Immunology and
Immunochemistry”, ed. Williams, A. et al., M. W., pags.
197-209, Academic Press, Nova Iorque. Dito de forma
abreviada, efectua-se a imunizacdo, repetidas vezes, de
animais pertencentes a espécies convenientes (por exemplo,
coelhos, caprinos ou ovinos ou, preferencialmente, aves, em
particular aves domésticas, tais como galinhas), com
antigénios purificados contidos num adjuvante adequado, por
exemplo, adjuvante completo ou incompleto de Freund. Apds a
imunizacdo, retira-se sangue dos animais e o0s anticorpos
policlonais sao purificados por processos, tais como, por
exemplo, a precipitacdo com sulfato de amdédnio ou com
cloreto de amdbnio, cromatografia de permuta aniédnica,
cromatografia de imuno-afinidade e/ou cromatografia de
afinidade.

Para se conseguir obter um sinal turbidimétrico
suficiente s&do preferiveis anticorpos de elevada avidez.
Uma vez que o0s anticorpos policlonais compreendem muitas
moléculas de anticorpos diferentes, nédo é possivel calcular
uma constante de afinidade; no entanto, foram obtidos
valores de elevada avidez e afinidade por meio de técnicas
convencionais com anticorpos policlonais. Foram utilizados
anticorpos de coelhos, obtidos por processos convencionais,

se bem que tenham sido obtidos resultados ainda melhores
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com anticorpos de ovideos. Foram obtidos resultados ainda
melhores quando foram utilizados anticorpos de aves. Os
anticorpos de aves podem ser obtidos de acordo com O0S
processos descritos por Larsson A, Baaloew R-M, Lindahl T e
Forsberg P-O em Poultry Science 72:1807-1812, 1993. Faz-se
observar que sendo as aves geneticamente mais distintas dos
seres humanos, sao capazes de gerar anticorpos contra a
cistatina C humana gque tém uma avidez mais elevada do que
os anticorpos policlonais de mamiferos.

Os anticorpos policlonais de aves sao obtidos
vulgarmente a partir da clara de ovo (e por esse motivo séo
designados por IgY). No entanto, a clara de ovo contém
grandes quantidades de 1lipidos que fazem com gue seja
problemdtica a sua utilizacdo subsequente. Os IgY podem ser
isolados a partir de clara de ovo recorrendo ao Processo
progressivo de precipitagdo com sulfato de amébnio (por
exemplo, 25% a 40%) e com polietileno—-glicol (PEG). Para a
purificagdo inicial também é possivel utilizar estojos de
purificacdo de IgY existentes nos circuitos comerciais,
produzidos por Gallus Immunotch Inc, Cary, EUA, ou o estojo
de purificacdo de IgY ‘Eggcellent Chicken’, que pode ser
adquirido a Pierce, Rockford, EUA, tomando em consideracéo
as instrucgdes dos fabricantes.

Por outro lado, ¢é possivel aumentar ainda mais a
avidez dos anticorpos policlonais utilizando anticorpos que
foram purificados mediante a préatica de processos de
purificacdo por afinidade com o antigénio, por exemplo, em
conformidade com 0s preceitos da obra “Affinity
Purification of Proteins”, acessivel em www.piercenet.com
(Abril de 2006). A purificacdo por afinidade estd descrita

adiante de forma mais minuciosa.
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Foi observada uma maior avidez, em particular, qgquando
20% dos anticorpos utilizados haviam sido purificados por
afinidade com o antigénio, observou-se um aumento ainda
maior quando 50% dos anticorpos haviam sido purificados por
afinada com o antigénio e observou-se um aumento muito
maior quando mais de 75%, por exemplo, entre 75% e 100% dos
anticorpos haviam sido obtidos por processos de purificacao
por afinidade com o antigénio.

Para se purificar por afinidade anticorpos policlonais
de aves anti-cistatina C humana € necessdrio preparar uma
coluna de afinidade adequada para cistatina C humana. A
cistatina C humana purificada ¢é fixada, por meio de um
protocolo convencional a suportes sdélidos adequados, por
exemplo, sefarose ou Affigel, activados para ligarem de
forma covalente o antigénio ao suporte (os suportes sdélidos
activados e convenientes podem ser adquiridos, por exemplo,
a Pierce, Rockford, EUA). Depois, prepara-se uma coluna de
afinidade a partir da referida ©resina portadora do
antigénio.

A purificacdo de anticorpos por afinidade, feita com
éxito, depende da apresentacao eficaz dos epitopos
relevantes, no antigénio, aos locais de ligacgao do
anticorpo. Se o antigénio for pequenc e estiver imobilizado
directamente numa superficie do suporte sélido, por
miltiplas ligagdes quimicas, epilitopos importantes podem
ficar blogueados ou espacialmente imobilizados, impedindo
uma ligacédo eficaz de anticorpos. Assim sendo, € melhor
imobilizar os antigénios wutilizando um grupo funcional
inico (v.g., um grupo sulfidrilo sobre um residuo cisteina
terminal singular num péptido) e wutilizar um suporte

activado cujos grupos reactivos ocorram em bracos
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espacadores gue tenham um comprimento de varios atomos.
Para os antigénios maiores, especialmente aqueles dque
possuem locais maltiplos de imobilizacgdo, o comprimento do
brago do espacador torna-se menos importante uma vez gque O
préoprio antigénio serve de espacador eficaz entre a matriz
de suporte e o epitopo.

Normalmente h& pouca variacdo entre as condigdes
tipicas de 1ligacdo e de eluigdo para a purificacido de
anticorpos por afinidade, uma vez que a parte fundamental
de cada procedimento é a afinidade de um anticorpo para o
seu antigénio respectivo. Uma vez que os anticorpos séo
concebidos para reconhecerem antigénios e a eles se ligarem
firmemente em condic¢bdes fisioldgicas, na maior parte dos
procedimentos de purificacdo sao utilizadas condicdes de
ligagdo que simulam valores fisioldgicos de pH e de forga
iénica. Os tampdes de ligagdo mais vulgares sdo o soluto
salino tamponado com fosfato (PBS) e o soluto salino
tamponado com Tris (TBS) a pH 7,2 e NaCl 1,5 M (hé
embalagens de tampdes previamente misturados que podem ser
obtidas, por exemplo, em Pierce, Rockford, EUA). Logo que ©
anticorpo se tenha ligado a um antigénio imobilizado,
utiliza-se mais tampdoc de ligagdo para sSe remover por
lavagem o material ndo ligado, retirando-o do suporte. Para
se minimizar a ligacdo nao especifica, o tampdo de lavagem
pode conter outros sais ou detergentes para destruir todas
as interaccgdes fracas.

Os anticorpos especificos e purificados sdo retirados
da resina de afinidade por eluicao, alterando as condicgdes
de pH e/ou forca idnica do tampdo (os tampdes de eluicdo
vulgares podem ser obtidos, por exemplo, em Pierce,

Rockford, EUA). Em geral, os anticorpos sao proteinas
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resilientes que toleram valores de pH no intervalo entre
2,5 e 11,5 com perdas minimas de actividade, sendo esta, de
longe, a estratégia mais vulgar de eluicdo. Em alguns
casos, a 1interaccdo entre anticorpo-antigénio né&o é
eficientemente destruida pelas modificagbes de pH ou é
danificada pelos valores de pH, exigindo que seja utilizada
uma estratégia alternativa.

Seguidamente, apresenta-se um exemplo de um protocolo
de purificacéo por afinidade.

Passo 1l: lavar a coluna (~1 mL de leito de resina)
para se remover as proteinas residuais antes de cada
utilizagédo, wusando em sequéncia 10 volumes de coluna de
cada um dos tampdes a segulir indicados: glicina 0,2 M, pH
2,8 - 10 mL; NaHCO; 0,1 M, pH 8,5, NaCl 0,5 M - 10 mL.

Repetir o ciclo duas vezes com os tampdes indicados
anteriormente. A seguir, equilibrar a coluna com tampdo de
TTBS (NaCl 0,3 M, Tris/Cl 20 mM, pH 7,8, 0,1% (v/v) de
Tween-20 e 0,01% de NaN3) contendo NaCl ajustado para 0,5 M.

Passo 2: adicionar a wuma aliquota de 10 mL de
preparacgdo de anticorpos impura uma gquantidade de 1 mL de
TTBS 10x e 0,5 mL de NaCl 4 M. Centrifugar a mistura para
se remover qgualquer precipitado.

Passo 3: absorver 0S anticorpos por lotes,
transferindo a resina de afinidade para um tubo (um tubo de
15 mL) contendo o soro. Manter a incubar no compartimento
arrefecido. Em alternativa, ¢é possivel aplicar o soro a
coluna fazendo-o correr em caudal lento. Sao obtidas
fracgdes colhidas manualmente. Recolher a fase que passa
através da coluna e reaplicd-la uma segunda vez fazendo-a

correr em caudal lento.
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Passo 4: lavar a coluna exaustivamente com TTBS + NaCl
até 0,5 M, até o valor A,z ser inferior a 0,02. Recolher
fracgbes de 10 mL dos produtos de lavagem e verificar os
valores Aysy das fracgdes.

Passo 5: fazer a eluicdo do anticorpo utilizando
glicina 0,2 M a pH 2,8, contendo 0,02% de NaN3. fazer a
eluicado utilizando aliquotas de 1 mL de tampdo. Recolher as
fracgcdes em tubos de microcentrifugacdo de 1,5 mL contendo
50 mL Tris 1 M a pH 8,5. Isto neutraliza o tampdo de
eluicdo acidico imediatamente apdés a eluicdo da proteina.
Recolher pelo menos 10 fracgdes. Normalmente isto ¢é
suficiente para se remover o anticorpo. Fazer a leitura dos
valores RAygg de cada fracgcdo. Utilizando um tampao de
referéncia adequado (isto é, 1 mL de tampédo de glicina + 50
mL de Tris 1 M).

Passo 6: juntar as fracgdes adequadas. Obter um valor
A,s0 para a mistura de fraccgdes e guardar os anticorpos a
4°C ou congelar a mistura (-70°C) em aliquotas, na presenca
de glicerol a 50%.

Passo 7: lavar a coluna exaustivamente com tampdo de

glicina 0,2 M a pH 2,8, seguindo-se a lavagem com TTBS.

b2) Anticorpos monoclonais

Frequentemente os anticorpos policlonais s&do mais
preferenciais do que o0s anticorpos monoclonais nos ensaios
turbidimétricos em particulas aperfeicoados. Os anticorpos
policlonais sdo inerentemente reactivos com inuGmeros
epitopos diferentes no antigénios (ou analitos)
(contrariamente aos anticorpos monoclonais) e
consequentemente criam mais facilmente interligacdes e

redes entre as moléculas de antigénios per si, e entre os
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antigénios e as particulas com as quais os anticorpos séo
imobilizados. Pelo contrario, os anticorpos monoclonais
ligam-se geralmente apenas a um tipo de epitopos, o que faz
com que seja mais dificil que formem ligagdes e redes. No
entanto, a indistria de diagnéstico prefere frequentemente
a utilizacdo de anticorpos monoclonais, uma vez que € mais
facil fazer a sua normalizacdo e o controlo de qualidade
relativamente a um padrdo pré-definido, especialmente ao
longo de um periodo de validade do produto de varios anos.
Assim sendo, hé& bons exemplos sobre a utilizagdo de
anticorpos monoclonails para imunoensaios turbidimétricos de
particulas aperfeicoados, especialmente quando héa
caracteristicas antigénicas que favorecem a utilizacéd&o de
anticorpos monoclonais. Eda et al. em “Development of a New
Microparticle—-Enhanced Turbidimetric Assay for C-reactive
protein With Superior features in Analytical Sensitivity
and Dynamic range”, J. Clin. Lab. Analysis, 12: 137-144
(1998) descrevem a utilizacéo de dois anticorpos
monoclonais diferentes e duas microparticulas diferentes. A
CRP ¢é especialmente favordvel para a utilizacdo de
anticorpos monoclonais, uma vez que a molécula de CRP é um
pentdmero de subunidades idénticas e consequentemente ¢é
portadora de cinco réplicas de todos os epitopos (Pepys MB
et al., Adv. Immunol. 34:141-212 (1983)), o que torna a
utilizagdo de anticorpos monoclonais muito mais facil. No
entanto, com proteinas monoméricas e mais pequenas, tais
como a cistatina C, também é possivel utilizar misturas de
diferentes anticorpos monoclonais, em especial nas
variantes da presente invencdo. As misturas de diferentes
anticorpos monoclonais, especialmente guando sao

constituidas por muitos anticorpos monoclonais diferentes
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com elevada afinidade para a cistatina C, irdo ter éxito em
boas variantes da presente invencdo de imunoensaios de
cistatina C.

Os anticorpos monoclonais anti-cistatina C humana
também podem ser preparados por métodos conhecidos na
especialidade, por exemplo, os descritos por G. Kohler et
al., 1975, Nature 256, 495, G. Galfre et al., 1981, Meth.
Enzymol. 73, 3-46, ou R. Kennet, 1980, em: “Hybridomas: a
new dimension 1in biological analysis”, ed. R. Kennet et
al., Plenum press, Nova Iorque e Londres. S&do utilizados
esplenécitos e células do sangue periférico provenientes de
murganhos ou ratos 1imunizados que sdo fundidos com uma
linhagem de células de mieloma, utilizando, por exemplo, O
método de fusdo com polietileno. Apds a fusdo, as células
ficam a desenvolver-se em condi¢des convenientes, por
exemplo, em placas de cultura, sendo efectuada uma selecc¢do
de células correctamente fundidas utilizando, por exemplo,
o método de selecgdo com hipoxantina/aminopterina/timidina
(HAT) . As linhagens de células produtoras de anticorpos séo
identificadas por métodos tais como EIA, RIA ou por ensaios
de aglutinacéo. Apds a identificacdo da linhagem celular
produtora de anticorpos, as células sao subclonadas
repetidas vezes, por exemplo, pelo método de diluicgéo
limitada, para se garantir que a nova linhagem de células

em desenvolvimento deriva de uma unica célula.

b3) Anticorpos quiméricos

E possivel obter anticorpos quiméricos anti-cistatina C
humana por métodos perfeitamente conhecidos na
especialidade, tais como os descritos por G. L. Boulianne

et al., 1984, Nature 312, 643-645. De forma abreviada, o
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procedimento pode ser descrito conforme se segue. O ADN do
local de 1ligagdo do antigénio, pertencente a um anticorpo
monoclonal de uma espécie, ou suas partes, é transferido
para o ADN da estrutura principal de um outro anticorpo de
uma espécie diferente. Esta nova construcdo é clonada num
vector de expressdo que ¢é transferido para o sistema de

expressao correspondente para ser produzido o anticorpo.

b4) Anticorpos recombinantes

E possivel obter anticorpos recombinantes anti-
cistatina C humana sem necessidade de se utilizar veiculos
de origem animal, por métodos conhecidos na especialidade,
tais como os descritos por G. Winter et al., 1991, Nature,
349, 293 ou J. S. Huston et al., 1988, Proc. Ntl. Acad.
Sci. USA, 85, 5879. Tais métodos compreendem 0SS passos
seguintes: introdugdo de ADN (ADNc ou ADN sintético) que
codifique um anticorpo, ou seus fragmentos, numa célula
hospedeira, por exemplo, células de E. coli, fungos,
leveduras, plantas ou eucaridticas, seleccdo de anticorpos
com a especificidade e a afinidade desejadas e expressao do
anticorpo, ou seus fragmentos, no sistema de expressao

correspondente.

b5) Fragmentos de anticorpos

E possivel preparar os fragmentos Fab, Fab’ e F(ab’),
de anticorpos policlonais e de anticorpos monoclonais de
todas as espécies (incluindo os anticorpos quiméricos e os
anticorpos recombinantes) por métodos perfeitamente
conhecidos na especialidade, tais como os descritos, por
exemplo, por A. Nissonoff et al., 1960, Arch Biochem

Biophys, 89, 230, ou R. P. Porter, 1959, Biochem J, 73,
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119, ou E. Harlow et al. 1988, em “Antibodies-A Laboratory
Manual”, 626-631, Cold Spring Harbour Press, Nova Iorque,
EUA.

b6) Seleccdo de anticorpos anti-cistatina C humana com
reactividades diferentes para a cistatina C humana

Quando sado utilizados anticorpos monoclonais, ou 0sS
seus fragmentos, como elementos correlativos de ligacéao, a
seleccao dos anticorpos de diferentes reactividades, em
particular com reactividade elevada ou diminuta, pode ser
feita convenientemente aplicando uma camada de cada um dos
anticorpos monoclonais, separadamente, sobre nanoparticulas
do mesmo material e do mesmo tamanho, por meio de técnicas
de revestimento convencionais, seguindo-se a mistura das
nanoparticulas e dos reagentes segundo uma determinada
proporg¢do, por exemplo, 1/1 v/v, de uma maneira permutével
com o analito. Apds a geracgdo das curvas de calibracédo do
reagente com as nanoparticulas, nas mesmas condig¢des, o
declive acentuado das curvas de calibracdo resultantes para
as concentrag¢gdes diminutas de analito constitui uma
primeira indicagéao da reactividade dos elementos
correlativos imunoldgicos de ligacéo.

Quando s&o wutilizados anticorpos policlonais como
elementos correlativos de ligacéao, a preparacao dos
anticorpos policlonais de reactividades elevadas ou
diminutas pode ser feita de acordo com métodos
perfeitamente conhecidos na especialidade, introduzindo os
anticorpos policlonais numa coluna de cromatografia de
afinidade portadora do analito antigénico ligado, de forma
covalente, a matriz de gel. Com um gradiente de tampdo de

eluicdo 1rd ocorrer em primeiro lugar a eluigdo das
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fracgdes de anticorpos policlonais de reactividade
diminuta, para fora da coluna, seguindo-se as fraccgdes com
reactividades cada vez maiores (ver S. Yamamoto et al.,
1993, “Weterinary Immunology and Immunopathology", 36, 257-
264, Elsevier Science Publishers B. V., Amesterdao). A
reactividade das fracgdes pode ser confirmada depois quer
com um instrumento ‘BIAcore’ ou aplicando-as em camada,
independentemente, sobre nanoparticulas do mesmo tamanho e
feitas do mesmo material e gerando as correspondentes
curvas de calibracéo.

A selecgcao de anticorpos pode ser feita pelo
procedimento supramencionado que consiste em recobrir
nanoparticulas com as referidas fracgdes, seguindo-se uma
andlise de limite de detecgdo ou uma determinacdo da sua
afinidade funcional, conforme descrito supra. Se isso for
conveniente, ¢é possivel wutilizar misturas de diferentes
anticorpos anti-cistatina C humana que diferem entre si no
que respeita a sua afinidade/avidez perante a cistatina C
humana, para a preparacdo de conjugados de nanoparticulas-
anticorpos da presente invencdo. Um especialista na matéria
sabe como determinar as proporgdes de mistura convenientes,
recorrendo a uma série limitada de experiéncias.

Também estdo disponiveis nos circuitos comerciais
anticorpos adequados anti-cistatina C humana, provenientes
de diversas fontes. Por exemplo, a empresa HyTest da
Finladndia coloca no mercado um conjunto de anticorpos de
elevada afinidade anti-cistatina C humana que reconhecem
diferentes epitopos do antigénio. Estes anticorpos sao
preparados de uma maneira convencional, imunizando
murganhos da estirpe Balb/c com cistatina C purificada

proveniente de urina humana, e produzindo hibridomas por
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fusdo com a linhagem celular de hibridoma Sp2/0. o0s
anticorpos produzidos por clones seleccionados foram
purificados por cromatografia de afinidade com proteina A.
Presentemente ¢é possivel obter na empresa HyTest os mAbs
seguintes: Cystl0, Cystl3, Cystl6, Cystl8, Cystl9, Cyst23,
Cyst24 e Cyst28. Outros fornecedores gque comercializam
anticorpos monoclonais ou policlonais anti-cistatina C
humana sao o0s seguintes: Fusion, Irlanda do Norte;
BioVendor, RepuUblica Checa, AB Location, Alemanha; Advanced
Immunicemical, EUA; Abeam, RU; Axxora, RU; Biodesign, EUA;
R&D Systems, EUA; AbD Serotec, Noruega; Strategic
Biosolutions, EUA. Em principio, & possivel utilizar todos
0s anticorpos anti-cistatina C humana provenientes das
referidas fontes, por si sdés ou combinadamente para a

pratica da presente invencao.

c) Nanoparticulas e seus conjugados com anticorpos

0O material para a preparagdo de nanoparticulas da
invengdo pode ser qualguer material natural ou sintético,
inorganico, orgénico, polimérico ou nao polimérico,
adequado para gerar e realizar ensaios de dispersdo de 1luz
realcada por particulas. Tais materiais compreendem, por
exemplo, selénio, carbono, ouro; nitretos de carbono,
silicio ou germdnio, por exemplo, SizNg; Oxidos de ferro,
titdnio ou silicio, por exemplo, TiO; ou Si0;; e materiais
poliméricos, tais como, por exemplo, latex, poliestireno,
policloreto de wvinilo, resinas epdxi, policloreto de
vinilideno, polimetacrilato de o-naftilo, polivinil-
naftaleno, ou seus copolimeros, em particular 0Ss
copolimeros de estireno e de um composto etilenicamente

insaturado copolimerizavel, por exemplo, copolimeros de
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estireno- (met)acrilato. Também sdo adequadas as particulas
feitas de materiais poliméricos e também as particulas de
nicleo-invdlucro constituidas por um nucleo interior
polimerizado a partir de estireno e um invélucro exterior
obtido por copolimerizacdo a partir de estireno com um
composto etilenicamente insaturado copolimerizavel,
conforme descrito, por exemplo, na patente de invencao
norte-americana n°® 4 210 723.

As particulas poliméricas adequadas para a conjugacéao
podem ser adquiridas a Bangs Particles Inc. ou Interfacial
Dynamics Inc, Merck SA, Franca, ou noutras fontes
convenientes. As particulas podem ser activadas para
ligagdo a anticorpos, de acordo com diversos métodos,
podendo ser encontrados preceitos explicativos exaustivos
sobre a referida quimica de acoplamento, v.g., em TechNote
205, Rev. 003, por exemplo, de Marco de 2002, a obra
“Covalent Coupling”, de Bangs Laboratories, Inc. pode ser
obtida no website. Por exemplo, o acoplamento pode ser
feito por meio de particulas que transportam sobre a sua
superficie grupos carboxilo, amino, hidroxilo, hidrazida ou
clorometilo. A molécula que 1rd ser acoplada pode reagir
directamente com tais grupos ou pode reagir através de um
ligador adequado, por exemplo, carbodiimidas, glutaraldeido
ou brometo de cianogénio.

O invdélucro das particulas de acordo com a presente
invencdo tem de possuilr, preferencialmente, anticorpos com
afinidades elevadas para a cistatina C, sendo combinado com
um nucleo de uma nanoparticula com um determinado tamanho
para que seja gerado um sinal turbidimétrico suficiente. De
uma forma tipica, as nanoparticulas gue compreendem o

invélucro de material proteinico tém dimensdes
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compreendidas entre 58 nm e 200 nm, mais preferencialmente
entre 65 nm e 150 nm e ainda mais preferencialmente entre
80 nm e 135 nm.

De acordo com uma variante particular da invencédo, o
diémetro médio das particulas nédo revestidas é de cerca de
80 nm. Utilizando estas particulas, depois de revestidas
tém um didmetro tipicamente entre 90-100 nm. Como regra
geral, uma monocamada de anticorpos tem uma espessura de
cerca de 5 nm, pelo que se considera entdo que tais
particulas sdo portadoras de uma monocamada de anticorpos.

Estas particulas 1ird&o proporcionar bons resultados
quando 5% a 35% do peso seco total das particulas
conjugadas é constituido por anticorpos e irdo proporcionar
resultados melhores para valores entre 10% e 30% e iréo
proporcionar resultados Optimos quando 15% a 25% do peso
seco total das particulas conjugadas férmula geral
constituido por anticorpos.

Se forem utilizadas particulas ligeiramente maiores
estes valores percentuais oOptimos passam a ser menores. A
titulo de exemplo, se fores utilizadas particulas
desguarnecidas de 95 nm, tipicamente acabam por adquirir um
didmetro mediano de 110 nm gquando recobertas. As
percentagens correspondentes sao entdo 4% a 32%, 8% a 26% e
para se obter resultados dptimos 12% a 22% (percentagens do
peso seco total das particulas conjugadas constituidas por
anticorpos). No entanto, com estas particulas ligeiramente
maiores, é necessario utilizar mais particulas
(significando isso um peso maior de particulas) no ensaio
para se obter uma capacidade de 1ligacdo suficiente para
criar uma curva de calibragdo sem um nivelamento da curva

aos valores de concentracdo mais elevados de cistatina C (a
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curva de calibracdo do ensaio tem de apresentar um bom
intervalo diné&mico que vé4 além de 8 ug de cistatina C por
cada uL de amostra), o que conduz a um sinal esponténeo de
absorcédo muito superior (particulas maiores e mais
particulas) e a uma menor relagdo sinal/ruido.

Por outro lado, as particulas mais pequenas iréo
proporcionar um maior valor O¢ptimo de percentagem de
anticorpos nas imunoparticulas recobertas. Por exemplo, se
forem utilizadas particulas com um tamanho de 70 nm e néo
recobertas, o didmetro mediano das particulas recobertas
ird ser tipicamente igual a 80 nm e uma proporcdo entre 18%
e 30% de anticorpos relativamente ao peso seco total das
particulas conjugadas 1rd corresponder a percentagens
6ptimas, estando as proporgdes menos dptimas compreendidas
entre 12% e 36% e estando as proporc¢des ainda menos dptimas
compreendidas entre 4% e 42% de anticorpos. No entanto, com
estas particulas ligeiramente mais pequenas, tém de ser
utilizadas menos particulas (significando isso um peso
menor de particulas) no ensaio para se criar uma curva de
calibragdo com um declive suficiente para os valores mais
baixos das concentracdes, isto ¢, inferiores a 1 ug de
cistatina C por cada ulL de amostra, sendo o sinal menor e
também mais vulnerdvel ao ruido esponténeo.

Com base na explicacgdo anterior, um especialista na
matéria fica habilitado, em conformidade com os preceitos
da presente invencdo, a fazer preparagdes Optimas de
imunoparticulas para diversas condigdes de ensaio.

A aplicagdo de anticorpos anti-cistatina C humana
sobre nanoparticulas pode ser efectuada de modo adsortivo

ou de modo covalente, em conformidade com métodos
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perfeitamente conhecidos na especialidade adequados as
propriedades do material utilizado.

De acordo com uma variante preferencial, durante a
conjugacdo/ligacdo dos anticorpos as nanoparticulas devem
estar ©presentes misturas de wuma ou varias ©proteinas
hidrofilicas inertes com os anticorpos anti-cistatina C. os
inventores verificaram, surpreendentemente, que se obtém
resultados dptimos com particulas hidrofilicas com uma
elevada capacidade de 1ligacdao quando os anticorpos séao
conjugados com as particulas conjuntamente com proteinas
hidrofilicas gque possuam valores de pH prdximos do valor de
pH de conjugacdo. Foram obtidos os melhores resultados
quando a transferrina e a albumina de bovino se encontravam
presentes durante a conjugacdo. No entanto, também &
possivel misturar outras proteinas inertes com 0os
anticorpos durante a conjugacao. Como exemplos nao
limitativos de tais proteinas hidrofilicas inertes refere-
se a hemocianina de moluscos gastrdépodes, a haptoglobina e
outras proteinas soluveis em &agua, sem nenhuma afinidade
para os anticorpos nem para a cistatina C.

Durante o processo de acoplamento as condig¢des sdo, ou
devem ser, ou entdo, se necessario, devem ser adaptadas
para gue assim sejam, tais que o0s anticorpos sejam mais
reactivos com o material do nucleo das nanoparticulas do
que com a proteina inerte, para que assim se liguem mais ou
menos dquantitativamente ao nucleo. As partes reactivas
residuais da superficie das nanoparticulas ira ficar
bloqueada pelas proteinas inertes.

Os 1inventores da presente invencdo verificaram, como
regra geral, que num primeiro passo as partes hidrofdbicas

dos anticorpos parecem ligar-se fisicamente as particulas e
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por esse motivo toda a molécula estd préxima dos grupos
reactivos, por exemplo, grupos clorometilo, existentes
sobre a superficie da particula, reagindo depois com o0s
grupos correspondentes, por exemplo, grupos amina, da
molécula de proteina. Devido a esta absorcdo fisica, as
moléculas de anticorpos grandes completam-se
surpreendentemente bem com as proteinas hidrofilicas
inertes mais pequenas, tais como a albumina e a
transferrina. No entanto, uma vez que sdo utilizados menos
anticorpos do que o0s que correspondem a capacidade de
ligagdo das particulas, as proteinas inertes, tais como as
albuminas e as transferrinas, reagem com tudo gquanto possa
reagir existente sobre a superficie das particulas e
proporcionam ent&o particulas da presente invencao gue tém
simultaneamente uma boa superficie hidrofilica e uma boa
capacidade de 1ligacdo de anticorpos, e uma PpProporgiao
adequada de material das nanoparticulas que consegue gerar
um sinal bom.

A adaptacao de condicgdes adequadas a cada variante do
processo de revestimento, a luz dos preceitos aqui
explicitados, ¢ uma matéria de rotina para um especialista
na matéria.

Por exemplo, para o acoplamento é possivel escolher um
valor de pH meia unidade acima do valor de pH do anticorpo,
quando sdo utilizados anticorpos monoclonais. Os anticorpos
policlonais tém um pH bastante diverso e por isso, com
anticorpos policlonais, eventualmente pode ser preferivel
escolher um valor de pH igual a 8§, 8.

De acordo com uma variante preferencial, com base no
teor total em ©proteinas da mistura de reacgdo de

acoplamento, entre cerca de 3% e 70% em peso ou ainda mais
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preferencialmente entre 5% e 40% em peso das proteinas
presentes durante a conjugacdo devem ser constituidos por
anticorpos anti-cistatina C.

Uma vez dque os anticorpos tém, conforme explicitado
anteriormente, um grau de ligacdo as particulas superior ao
das proteinas hidrofilicas inertes, a proporgao entre
proteinas de anticorpos e proteinas totais ligadas a
superficie das particulas ird ser muito maior; por exemplo,
entre 20% e 90%, mais preferencialmente entre 35% e 80% e
ainda mais preferencialmente entre 40% e 70% das proteinas
totais ligadas a superficie das particulas sdo constituidos

pelos anticorpos.

dl) Vantagens da invencgao

A presente invencao proporciona um imunoensaio
turbidimétrico de cistatina C com uma relacdo sinal/ruido
muito mais intensa do que a da técnica anterior. Escolhendo
particulas com nlUcleos grandes e invélucros proteinicos, de
preferéncia com um determinado tamanho minimo, combinadas
com anticorpos purificados por afinidade com antigénios,
obteve-se um sinal de agregacdo surpreendentemente elevado.
Obteve-se um sinal turbidimétrico forte devido a um
surpreendente efeito sinérgico entre o indice de refraccéo
das particulas, comparado com o do tampdo de ensaio, e a
elevada afinidade (ou avidez) dos anticorpos altamente
purificados. 0O sinal turbidimétrico forte determinou uma
maior consisténcia em relacdo a substéncias interferentes,
v.g., triglicéridos, e uma linearidade melhor do que a dos
imuncensaios turbidimétricos de cistatina C de acordo com a

técnica anterior.
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O factor critico para um imunoensaio homogéneo é o
sinal gerado por unidade de massa do volume da mistura para
ensaio. A mistura para ensaio é a mistura obtida gquando
foram j& acrescentados todos os reagentes e a amostra. Por
exemplo, no caso de se pretender analisar uma amostra de 3
uL e se a referida amostra contiver <cistatina C na
concentracdo de 1 ug/L e o volume final depois de misturado
todos o0s reagentes e a amostra for de 300 uL, a
concentracgdo de cistatina C na mistura final para ensaio é
de 10 ug/L. Se a concentragdo do analito na amostra for
diminuta, isto pode ser compensado normalmente utilizando
uma amostra maior comparativamente com o volume de mistura
para ensaio, v.g., aumentando a amostra para 6 uL numa
volume de mistura para ensaio igual a 300 uL. H& diversos
obstaculos ao aumento do volume da amostra. Em primeiro
lugar, a concentracdo de todas as substéncias interferentes
que possam estar presentes na amostra € aumentada na
mistura para ensaio. Em segundo lugar, aumenta a
necessidade em anticorpos para superar o efeito de gancho
critico (isto ¢é, uma curva dose/resposta com declive
negativa), o que por sua vez faz aumentar correspondentemente
o custo dos anticorpos utilizados no ensaio.

Assim sendo, h& um requisito que consiste em fazer
ensaios com boa intensidade do sinal e consistentes, com
uma concentracdo diminuta do analito na mistura para ensaio
e um correspondente volume diminuto de amostra. O aumento
do volume da amostra em imunoensaios homogéneos implica
mais interferéncia e mais ensaios dispendiosos.

A presente invencao proporciona um aumento
surpreendente da intensidade do sinal, da consisténcia e da

linearidade de imunoensaios turbidimétricos da cistatina C.
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De acordo <com a presente invencdo também héd menos
interferéncia provocada por lipidos tais como 0s
triglicéridos. A invencdo foi levado a bom termo depois de
se compreender que as insuficiéncias da técnica anterior se
baseavam numa intensidade demasiadamente fraca do sinal
turbidimétrico emitido por unidade de massa do analito, e
proporciona processos com melhor precisdo e linearidade e
menos interferéncia do gque os métodos turbidimétricos da

técnica anterior.

d2) Aperfeigoamentos concretos observados em diferentes
condicgbes experimentais

De acordo com a presente invencgdo, esta proporciona
processos aperfeigoados de imunoensaios turbidimétricos
para a medigdéo da concentracdo de cistatina C numa amostra
de um liguido corporal ou numa amostra obtida a partir de
um liquido corporal, caracterizando-se tais processos pelo
facto de se
preparar uma mistura para ensaio fazendo contactar a
referida amostra liquida que contém a cistatina C, ou uma
amostra obtida a partir de um liquido gue contenha
cistatina C, ou uma diluig¢do de uma amostra que contenha
cistatina C, com anticorpos ou fragmentos de anticorpos
policlonais anti-cistatina C, ligados a nanoparticulas que
vao ligar-se a referida cistatina C e
avaliar o teor em cistatina C, medindo a alteracao de
turvacdo da mistura, sendo a turvacgado caracterizada ainda
por uma modificagdo da absorvéncia da referida mistura para

uma luz com um comprimento de onda de 546 nm
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superior a 15 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio
de 9,9 ng de cistatina C por litro na mistura para ensaio
ou

superior a 30 Unidades mAbs/cm para uma concentracgdo
de 19,8 pg de cistatina C por litro na mistura para ensaio
ou

superior a 75 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio
de 9,9 ng de cistatina C por litro na mistura para ensaio,
se a referida mistura for mantida a 37°C durante 260
segundos depois de se ter formado a mistura,
caracterizando-se também o ©processo pelo facto de o
didmetro mediano das referidas nanoparticulas a que estao
ligados os conjugados de anticorpos ou de fragmentos de
anticorpos policlonais anti-cistatina C ser superior a 58nm

Isto é especialmente benéfico uma vez que o
comprimento de onda de 546 nm e a temperatura de 37°C & um
modo de funcionamento tipico para muitos analisadores
automdticos de quimica clinica, tais como os instrumentos
da Hitachi, Cobas e Modulas da Roche, Olympus e muitos
mais.

A presente invencdo proporciona também um processo
aperfeicoado caracterizado por uma modificacédo da
absorvéncia da referida mistura para uma 1luz com um
comprimento de onda de 546 nm

superior a 25 Unidades mAbs/cm para uma concentracio
de 9,9 pg de cistatina C por litro na mistura de ensaio ou

superior a 55 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio
de 19,8 pg de cistatina C por litro na mistura de ensaio

superior a 125 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio

de 34,1 pg de cistatina C por litro na mistura de ensaio,
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se a referida mistura for mantida a 37°C durante 260
segundos apds a formacdo da mistura, o que €& vantajoso pelo
mesmo motivo.

Mais ainda, a presente invengdo proporciona um
processo, caracterizado por uma modificacdo da absorvéncia
da referida mistura para uma luz com um comprimento de onda
de 546 nm

superior a 30 Unidades mAbs/cm para uma concentracgdo
de 9,9 png de cistatina C por litro na mistura de ensaio ou

superior a 85 Unidades mAbs/cm para uma concentracgdo
de 19,8 ng de cistatina C por litro na mistura de ensaio

superior a 125 Unidades mAbs/cm para uma concentracgdo
de 190 pg de cistatina C por litro na mistura de ensaio,
se a referida mistura for mantida a 37°C durante 260
segundos apdés a formacdo da mistura, o que é vantajoso pelo
mesmo motivo.

Diversos instrumentos analiticos espectrofotométricos
trabalham em comprimentos de onda inferiores. Assim sendo,
a presente invengdo proporciona também um Processo
caracterizado por uma modificacdo caracterizado por uma
modificagdo da absorvéncia da referida mistura para uma luz
com um comprimento de onda de 505 nm

superior a 20 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio
de 9,9 png de cistatina C por litro na mistura de ensaio ou

superior a 50 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio
de 19,8 pg de cistatina C por litro na mistura de ensaio

superior a 90 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio
de 34,1 png de cistatina C por litro na mistura de ensaio,
se a referida mistura for mantida a 37°C durante 260

segundos apds a formacdo da mistura.
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Em particular, a presente invencao proporciona um
processo caracterizado por uma modificacdo caracterizado
por uma modificagdo da absorvéncia da referida mistura para
uma luz com um comprimento de onda de 505 nm

superior a 30 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio
de 9,9 png de cistatina C por litro na mistura de ensaio ou

superior a 75 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio
de 19,8 png de cistatina C por litro na mistura de ensaio

superior a 150 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio
de 34,1 png de cistatina C por litro na mistura de ensaio,
se a referida mistura for mantida a 37°C durante 260
segundos apds a formacdo da mistura.
Mais ainda, a presente invencdo proporciona um pProcesso
caracterizado por uma modificacdo caracterizado por uma
modificagdo da absorvéncia da referida mistura para uma luz
com um comprimento de onda de 505 nm

superior a 40 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio
de 9,9 png de cistatina C por litro na mistura de ensaio ou

superior a 100 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio
de 19,8 npng de cistatina C por litro na mistura de ensaio

superior a 250 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio
de 34,1 pg de cistatina C por litro na mistura de ensaio,
se a referida mistura for mantida a 37°C durante 260
segundos apds a formacdo da mistura.

H& outros instrumentos analiticos espectrofotométricos
que podem trabalhar com comprimentos de onda superiores.

Assim, a presente 1invencdo proporciona também um
processo caracterizado por uma modificacdo da absorvéncia
da referida mistura para uma luz com um comprimento de onda

de 570 nm
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superior a 10 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio
de 9,9 png de cistatina C por litro na mistura de ensaio ou

superior a 30 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio
de 19,8 png de cistatina C por litro na mistura de ensaio

superior a 80 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio
de 34,1 png de cistatina C por litro na mistura de ensaio,
se a referida mistura for mantida a 37°C durante 260
segundos apds a formacdo da mistura.

Em particular, a presente 1invencao proporciona um
processo caracterizado por uma modificacdo da absorvéncia
da referida mistura para uma luz com um comprimento de onda
de 570 nm

superior a 15 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio
de 9,9 png de cistatina C por litro na mistura de ensaio ou

superior a 45 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio
de 19,8 npg de cistatina C por litro na mistura de ensaio

superior a 100 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio
de 34,1 pg de cistatina C por litro na mistura de ensaio,
se a referida mistura for mantida a 37°C durante 260
segundos apds a formacdo da mistura.

Além disso, presente invencdo proporciona um pProcesso
caracterizado por uma modificagdo da absorvéncia da
referida mistura para uma luz com um comprimento de onda de
570 nm

superior a 20 Unidades mAbs/cm para uma concentracio
de 9,9 png de cistatina C por litro na mistura de ensaio ou

superior a 55 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio
de 19,8 png de cistatina C por litro na mistura de ensaio

superior a 125 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio

de 34,1 png de cistatina C por litro na mistura de ensaio,
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se a referida mistura for mantida a 37°C durante 260
segundos apds a formacdo da mistura.

H&4 diversos instrumentos de andlise para qguimica
clinica que trabalham a uma temperatura inferior a 37°C.

Assim sendo, a presente 1invencdo proporciona um
processo caracterizado por uma modificacdo da absorvéncia
da referida mistura para uma luz com um comprimento de onda
de 546 nm

superior a 12 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio
de 9,9 png de cistatina C por litro na mistura de ensaio ou

superior a 25 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio
de 19,8 png de cistatina C por litro na mistura de ensaio

superior a 70 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio
de 34,1 png de cistatina C por litro na mistura de ensaio,
se a referida mistura for mantida a 32°C durante 600
segundos apds a formacdo da mistura.

E grande a procura de um processo de ensaio mais
radpido e mais eficiente, com a finalidade de se aumentar a
capacidade dos instrumentos automaticos utilizados em
quimica clinica. Se um ensaio for efectuado mais
rapidamente, ¢é possivel fazer mais ensaios por unidade de
tempo. Em especial, se os instrumentos forem construidos
para trabalharem em modo cinético, é vantajoso que haja um
aumento rapido e intenso do sinal apds o inicio do ensaio.
Deste modo, a presente invengdo proporciona um processo
caracterizado por uma modificagdo da absorvéncia da
referida mistura para uma luz com um comprimento de onda de
546 nm

superior a 8 Unidades mAbs/cm para uma concentracdo de

9,9 ng de cistatina C por litro na mistura de ensaio ou
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superior a 20 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio
de 19,8 png de cistatina C por litro na mistura de ensaio

superior a 50 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio
de 34,1 pg de cistatina C por litro na mistura de ensaio,
se a referida mistura for mantida a 37°C durante 120
segundos apds a formacdo da mistura.

Em particular, a presente 1invencao proporciona um
processo caracterizado por uma modificacdo da absorvéncia
da referida mistura para uma luz com um comprimento de onda
de 546 nm

superior a 15 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio
de 9,9 png de cistatina C por litro na mistura de ensaio ou

superior a 30 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio
de 19,8 npng de cistatina C por litro na mistura de ensaio

superior a 75 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio
de 34,1 png de cistatina C por litro na mistura de ensaio,
se a referida mistura for mantida a 37°C durante 120
segundos apds a formacdo da mistura.

Mais ainda, a presente invencdo proporciona um
processo caracterizado por uma modificacdo da absorvéncia
da referida mistura para uma luz com um comprimento de onda
de 546 nm

superior a 4 Unidades mAbs/cm para uma concentracdo de
9,9 ng de cistatina C por litro na mistura de ensaio ou

superior a 7 Unidades mAbs/cm para uma concentracdo de
19,8 pg de cistatina C por litro na mistura de ensaio

superior a 15 Unidades mAbs/cm para uma concentracgio
de 34,1 png de cistatina C por litro na mistura de ensaio,
se a referida mistura for mantida a 37°C durante 40

segundos apds a formacdo da mistura.
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d3) Resultados obtidos em condigbdes idénticas com um
sistema turbidimétrico da técnica anterior

Conforme explicitado anteriormente, o tamanho das
nanoparticulas utilizadas no ensaio tem de ser
cuidadosamente equilibrado. As particulas grandes déo
origem a um sinal bom; no entanto, a emissdo espontidnea é
elevada e a capacidade de ligacdo é diminuta, pelo que é
necessario acrescentar um lote de particulas, dando origem
a uma turvacgao esponténea elevada. Os fornecedores
conhecidos de ©produtos para ensaios, tais como Dako
Cytomation As, presumivelmente por este motivo importante
ndo conseguiram obter bons sinais turbidimétricos.

Quando se trabalha em conformidade com as instrucgdes
do tipo das apresentadas no folheto inserido na embalagem
de Dako Cytomation As, com 0S8 numeros de catalogo
LX002/EFG1CS/25.10.04, S2361/EFG1KGR/09.07.03 e
X0974/EFG/SUM/09.09.04 e tendo em conta o artigo escrito
por Schmidt, Kjoller e Gronkjaer supramencionado, resultou
dai um processo turbidimétrico de inmuncensaios para a
cistatina C caracterizado - gquando se trabalha com um
comprimento de onda de 546 nm a 37°C e durante 260 segundos
- por uma modificacdo da absorvéncia apenas igual a 9
mUnidades Abs para uma concentragcdo de 9,9 pg de cistatina
C por 1litro na mistura para ensaio, apenas igual a 24
mUnidades Abs para uma concentracdo de 19,8 ng de cistatina
C por litro na mistura para ensaio, e apenas igual a 50
mUnidades Abs para uma concentracdo de 34,1 ng de cistatina
C por litro na mistura para ensaio.

Estes resultados estdo bastante aquém dos resultados

observados com a presente invengao (ver supra).



54

Ao tentar utilizar um periodo de ensaio mais curto
(prdéprio para leituras cinéticas), igual a 120 segundos,
obteve-se uma modificacdo da absorvéncia

apenas igual a 6 mUnidades Abs para uma concentracgdo
de 9,9 pg de cistatina C por litro na mistura para ensaio

apenas 1igual a 15 mUnidades Abs para uma concentragdo
de 19,8 pg de cistatina C por litro na mistura para ensaio
e apenas igual a 24 mUnidades Abs para uma concentracédo de
34,1 pg de cistatina C por litro na mistura para ensaio,

resultados estes que sado bastante inferiores aos
resultados obtidos com a presente invencéo.

por outro lado, qguando se tenta utilizar um tempo de
ensaio ainda mais curto (conveniente para leituras
cinéticas), igual a 40 segundos obtém-se como resultado uma
modificacdo da absorvéncia

apenas igual a 3 mUnidades Abs para uma concentracgdo
de 9,9 pg de cistatina C por litro na mistura para ensaio

apenas igual a6 mUnidades Abs para uma concentracao de
19,8 npg de cistatina C por litro na mistura para ensaio
apenas igual a 9 mUnidades Abs para uma concentracdo de
34,1 pg de cistatina C por litro na mistura para ensaio,
resultados estes que sao bastante inferiores aos resultados
obtidos com a presente invencao.

O tempo de ensaio supramencionado ¢é definido como
sendo o tempo que decorre desde a adicdo da suspensao de
imunoparticulas a mistura dos reagentes de ensaio e da
amostra. Todos os volumes e sequéncias executadas estavam
em conformidade com as recomendacdes do fabricante. As
concentracdes de cistatina C foram determinadas recorrendo

a pProcessos de referéncia nefelométricos ‘ProSpec’
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desenvolvidos por Dade-Behring US, com o numero de catdlogo

OQNM13 N Latex cistatina C.

e) Execucdo do processo de ensaio da presente invencgao

De acordo com uma variante preferivel da presente
invencdo, mistura-se um tampdoc de ensaio com uma amostra e
com uma suspensao de imunoparticulas e faz-se a
monitorizacdo da turvacdo da mistura ou da suspensao
resultante por meio de um fotdmetro, preferencialmente um
fotdmetro de registo e ainda  preferencialmente um
espectrofotdmetro de registo. Uma sequéncia preferencial de
passos €& a seguinte: misturar a amostra com o tampdo de
ensaio, permitindo que a mistura se dissolva totalmente e
estabilize e acrescentar depois a mistura de
imunoparticulas. A presente invencdo também pode ser levada
a prédtica misturando em primeiro lugar o tampdo de ensaio e
a suspensdo de imunoparticulas e acrescentando entdo e
misturando a amostra. Devem ser aplicados processos optimos
de mistura (seleccionados entre processos perfeitamente
conhecidos na especialidade), os quais podem ser
determinados por meio de um numero limitado de experiéncias
prévias.

Quando se utiliza um fotdmetro de registo, a
velocidade inicial de aumento da turvacido pode ser obtida
quer determinando a concentracdo de cistatina C numa
amostra, medindo a velocidade 1inicial de aumento da
absorvéncia, quer por registo directo no momento da
mistura, ou fazendo um registo imediatamente apds a
operacgao de mistura combinada com  uma extrapolacao
regressiva para o0s valores iniciais de aumento de

absorvéncia, ou medindo a diferenca de absorvéncias entre
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dois ou mais instantes inferiores a 1 minuto apds a
operacao de mistura da amostra e dos reagentes.

As medicgdes, ou as medigdes combinadas, podem ser
correlacionadas ou comparadas com  0OS correspondentes
resultados produzidos por calibradores de concentracgdes
conhecidas de cistatina C, podendo a concentracdao de
amostras desconhecidas ser entdo calculada. Estas maneiras
de se registar os valores de absorvéncia e de calcular os
resultados sdo perfeitamente conhecidos para muitas outras
substancias para as guais um especialista em quimica
clinica pretende fazer medigdes. Como é evidente, o sinal
bastante bom obtido em conformidade com a presente invencéao
faz com que tais medigbes e cdlculos sejam muito mais
consistentes e rigorosos, especialmente quando sao obtidos
sinais bons imediatamente apds a operagcdo de mistura da
amostra e dos reagentes, conforme descrito anteriormente.

E possivel utilizar diversas misturas de tampdes de
ensaio, com diferentes tipos de substdncias tampdo, com
diferentes tipos de detergentes e/ou com diferentes tipos
de polimeros e/ou com diferentes sais acrescentados ao
tampao.

E possivel utilizar o tampido TRIS, o tampdo fosfato, o
tampdo borato e outras substancias tampdo, tais como MOPS,
PIPES, HEPES as dquais nédo sao criticas para a presente
invencao, desde que no ensaio se consiga manter um valor de
PH perfeitamente regulado na mistura de ensaio final,
independentemente desse valor de pH e da capacidade de
tamponamento da amostra acrescentada. De uma forma tipica
acrescenta-se 0 tampao numa proporgao molar final

compreendida entre cerca de 5 mM e 0,2 M ou entre 10 mM e
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0,1 M. Ajusta-se o valor do pH no intervalo entre 6 e 8, em
particular entre 6,5 e 7,5.

Por outro lado, é possivel utilizar diversos
detergentes desde que consigam dissolver qualquer contetdo
de lipidos existentes na amostra acrescentada e nao
interfiram de forma exagerada com a reacg¢ao dos anticorpos
com a cistatina C introduzida com a amostra. Os
triglicéridos, os colesterdis e muitas outras lipoproteinas
sdo exemplos de substéncias que interferem nos ensaios
turbidimétricos uma vez que 0s lipidos formam
microgoticulas e micelas gque dado origem a sinais que
provocam interferéncia. Como exemplos de detergentes
adequados refere-se as substéncias Tween 20, Triton X-100 e
desoxicolatos. A medicdo de cistatina C em amostras que
contenham lipidos constitui um grande desafio e exige uma
boa solubilidade dos lipidos, mas é ainda mais importante
um sinal forte que supere todas as interferéncias
secundarias. Os detergentes sdo acrescentados tipicamente
numa proporg¢ado final compreendida entre 0,01 e 0,5% ou
entre 0,1 e 0,3%, calculada relativamente ao peso da
mistura de reacc¢ao final.

Os polimeros mais vulgarmente wutilizados sd&o os
polietileno/glicdis de diferentes massas moleculares (em
particular entre 6000 e 8000), mas também ¢é possivel
utilizar dextranos e outros polimeros. Os polimeros tém o
inconveniente de criarem, quando a concentracao é
demasiadamente elevada, uma precipitacdo nado especifica das
outras substéncias introduzidas quando a amostra estudada é
misturada na mistura de ensaio. Por outro lado, os
referidos polimeros aumentam simultaneamente o sinal. No

entanto, tém tendéncia para reduzirem a capacidade global
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de ligacéo das imunoparticulas. Os polimeros sao
acrescentados tipicamente numa proporcao final compreendida
entre cerca de 0,05 e 0,5% ou entre cerca de a,l e 0,3%,
sendo cada uma delas calculada em relacdao ao peso da
mistura de reacg¢ao final.

Os sals convenientes para se adaptar a forcga
i6énica sdo, por exemplo, halogenetos de metais alcalinos,
em particular o cloreto de sdédio, sendo acrescentado com
uma concentracdo compreendida entre 1 e 100 mM ou entre 5 e
50 mM.

Outros constituintes adequados que podem estar
presentes na mistura para ensaio sao:

aminoadcidos, tais como glicina acrescentados até uma
concentracdo final compreendida entre cerca de 1 e 50 mM ou
entre 5 e 20 mM;

proteinas, tais como a albumina, acrescentadas até
proporgdes finais entre 0,1 e 5 g/L ou entre 0,5 e 2 g/L;
agentes antimicrobianos, tais como azida de sédio,
acrescentados até proporgdes finais entre 0,1 e 10 ou entre
1 e 5 g/L;

Calibradores ou substéncias de referéncia: sao
tipicamente solugdes que contém concentragdes conhecidas de
cistatina C dissolvida numa substéncia tampédo, tipicamente
um tampdo fosfato ou o tampdo TRIS, facultativamente com
uma determinada quantidade de um material ©proteinico,
compreendo facultativamente soro de origem humana ou animal
até 100% em volume (se a proporgcdao de soro for 100% em
volume, entdo nado haverd nenhuma solucdo tampdo nem
necessidade dela).

E possivel utilizar um ou varios dos reagentes numa

forma anidra facultativamente liofilizados. Os anticorpos
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conjugados com as nanoparticulas podem ser utilizados numa
forma anidra, v.g., sob a forma de granulos, e podem ser
dissolvidos antes da utilizacdo, ou podem ser dissolvidos
no reagente tampdo de ensaio ou na mistura de reaccgdo. E
possivel acrescentar um ou varios dos componentes numa
forma anidra, ao tampdo de reacgao, antes ou durante a
realizacdo do ensaio, o mesmo sendo valido também para as
substancias calibradoras. As prdprias amostras podem ser
fornecidas numa forma anidra ou liofilizada e podem ser
acrescentadas a mistura de reaccdo numa forma anidrica ou
podem ser dissolvidas antes da sua utilizacéo.

Em andlises de quimica clinica a utilizacdo de curvas
padréo para efeitos de calibracéo é uma pratica
convencional. Assim, na execugado do processo da presente
invencao, ¢ possivel utilizar amostras com um teor
conhecido em cistatina C em vez de amostras clinicas para
se construir uma curva padrdo para a resposta/sinal que se
pretende medir e depois € possivel calcular o teor em
cistatina C de amostras desconhecidas por interpolacdo a
partir da curva padrao.

A concentracao total de nanoparticulas -
imunoconjugados na mistura ird ser seleccionada em
conformidade com processos perfeitamente conhecidos na
especialidade de imunoensaios por dispersao de luz
melhorada por particulas, pelo que 0s valores de
absorvéncia resultantes das referidas nanoparticulas nao
irdo influenciar as medic¢des correctas e exactas, sendo
todavia a concentracdo de microparticulas suficientemente
elevada para se obter o desenvolvimento do sinal. Como é
evidente a quantidade é influenciada por diversos

parémetros tais como o volume da amostra de fluido corporal
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ou da amostra obtida a partir desta, e também vai depender
do teor em cistatina C.

Como parémetros tipicos ndo limitativos de um ensaio é
possivel mencionar os a seguir indicados

O volume tipico de uma amostra estd compreendido entre
1 e 20 pL, por exemplo, entre 2 e 10 pL ou em particular 3
1L

O volume tipico de imunoparticulas estd compreendido
entre 10 e 100 pL ou entre 20 e 60 pL ou em particular 40
pL. As referidas microparticulas podem ser fornecidas sob a
forma de uma suspensdo contendo entre 0,5 e 10 ou entre 1 e
5, tipicamente cerca de 2 a 3, em particular 2,26 mg de
particulas por ml de solucdo. O tampdo pode ter um valor de
PH compreendido entre 6 e 9, por exemplo entre 7 e 8,5 e
tipicamente cerca de 8,4. A referida solucao tampao pode
conter, como suplemento da substadncia tampéo, outros
ingredientes, por exemplo, aminoacidos, sais, proteinas
inertes e agentes emulsionantes ou solubilizadores,
conforme definido anteriormente. Uma mistura tipica de tais
ingredientes e de tampdo, é constituida por tampdo borato
10 mM, glicina 10 mM, NaCl 15 mM contendo 0,25% de Tween 20
e albumina na concentracdo de 1 g/L.

Um volume total de ensaio tipico estd compreendido
entre 100 e 1000 pL ou entre 200 e 500 pL ou entre 250 e
300 pL ou em particular é cerca de 280 uL.

Instrumentos diferentes trabalham com volumes totais
diferentes pelo que 30% a 60% destes volumes ou 150% a 300%
destes volumes s&do tipicos para outros instrumentos. A
propor¢édo entre o volume da amostra e o volume de

imunoparticulas pode estar compreendido entre 1/100 e 2/3,
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mais preferencialmente entre 2/100 e 1/3 e ainda mais

preferencialmente entre 1/40 e 1/5.

f) Aplicacgdes médicas

O processo de ensaio da presente invencao pode ser
utilizado para diagnosticar e monitorizar estados
patoldégicos ou potencialmente patoldgicos que estejam
relacionados com o teor de c¢istatina C nos fluidos ou
tecidos corporais ou que ai se manifeste. Em particular,
refere-se a taxa de filtracdo glomerular (GFR, enqgquanto
medig¢do para a funcgédo renal) de um mamifero, ou os estados
patoldgicos que afectem a referida velocidade de filtragéo.

O processo reivindicado pode ser utilizado para se
determinar a GFR em criancas; ou para se determinar a GFR
em pacientes com atrofia muscular; para supervisionar oS
efeitos da terapia contra o cancro na fung¢do renal; para
supervisionar 0s transplantes renais e a terapia
imunossupressora; para supervisionar a velocidade de
filtracdo renal nos diabéticos; para a deteccdo e praticas
necessarias em casos de eclampsia; e para se conseguir
fazer uma dosagem correcta de fadrmacos nos casos em que a
administracdo de farmacos esteja associada a uma diminuicgao
de GFR de que possa resultar uma acumulacdo indesejada de
fadrmacos no corpo.

O método de ensaio também pode ser utilizado para a
avaliacédo dos efeitos de substéncias farmacéuticas sobre a
referida velocidade de filtracao.

Um leitor atento da presente memdéria descritiva pode
inferir outras aplicacgdes potenciais.

De acordo com um outro dos seus aspectos, a invencéo

proporciona um produto analitico, facultativamente em
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formato de estojo ou em formato de estojo de componentes,
utilizdvel para os ensaios de cistatina C numa amostra,
compreendendo esse produto os componentes seguintes: pelo
menos um tipo de nanoparticulas - imunoconjugados, conforme
descrito anteriormente, numa forma anidra ou em suspensao e
facultativamente um ou varios constituintes suplementares,
conforme aqui definidos, por exemplo, um tampdo de ensaio
adequado e facultativamente solug¢des calibradoras e
solugdes de referéncia.

A presente invengdo proporciona também um conjunto de
reagentes para a realizacadao dos imunoensaios de acordo com
a 1nvencao. O conjunto de reagentes caracteriza-se pelo
facto de compreender imunoparticulas anti-cistatina C, um
tampdo de ensaio adequado e facultativamente solucdes de
calibragem e solugbes de referéncia. Opcionalmente, a
suspensdo de particulas e o tampdo de ensaio sao fornecidos
sob a forma de um reagente combinado.

A presente invengdo proporciona também um conjunto de
reagentes para a realizacao dos imunoensaios de acordo com
a 1invencado. O conjunto de reagentes caracteriza-se pelo
facto de compreender imunoparticulas anti-cistatina C, um
tampdo de ensaio adequado e facultativamente solucgdes de
calibragem e solugbes de referéncia. Opcionalmente, a
suspensdo de particulas e o tampdo de ensaio sao fornecidos
sob a forma de um reagente combinado.

Facultativamente, também podem estar presentes
elementos necessarios para a avaliacgdo dos sinais, tais
como dispositivos de cédlculo gque permitam correlacionar
directamente a concentracao observada de cistatina C com o

parémetro GFR.
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Os exemplos subsequentes servem para ilustra melhor a

invencgéao.

Parte experimental

Exemplo 1 de sintese: preparacdo de soro policlonal de aves

e sua purificacdo por afinidade

a) Preparacdo de soro de aves

E possivel recorrer ao protocolo a seguir indicado para se
gerar anticorpos IgY policlonais contra a cistatina C
humana.

Para cada experiéncia de imunizacgdo foram utilizadas
entre duas e quatro galinhas. Efectuou-se a colheita de
alguns ovos antes do inicio da imunizagdo. Os IgY
purificados a partir destes ovos irdo servir como IgY de
referéncia. Utilizou-se 100 ug de cistatina C humana
altamente purificada (purificada a partir de wurina de
pacientes com proteintria tubular) gque foram emulsionados
em tampédo fosfato contendo adjuvante completo de Freund e
injectou-se a emulsdo nos musculos peitorais das galinhas.
Repetiu-se esta injeccdo a cada quatro semanas. Decorridas
dez semanas apds o inicio das injeccgdes efectuou-se uma
colheita de ovos. Efectuou-se a separacao das gemas desses
ovos e isolou-se a fracgcédo IgY a partir das gemas dos ovos,
por precipitagdo com cloreto de amdénio, de uma maneira
convencional de acordo com processos da técnica anterior
utilizados para o isolamento de anticorpos de ovos (ver,
por exemplo, Larsson A, Baaloew R-M, Lindahl T e Forsberg

P-O0 em Poultry Science 72:1807-1812, 1993).
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b) Purificacdo de soro policlonal por afinidade

Efectuou-se a imobilizacédo de 10 mg de cistatina C
humana altamente purificada, numa coluna ‘HITRAP NHS-Active
HP’ da Amersham Pharmacia Biotech, em conformidade com as
instrug¢des contidas no folheto da embalagem da coluna.

Diluiu-se a fraccgcdo de IgY isolada até a concentracéo
de 2 mg/mL em soluto salino tamponado com fosfato. Fez-se
passar 200 mL desta solucdo de 1IgY através da coluna,
seguindo-se a aplicacdo de 50 uL de soluto salino tamponado
com fosfato isento de IgY. A eluicgcdao dos anticorpos com
afinidade especifica para a cistatina C imobilizada foi
feita com 35 mL de tampdo citrato 0,1 M a pH = 3,2. Os
anticorpos anti-cistatina C especificos resultantes da
eluicdo foram submetidos a didlise em presenca de soluto
salino tamponado com fosfato e foram concentrados até 3
mg/mL utilizando 0 dispositivo de filtracgéo por
centrifugagdo ‘Amicon Centircon’ para um valor critico da

massa molecular igual a 30000 Dalton.

Exemplo 2 de sintese: preparagdo de anticorpos monoclonais
anti-cistatina C humana

E possivel efectuar a ©preparacdo de anticorpos
monoclonais anti-cistatina C humana conforme a seguir se
indica, recorrendo a processos perfeitamente conhecidos na
especialidade, descritos, por exemplo, por Harlow et al.,
1988, Secgdo 6 da obra “Antibodies: a Laboratory Manual”,
Cold Spring Harbor Press, Nova Iorque, EUA. Isolou-se PSA
humano a partir de plasma seminal humano, conforme descrito
por Sensabaugh et al., 1990, J. Urology 144, 1523.

Efectuou-se a imunizacdo de murganhos a intervalos

regulares com 4 injecc¢des de 50 upg de cistatina C humana em
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RAS (sistema adjuvante RIBI). Decorridos quatro meses apds
a primeira injeccdo, efectuou-se a fusdo de linfécitos,
isolados a partir do baco dos murganhos imunizados, com a
linhagem de células de mieloma SP2/0-Agl4, utilizando o
método do polietileno-glicol, conforme descrito por G.
Galfre et al., 1981, Methods in Enzymology, 73, 3-46.

Os hibridomas que segregam um anticorpo contra a
cistatina C foram identificados mediante o recurso ao
protocolo ELISA de pesqgquisa seguinte: efectuou-se o
revestimento de placas de microtitulacdo com imunoglobulina
de coelho anti-cistatina C humana; a cistatina C ligada a
esta fase sdlida ficou a incubar com os sobrenadantes das
culturas do hibridoma. O anticorpo monoclonal ligado a
cistatina C foi detectado utilizando anti-imunoglobulina de
murganho conjugada com peroxidase.

E possivel isolar varias centenas de hibridomas que
segregam anticorpos contra diferentes epitopos de cistatina
C humana. Os anticorpos monoclonais correspondentes sao
depois purificados por afinidade e podem ser caracterizados
de forma mais minuciosa.

Efectuou-se a ligacdo dos epitopos e determinou-se a
reactividade relativa dos anticorpos em termos das suas
constantes de dissociacédo aparente, recorrendo a tecnologia
dos biossensores ‘BIAcore’ (Pharmacia, Suécia). Esta
tecnologia baseia-se na técnica da ressondncia do plasméo
da superficie (ver J. L. Daiss et al., 1994. na obra
“Methods: A Companion to Methods in Enzymology”, 6, 143-
156, Academic Press Inc., NI, EUA) e permite monitorizar a
cinética e a estequiometria de reacgdes biomoleculares.

Partindo dos sobrenadantes das culturas de células,

efectuou-se a ligacao dos anticorpos monoclonais a
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superficie dos biossensores por meio do anticorpo
policlonal anti-Fc de murganho conjugado no coelho.
Monitorizou-se a associacdo da cistatina C antigénica aos
anticorpos monoclonais e a dissociacdo a partir deles. Os
dados podem ser analisados recorrendo a aplicacdes
informdticas de avaliacdo inerentes a BIA, com base no
modelo de equilibrio simples A + B = AB (L. G. Fagerstam et
al., 1992, Journal of Chromatography, 597, 397-410). Os
anticorpos podem ser entdo comparados em funcao das suas
respectivas constantes de dissociacdo aparente. Deste modo,
é possivel utilizar anticorpos ou combinacdes convenientes

para a preparagdo das imunoparticulas da invencgdao.

Exemplo 3 de sintese: preparagdo de imunoparticulas anti-

cistatina C

a) Processo de acoplamento — procedimento convencional

(1) Tampdes e reagentes

Tampao MES 0,01 M PH 6

Tampdo borato 0,05 M PH 9,3

Tampao PBS 0,05 M PH 7,2

Tampdo de TRIS 0,05 M |pH 8,4; 1 g/L glicina, 1 g/L Tween

armazenagem 20; 2 g albumina A; 1 g/L

transferrina

Anticorpo Ac a escolha com uma concentracdo de 1,0 mg/mL em
MES

Latex clorometilico Tal como fornecido com 4% de sélidos

ultrapurificado

Para se obter um sinal mais intenso a partir das
particulas poliméricas, por mg de anticorpo, ajustou-se o
valor do pH do tampdo de acoplamento de uma maneira

especifica ao valor do pH dos anticorpos que se pretende
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acoplar. Além disso, os anticorpos foram diluidos com
albumina/transferrina antes do acoplamento (ver infra).
Para se fazer o acoplamento escolheu-se um valor de pH meia
unidade acima do wvalor de pH do anticorpo, quando foram
utilizados anticorpos monoclonais. Os anticorpos
policlonais tém um valor de pH bastante diverso e por esse
motivo com anticorpos policlonais utilizou-se um valor de
pH igual a 8,8. O pH escolhido foi obtido misturando os
tampdes PBS e borato supramencionados.

O procedimento convencional a seguir apresentado
descreve em linhas gerais um processo simples de um sé
passo para o acoplamento, por adsorcgéo fisica, de
anticorpos ao clorometilo. O protocolo estd concebido para
um latex clorometilico de 1 um com 1% de sdélidos. A reacgao
pode ser facilmente ampliada ou reduzida a escala para
responder a necessidades individuais. Por exemplo, no caso
de serem utilizadas particulas com tamanhos diferentes,
entao as quantidades de anticorpos (AcC) podem ser

calculadas do modo seguinte:

Peso de AC = (peso de Ac para particulas de 1 pm )/(didmetro das particulas,em pm)

(2) Preparacédo da suspensdo de particulas de latex

1. Pipetar 2,5 mL (40 mg/mL) de microsferas de latex
clorometilico e fazer a diluicdo com 10 mL de tampdo MES.

2. Centrifugar a mistura para sedimentar as
particulas: 3000 x G durante 20 minutos.

3. Remover o sobrenadante e redispersar a massa obtida
em 10 mL de tampéo MES.

4., Centrifugar novamente e remover o sobrenadante das

particulas.
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5. Recolocar a massa obtida em suspensdo em 5 mL de
tampdo MES, garantindo que as particulas microsféricas
ficam totalmente em suspenséao.

A suspensdo de latex tem agora aproximadamente 2% de

s6lidos (isto é, ~20 mg/mL).

(3) Acoplamento

1. A 5 mL de uma solucédo de 1,5 mg de anticorpos, 3,75
mg de albumina e 7 mg de transferrina de bovino em tampéo
PBS/borato, ajustado para o valor adequado de pH (ver
supra), acrescentou-se 5 mL do latex. Isto é menos do que o
necessdrio para uma monocamada de anticorpos. Os anticorpos
sdo mais reactivos com o latex do que a transferrina e a
albumina e ligam-se mais ou menos gquantitativamente ao
latex, ficando a parte restante da superficie de 1latex
saturada com albumina e/ou transferrina. Esta mistura
também evita a agregacgao e proporciona uma boa
hidrofilicidade das particulas. Também € possivel misturar
outras proteinas 1inertes com os anticorpos durante a
conjugagao, tais Como a hemocianina dos moluscos
gastrépodes, a haptoglobina e outras proteinas soltveis em
dgua, sem nenhuma afinidade para com os anticorpos nem com
a cistatina C.

2. Manter a incubar a mistura de l4tex-proteina, com
agitacé&o suave a temperatura ambiente de um dia para o
outro.

3. Centrifugar para fazer a separacdo entre particulas
de 1ladtex marcadas com as proteinas e as proteinas nao
ligadas.

4. Remover e conservar o) sobrenadante para

determinacdo das proteinas. Neste passo, o sobrenadante
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pode ser conservado e pode ser feita uma determinacdo de
proteinas. Qualgquer dquantidade residual de proteinas no
sobrenadante pode ser subtraida a quantidade original
acrescentada. Com a parte restante faz-se o revestimento
das particulas. O uUnico método para a determinacdo de
proteinas, compativel com microsferas de latex, é o método
associado ao estojo de determinacdo de proteinas ‘Micro BCA’
da Pierce.

5. Com a massa obtida preparar nova suspensdo em 10 mL
de PBS.

6. Centrifugar outra vez para sedimentar as
particulas.

7. Repetir os passos 5 e 6 duas vezes mais, para um
total de trés lavagens.

8. Preparar nova suspensao com o latex final em 10 mL
de tampdo de armazenagem para se obter uma concentracao
final de 1% em sdélidos. Guardar a 4°C até posterior
utilizacdo. N&do congelar.

Utiliza-se glicina no tampado de armazenagem para
ocupar todos os locais reactivos existentes na superficie
das microsferas, que nao tenham ficado recobertos com a
proteina. Isto serve para reduzir a ligagdo ndo especifica.
Se desejado, para cumprir o mesmo objectivo € possivel
utilizar proteinas inertes, tais como albumina do soro de
bovino (BSA) ou transferrina de bovino. 0O composto NaNsj
encontra-se presente como biocida. Se o latex se mantiver
estéril, pode omitir-se o composto NaNs; que ndo é

compativel com culturas de células ou de tecidos.

b) Preparagdo de nanoparticulas revestidas
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Aplicou-se o0 procedimento convencional supramencionado
a particulas de latex revestidas, com um diédmetro de 0,8 um,
para a preparagdao dos conjugados de nanoparticulas da
presente invencdo. De acordo com a fdérmula anterior,
utilizou-se 24 mg de anticorpos e 65 mg de albumina para
revestir 100 mg de particulas.

As referidas imunoparticulas anti-cistatina C foram
produzidas por acoplamento de anticorpos anti-cistatina C,
com o numero de catdlogo Al67 Cys-C-AF da ‘Norwegian
Antibodies AS', Noruega (os referidos anticorpos
policlonais anti-cistatina C humana correspondem a fraccgéo
de imunoglobulina, purificada por afinidade, do conjunto
das imunoglobulinas isoladas a partir dos ovos das falinhas
imunizadas com cistatina C proveniente de pacientes com
proteinuria tubular renal crénica; o) processo de
purificacédo por afinidade foi efectuado com cistatina C
humana imobilizada), as particulas de latex activadas com
clorometilo (0,08 um, da ‘Intefacial Dynamics Inc.’, EUA,
numero de catdlogo C37487). Para o referido acoplamento é
possivel praticar o protocolo “Coupling of Proteins to IDC
Ultraclean Chloromethyl Latex”, acessivel em
http://www.idclatex.com/bodv-bgrounder—-superactive-
protocol-11l.asp.

H& particulas e protocolos de acoplamento alternativos
que ¢é possivel encontrar nos websites da ‘Interfacial
Dynamics’, ‘Invitrogen’ e ‘Bangs Particles Inc.’.

As particulas obtidas sdo utilizadas sob a forma de
uma suspensdo de 2,26 mg de particulas por mL em tampao
borato 10 mM contendo glicina 10 mM, NaCl 15 mM com 0,25%

de Tween 20 e albumina na concentragdo de 1 g/L.
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Exemplo 1 de ensaio: ensaio turbidimétrico de cistatina C a
base de imunoparticulas da presente invengdo, em diferentes
condigdes de ensaio

Prepara-se a suspensao de imunoparticulas em
conformidade com o exemplo 3 de sintese, tal como praticado
nas experiéncias a seguir descritas.

Nas referidas experiéncias utilizou-se o tampédo de
ensaio optimizado a pH = 7,2 seguinte:

polietileno—-glicol (Sigma) 22 g/L,

Tween 20 (Sigma) 3 g/L,

MOPS (Sigma) 9,4 g/L,

azida de sdédio 2,7 g/L,

cloreto de sdédio 27 g/L.

Misturou-se 3 uL de amostra com 250 uL de tampdo de
ensaio e deixou-se em repouso durante 300 segundos,
seguindo-se a adicgdo de 40 uL de suspensdo de particulas e
a subsequente mistura. Depois de efectuada a mistura,
mediu-se a absorvéncia de luz por c¢cm utilizando um
espectrofotdémetro ‘Schimadzu UV 16017.

Dependendo da concentracdo, da temperatura, do tempo
decorrido apds a adicdo da suspensdo de imunoparticulas e
da duracédo da mistura e do comprimento de onda da luz
utilizada no espectrofotdémetro, obteve-se o0s resultados a
seguir indicados (Unidades mAbs/cm = miliunidades de
absorvéncia por cm da trajectdria da luz).

a) Para um comprimento de onda de 546 nm a 37°C num
periodo de ensaio de 260 segundos:

uma variacgao de absorvéncia de 33 mUnidades Abs para
uma concentracado de 9,9 ug de cistatina C por L na mistura
de ensaio, de 88 mUnidades Abs para uma concentracdo de

19,8 ng de cistatina C por L na mistura de ensaio e de 194
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mUnidades Abs para uma concentracdo de 34,1 nug de cistatina
C por L na mistura de ensaio.

b) Para um comprimento de onda de 505 nm a 37°C num
periodo de ensaio de 260 segundos:

uma variacgdo de absorvéncia de 43 mUnidades Abs para
uma concentracdo de 9,9 pg de cistatina C por L na mistura
de ensaio, de 128 mUnidades Abs para uma concentracao de
19,8 png de cistatina C por L na mistura de ensaio e de 282
mUnidades Abs para uma concentracdo de 34,1 nug de cistatina
C por L na mistura de ensaio.

¢) Para um comprimento de onda de 570 nm a 37°C num
periodo de ensaio de 260 segundos:

uma variacgdo de absorvéncia de 24 mUnidades Abs para
uma concentracdo de 9,9 pg de cistatina C por L na mistura
de ensaio, de 65 mUnidades Abs para uma concentracadao de
19,8 png de cistatina C por L na mistura de ensaio e de 148
mUnidades Abs para uma concentracdo de 34,1 nug de cistatina
C por L na mistura de ensaio.

d) Para um comprimento de onda de 546 nm a 37°C num
periodo de ensaio de 120 segundos:

uma variacgcdo de absorvéncia de 11 mUnidades Abs para
uma concentracdo de 9,9 upg de cistatina C por L na mistura
de ensaio, de 31 mUnidades Abs para uma concentracadao de
19,8 ug de cistatina C por L na mistura de ensaio e de 72
mUnidades Abs para uma concentracdo de 34,1 nug de cistatina
C por L na mistura de ensaio.

e) Para um comprimento de onda de 546 nm a 37°C num
periodo de ensaio de 40 segundos:

uma variacdo de absorvéncia de 4 mUnidades Abs para
uma concentracdo de 9,9 upg de cistatina C por L na mistura

de ensaio, de 11 mUnidades Abs para uma concentracao de
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19,8 png de cistatina C por L na mistura de ensaio e de 23
mUnidades Abs para uma concentracao de 34,1 ug de cistatina
C por L na mistura de ensaio.

Definiu-se o “tempo de ensaio” como sendo o numero de
segundos para sSe misturar as imunoparticulas com a mistura
de tampdo de ensaio e de amostra, até a leitura de
absorvéncia. As concentracdes de cistatina C foram
determinadas recorrendo aos métodos de referéncia
nefelométricos ‘ProSpec’ da ‘Dade-Behring’, EUA, utilizando
o produto com o nUmero de catdlogo ‘OQNM13 N’, Léatex
cistatina C.

Estes resultados, com um sinal turbidimétrico mais
rapido e mais intenso, foram utilizados depois para se
investigar o efeito de interferéncia provocado pelos
triglicéridos, que constituem uma substdncia vulgar que
interfere nos imunoensaios turbidimétricos, e a linearidade
do método da invencédo, comparativamente com o melhor método
da técnica anterior. Tails experiéncias sdo descritas a

seguir.

Exemplo 2 de ensaio: investigagdo da interferéncia dos
triglicéridos numa medigcdo de turvagdo de acordo com o
método da invencgédo

A finalidade deste estudo consistiu em determinar se o
processo da invencdo ¢é sensivel a interferéncias com os
triglicéridos (TG) existentes na amostra para ensaio.
Sempre qgque o0s valores de interferéncia estavam abaixo de
uma concentracdo predeterminada dos TG, efectuou-se um
estudo de tipo dose/resposta para se demonstrar a relacédo
entre a interferéncia e a concentracdo das substéncias

possivelmente interferentes. O procedimento baseia-se nas
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orientagcdes de NCCLS “Interference testing in c¢linical

chemistry; approved guideline", NCCLS, secg¢do 6.1.2.

a) Equipamento

Instrumento: instrumento ‘Hitachi 917’ com acessdrios
convencionais, fornecido por Roche Diagnostics.
Regulacao do instrumento Hitachi 917
+ Volume do tampdo de ensaio: 230 uL
+ Volume da amostra: 3 uL
+ Volume de imunoparticulas: 40 uL
+ Volume de agua: 20 uL
+ Comprimento de onda primario: 564 nm
« Comprimento de onda secunddrio: 700 nm
+ Diluicgbes de calibracao: 0,055, 0,125, 0,250, 0,432,
0,667, 1,000
+ Logit Log (4P)

b) Reagentes

Tampdo de ensaio: polietileno-glicol (Sigma) 22 g/L,
Tween 20 (Sigma) 3 g/L, MOPS (Sigma) 9,4 g/L, azida de
sédio 2,7 g/L, cloreto de sdédio 27 g/L, pH = 7,2.

Agente de calibracdo: um soro contendo 7,70 mg de
cistatina C humana por litro, conforme determinado por um
laboratdério de referéncia, utilizando o método nefelométrico
de ‘Dade-Behring’, realizado com o nefeldmetro ‘ProSpec’.

Imunoparticulas: imunoparticulas anti-cistatina C,
preparadas em conformidade com o exemplo 2 de sintese
anterior. As particulas foram utilizadas sob a forma de uma
suspensao (2,26 mg de particulas por mL de suspensdo) em
tampao borato 10 mM, contendo glicina 10 mM, NaCl 15 mM com

0,25% de Tween 20 e albumina na concentracgdo de 1 g/L.
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c) Amostras

Soro 1l: uma mistura de soros de origem humana com uma
concentracdo de triglicéridos superior a 20 mmol/L.

Soro 2: uma mistura de soros de origem humana com uma
concentracdo de triglicéridos inferior a 10 mmol/L.

Foram utilizadas estas duas amostras de soros para se
preparar amostras com as concentracgdes desejadas de

triglicéridos.

d) Determinagdo da concentragdo de cistatina C nas duas

misturas de soros utilizadas

A concentragdo de cistatina C nas duas misturas de

soros utilizadas foi medida em 10 provas replicadas.

Medicdo n° Soro 1 (mg/L) Soro 2 (mg/L)
1 0,87 3,12
2 0,86 3,10
3 0,85 3,20
4 0,87 3,22
5 0,87 3,18
6 0,87 3,18
7 0,85 3,16
8 0,84 3,21
9 0,85 3,18
10 0,86 3,25
Média (mg/L) 0,86 3,18
DP (mg/L) 0,011 0,045
CV (%) 1,3 1,4

Os wvalores médios foram considerados como valores da

concentracdo de cistatina C nas referidas amostras de soro.
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Considerou-se um intervalo maximo de wvariacdo de + 5%
de interferéncia para valores superiores a 1 mg/L e um
intervalo méximo de + 7,5% para valores inferiores a 1 mg/L
de «cistatina C, como sendo os intervalos méximos de
interferéncia aceitéaveis para os triglicéridos. As
diferencas foram designadas por dpsx-

De acordo com as orientacgdes gerais da NCCLS, o numero

de provas replicadas (n) necessadrias para se efectuar a

experiéncia no intervalo de confianca de 95% (ax = 0,05) e
com uma eficiéncia de 95% (f = 0,05) num teste bilateral é

0 seguinte:

2
ne 2[ {l,%ﬁ; L&IS}S}

em que s € a concentracdo exacta (em mg de cistatina C/L)
da mistura de soros.

O célculo do numero minimo de provas replicadas de
acordo com as orientacgdes gerais da NCCLS proporciona oS

resultados seguintes:

. 1
amostra pior: uzmi{ ] =0T

1

[ﬂ‘@-&@.ﬁéﬁsl =208

Amostra melhor: 8= 1

Estes resultados demonstram que eram suficientes 3

provas replicadas.

e) Preparagdo de soro inoculado com triglicéridos

Preparou-se soro com triglicéridos na concentracéo
aproximada de 20 mmol/IL (amostra A de soro). Um laboratdrio
independente determinou o teor em triglicéridos. Metade

desta porgcadao de soro foi dinoculada com cistatina C
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purificada proveniente de ‘Scipac Ltd.’ RU, dai resultando
uma concentracgdo de cistatina C superior a 3 mg/L. (Amostra
B de soro).

Tratou—-se metade das amostras A e B de soro por
ultracentrifugacédo a 50000 r.p.m. durante 30 minutos numa
ultracentrifugadora ‘Beckman TL-100’. A porgdo limpida da
amostra foi utilizada como amostra de referéncia e o volume
foi corrigido para compensar o volume dos lipidos
removidos. (Estas amostras foram designadas por amostras C

e D de soro, respectivamente).

f) Ensaios analiticos

Foram preparadas 3 aliquotas de cada uma das misturas
de amostras de Dbase e de cada wuma das amostras de
referéncia A, B, C e D.

Efectuou-se, por ordem alternada, a calibracao do
instrumento em conformidade com as instrucgdes, e 0S ensaios
das misturas de amostras de base e das misturas das
amostras de referéncia (amostras A, B, C e D).

Quando se observou interferéncia, preparou-se uma
amostra de concentracdo média, a 50%, a partir das amostras
a 0% e a 100%. A partir da amostra de concentracgdo média e
da amostra a 0% preparou-se uma amostra a 25%. A partir da
amostra de concentracdo média e da amostra a 100% preparou-
se uma amostra a 75%, misturando quantidades iguais de cada
amostra. Efectuou-se a medigdao de n provas replicadas de
todas elas, segundo uma ordem aleatdria numa experiéncia
com nova calibracéo.

Calculou-se a concentracdo média para a amostra a 0% e

subtraiu-se a todos os outros resultados.
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g) Resultados liquidos para anadlises de dados
gl) Amostras com elevada concentracao de cistatina C
Amostra de referéncia Amostra analisada
Cl 3,20 Tl 3,24
c2 3,25 T2 3,29
C3 3,20 T3 3,24
Calcular valores estatisticos
Amostra de referéncia Amostra analisada
Média X = 3,22 X = 3,26
D.P. D.P. = 0,029 D.P. = 0,029
cv CV = 0,9 % Cv = 0,9 %

Calcular as diferencas

Média das amostras analisadas - Média das amostras de

referéncia = 3,26-3,22 = 0,04 mg/L

Determinar o intervalo de confianca a 95 %

Amostra de referéncia Amostra analisada
Variéncia | 8° = 8,4x10 " s* = 8,4x10 "
Variacdo média =8, 4x10*
Desvio padrdo das amostras =| 0,029
(continuacao)

Limite superior do intervalo de

{of izi_g @ Je

confianga

0,04+0,046 = 0,086

Amostra de referéncia

Amostra analisada

Limite inferior de intervalo de

fast
{ﬁ&g“3h£L*;f}*

confiancga ¥

0,04-0,046 = 0,006
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Conclusdes

Uma vez que o limite aceitédvel de desvio de 0,16 mg/L esté
a direita do intervalo de confianca, podemos concluir que
os TG, para uma concentracdo de 18 mmol/L, ndo interferem
com o imunoensaio da cistatina C para uma concentracao de

cistatina C aproximadamente igual a 3 mg/L.

g2) Amostras com fraca concentracdo de cistatina C

Amostra de referéncia Amostra analisada
Cl 0,83 T1l 0,92
c2 0,83 T2 0,95
C3 0,80 T3 0,89

Calcular valores estatisticos

Amostra de referéncia Amostra analisada
Média X = 0,82 X = 0,92
D.P. D.P. = 0,017 D.P. = 0,03
cv CVv = 2,1 % Cv = 3,3 %

Calcular as diferencgas

Média das amostras analisadas — Média das amostras de

referéncia = 0,92-0,82 = 0,10 mg/L

Determinar o intervalo de confianca a 95%

(continuacgao)
Amostra de referéncia Amostra analisada
Variéncia | 8% = 2,89x10 " |8 = 9,0x10 "
Variagcdo média =[5, 95x10 "
Desvio padrdo das amostras =| 0,024
Limite superior do intervalo de 0,10+0,038 = 0,138
(dy, +2 aqﬁiw
confianca A
Limite inferior de intervalo de 0,10-0,038 = 0,062
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confianga

Conclusdes

Uma vez que o limite aceitédvel de desvio de 0,065 mg/L
estd dentro do intervalo de confianga, podemos concluir
que os TG, para uma concentracdo de 18 mmol/L, néo
interferem com o imunoensaio da cistatina C da presente
invencgao para uma concentracéao de cistatina C

aproximadamente igual a 1 mg/L.

De acordo com as condig¢des experimentais
especificadas, verificou-se que os TG, para concentracdes
inferiores a 18 mmol/L, ndo interferem com o imunoensaio de
cistatina C da presente invencao.

Por tal motivo é possivel concluir gque a presente
invencao proporciona um processo turbidimétrico de
imunoensaios para a cistatina C, caracterizado pelo facto
de a interferéncia provocada pelos triglicéridos numa
concentracgdo de 15 mmol/L na amostra analisada ser igual ou
inferior a 5% no valor medido da cistatina C com uma

concentracado de 3,2 ou de 0,83 mg de cistatina C por litro.

Exemplo 3 de ensaijio: determinagdo da interferéncia
provocado pelos TG num ensaio de acordo com a técnica
anterior

Efectuou-se uma investigacdo correspondente utilizando
o instrumento ‘Hitachi 917" e o0s reagentes da técnica

anterior (‘Dako Cytomation’).

a) Reagentes




Imunoparticulas:
Agente de calibracéo:
Conjunto de referéncia:

Tamp&o de reaccgdo 9: S2361/EFG/KGR/09.07.03.

b) Resultados

bl)

Amostras

com
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concentracao

reagentes da técnica anterior

LX002/EFG/CS/25.10.04
X0974/EFG/SUM/09.09.04

elevada

X0973/EFG/SUM/09.09.04

cistatina

C,

Amostra de referéncia Amostra analisada
Cl 2,90 Tl 3,06
c2 2,83 T2 3,11
C3 2,90 T3 3,09
Calcular valores estatisticos

Amostra de referéncia Amostra analisada
Média X = 2,88 X = 3,09
D.P. D.P. = 0,0404 D.P. = 0,025
cv Cv = 1,4 % Cv = 0,008

(continuacao)

Calcular as diferencgas

Média das amostras analisadas — Média das amostras de

referéncia

= 3,09-2,88 = 0,21 mg/L

Determinar o intervalo de confianc¢a a 95%

Amostra de referéncia

Amostra analisada

Variéncia

s =

1,63%x10°°

s? =

6,25%x10 °

Amostra de referéncia

Amostra analisada
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Variagdo média =[1,13x10°
Desvio padrao das amostras =| 0, 034
Limite superior do intervalo de 0,21+0,054 = 0,264
_ 28
(du 7 4 JT =
confianga :
Limite inferior de intervalo de 0,21-0,054 = 0,156
. !z.s“
B N
confianca i
Conclusodes

Uma vez que o limite aceitével de desvio de 0,14 mg/L esté
a esquerda do intervalo de confiancga, podemos concluir que
os TG, para uma concentracdo de 18 mmol/L, interferem com
um imunocensaio de cistatina C ‘Dako’ para uma concentracéo

de cistatina C aproximadamente igual a 3 mg/L.

b2) Amostras com baixa concentracdo de cistatina C,

reagentes da técnica anterior

Amostra de referéncia Amostra analisada
Cl 0,62 Tl 0,53
Cc2 0,64 T2 0,56
C3 0,62 T3 0,60
Calcular valores estatisticos

Amostra de referéncia Amostra analisada
Média X = 0,63 X = 0,56
D.P. D.P. = 0,0115 D.P. = 0,035
cv CV = 1,8 % CV = 6,27 %

Calcular as diferencas
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Média das amostras analisadas - Média das amostras de

referéncia = 0,62-0,56 = 0,06 mg/L

Determinar o intervalo de confianca a 95%

Amostra de referéncia Amostra analisada
Varidncia | §° = 1,32x107% | 8% = 1,23x107°
Amostra de referéncia Amostra analisada
Variacdo média =|6,81x10 "
Desvio padrdo das amostras =| 0,026
Limite superior do intervalo de 0,06+0,042 = 0,102

confianga

Limite inferior de interwvalo de 0,06-0,042 0,018

{da ~§"§Jm »

confianga

Conclusdes:

uma vez que o limite aceitéavel de desvio de 0,047 mg/L esté
dentro do intervalo de confianca, podemos concluir que os TG,
para uma concentracdo de 18 mmol/L, ndo interferem com o
imunocensaio de cistatina C ‘Dako’ para uma concentracado de

cistatina C aproximadamente igual a 1 mg/L.

A partir dos quadros anteriores é possivel concluir
que o processo da presente invencdo é mais fidvel contra

interferéncias provocadas por triglicéridos.

Exemplo 4 de ensaio: investigacdo da linearidade utilizando
o processo da presente invencgéo

Esta investigacdo foi realizada em conformidade com o
protocolo EP6-A EP6-A, vol. 23, No 16, da NCCLS.

Nesta experiéncia investigou-se a linearidade do

imunoensaio da cistatina C de acordo com a presente
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invencao. Isto foi feito utilizando 3 amostras diferentes
de soro com elevada concentracdo que foram diluidas com uma
amostra de soro com baixa concentracao, entre 0-100%.
Tragcando um grafico dos resultados das séries de diluigdes
e estudando o grafico com recurso as anadlises de regressao
de primeira, segunda e terceira ordens concluiu-se que o
processo de imunoensaio da cistatina C da presente invencao
foi linear de acordo com os critérios dados. Os critérios
consistiram em examinar e comparar os parametros do grafico
por meio de um teste t de student para se verificar se os
pontos de medigcdo (marcados no grafico em funcdo do facto
de diluicgdo) se poderiam ajustar a um polindmio de segunda
ou de terceira ordem melhor do que a um polindmio de
primeira ordem. Falhando o teste ¢t, aceitou-se uma
diferenca de 6% entre o polindémio de primeira ordem e os
polindémios de ordem superior, com o valor mais baixo do chi
quadrado comutado com o valor médio medido para cada
concentracéo (excepto nos pontos extremos, em gue se
aceitou uma diferenca até 25% devido ao facto de ninguém
raramente ou mesmo nunca medir amostras com concentracdes
de cistatina C nesta zona). De acordo com estes critérios,
0 processo de imunoensaios de cistatina C da presente
invengcdo ¢é linear no sistema de medicdo com o aparelho

Hitachi 911.

a) Instrumentos

Utilizou—-se um instrumento Hitachi 911.

b) Reagentes
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Utilizou-se o tampdo de ensaio, o0 agente de calibracéao
de cistatina C e as imunoparticulas anti-cistatina C

descritos anteriormente.

c) Amostras

Foram utilizadas 3 amostras diferentes de soro dos
pacientes, A, B e C, em gue todas as amostras tinham
valores de concentracdo de cistatina C superiores a 6 mg/L.

Como diluente dos soros de elevada concentracao
utilizou-se uma amostra de soro de um paciente, a D, com
uma baixa concentracgdo de cistatina C, inferior a 0,8 mg/L.

Efectuou-se a preparagdo de séries de diluigdes de
amostra de plasma, A, B e C, conforme descrito no quadro 1
para a amostra A. Cada uma das amostras A, B e C foi
diluida 10 vezes, desde 100% até 0% da concentracgao
original, com a amostra D de Dbaixa concentracao,
significando 100% wum soro puro de elevada concentracao
(A100, Bioor Ci00) e significando 0% soro puro de baixa

concentracao (Dipg) .

Quadro 1l: quadro de diluigdo para a amostra A de soro

ID da Factor de |Volume de solugdo | Volume de solugédo
amostra diluicéo a 100 %, Ajpo (uL) |a 0 %, Digo (ul)
Al 1 1000 0
A2 0,9 900 100
A3 0,8 800 200
A4 0,7 700 300
A5 0,6 600 400
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A6 0,5 500 500
A7 0,4 400 600
A8 0,3 300 700
A9 0,2 200 800
A10 0,1 100 900
All 0 0 1000

Foi feita a mesma série de diluigdes para a amostra B
e para a amostra C, conforme descrito no quadro 1.
Efectuou-se uma calibracdo do aparelho Hitachi 911
para se definir uma curva padrdo, utilizando os parémetros
de ensaio seguintes:
« volume a analisar: 230 uL
« volume da amostra: 3 uL
+ volume das imunoparticulas: 40 uL
« volume de &gua: 10 uL
Para cada uma das amostras diluidas foram efectuadas 3
medicgdes e efectuou-se o registo dos resultados obtidos com

cada amostra A, B e C.

d) Resultados

dl) Anédlise de regressao

Quadro 1: dados nado processados do soro 1

Diluicédo 0 0,1 0,2 0,3 0,4 [0,5 0,6 0,7 [0,8 Jo,9 [1

Medicdo 1 (mg/L) 0,81 | 1,5 2,19 | 3,01 | 3,97 | 4,73 | 5,5 6,56 | 7,25 | 7,94 | 8,44
Medicdo 2 (mg/L) 0,77 | 1,5 2,16 | 2,95 | 3,67 | 4,75 | 5,62 | 6,23 | 7,23 | 7,88 | 8,45
Medicdo 3 (mg/L) 0,76 | 1,53 | 2,17 | 2,85 | 3,82 | 4,63 | 5,48 | 6,09 | 6,98 | 7,73 | 8,2
Média (mg/L) 0,78 | 1,51 | 2,17 | 2,94 | 3,82 | 4,7 5,53 | 6,29 | 7,15 | 7,85 | 8,36
D.P. (mg/L) 0,015 | 0,017 | 0,015 | 0,081 | 0,15 | 0,064 | 0,076 | 0,24 | 0,15 | 0,11 | 0,14
CV (%) 1,9 1,13 | 0,7 2,8 3,9 | 1,4 1,4 3,8 | 2,1 |1,4 |1,7
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Preferéncia de 1,40
baixa concentracéo
(mg/L)
Preferéncia de 3,62
alta concentracdo
(mg /L)

Quadro 2: dados nao processados do soro 2
Diluigéo 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,92 1
Medicdo 1 (mg/L) 0,6 1,34 | 1,8 | 2,41 | 3,1 [3,59] 4,2114,76 | 5,28 | 5,82 | 6,35
Medigdo 2 (mg/L) 0,64 1,3 1,76 | 2,36 2,93 | 3,54 | 4,01 | 4,77 5,24 ] 5,96 6,37
Medicdo 3 (mg/L) 0,57 1,29 1,84 1| 2,3 2,85 | 3,51 3,87 | 4,79 5,26 | 5,84 6,32
Média (mg/L) 0,6 1,31 1,8 | 2,36 | 2,9 | 3,55 | 4,03 4,77 [ 5,26 5,87 6,35
D.P. (mg/L) 0,035 0,026 | 0,04 | 0,055 (0,23 | 0,04 | 0,27 | 0,015 | 0,02 | 0,076 | 0,025
CV (%) 5,8 2 2,2 2,3 4,4 1,1 4,2 0,3 0,4 1,3 0,4
Preferéncia de 1,47
baixa concentracédo
(mg/L)
Preferéncia de 3,74
alta concentracédo
(mg/L)

Quadro 3: dados nédo processados do soro 3
Diluicgédo 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1
Medicgéo 1 (mg/L) 0,78 1,43 2,06 2,65 3,46 | 4 4,82 5,65 6,16 7,051 7,56
Medic&o 2 (mg/L) 0,67 | 1,41 | 2,07 | 2,75 | 3,31 | 3,99 | 4,92 | 5,63 6,29 | 6,89 7,47
Medigdo 3 (mg/L) 0,73 1,4 2,01 2,66 3,21 | 4,14 4,75 5,46 | 6,14 6,74 | 7,51
Média (mg/L) 0,73 1,41 2,05 2,69 3,33 | 4,04 4,83 5,58 | 6,2 6,89 7,51
D.P. (mg/L) 0,055 | 0,015 | 0,032 [ 0,055 | 0,13 | 0,084 | 0,085 | 0,1 0,081 1] 0,16 | 0,045
CvV (%) 7,5 1,1 1,6 2,04 3,9 2,08 1,8 1,8 1,3 2,3 0,6
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Preferéncia de
baixa
concentracdo

(mg/L)

Preferéncia de
alta
concentracdo

(mg/L)

Nas figuras 1,

2 e 3 estdo representados gradficos dos

valores médios medidos em funcdo do factor de diluicédo para

a totalidade dos 3 soros com andlise de regresséo.

dz)

Teste t de student

Realizou-se um teste t de student para se confirmar se

0os parémetros de

ajustavam aos dados.

regressao

de

ordem mais

elevada se

Os resultados estdo transpostos para o

quadro 4.
Quadro 4: valores do teste t de student
Soro 1 Soro 2 Soro 3

Coeficiente de segunda

t = t = t =
ordem do valor t calculado

0,302/0,416 0,107/0,200 = | 0,197/0,211 =
no polindémio de segunda

0,73 0,535 0,93
ordem
Coeficiente de segunda

t = t = t =
ordem do valor t calculado

5,87/0,87 = 0,298/1,207 = | 2,60/0,89 =
no polindémio de terceira

6,75 0,25 2,92
ordem
Coeficiente de terceira

t = t = t =
ordem do valor t calculado

4,11/0,57 = 0,270/0,792 = | 1,60/0,59 =
no polindémio de terceira

7,21 0,34 2,71
ordem
Valor t tabelado para o
polinémio de segunda ordem | 2, 042 2,042 2,042

com df = 30 e o = 0,05/2
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Soro 1 Soro 2 Soro 3
(teste bilateral)
Valor t tabelado para o
polinémio de segunda ordem
2,045 2,045 2,045
com df = 29 e a = 0,05/2
(teste bilateral)

Soro 1
A partir do guadro 4 concluimos que os dados obtidos
1 né&o

com O SOro se ajustam a um polindmio de segunda

ordem, uma vez que o valor t calculado ¢ inferior ao valor
t tabelado.

A partir do gquadro 4 concluimos gue o conjunto de
dados pode eventualmente ajustar-se a um polindémio de ordem
superior e necessitdmos de confirmar se a diferenca entre o
polindémio de primeira ordem e o polindémio de ordem superior
com o valor mais baixo do chi quadrado era superior a 6%. O
polindémio de terceira ordem possuili o valor mais baixo do

chi quadrado,

DL = P(x) - L(x)
em que P(x) € uma equacdo polinomial e L(x) & a equacgao
linear.
Quadro 5: cédlculos de DL (%) para o soro 1

Valores Valores calculados com o Valores calculados Diferenca Diferenca
médios polinémio de 32 ordem a com o polindémio de absoluta de DL % =
medidos partir da equagdo 12 ordem a partir da DL = DL/ (valor
/L) | PIp=D BT ED T ST D equagio P3 (x)-L (x) médio

418" . - -

' L{x}=0, 70047, 8T 4 medido) x

100
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0,780 0,811 0,709 0,102 13,1
1,51 1,45 1,50 -0,0487 -3,22
2,17 2,18 2,28 -0,107 -4,91
2,94 2,97 3,07 -0,0966 -3,28
3,82 3,82 3,86 -0,0431 -1,13
4,70 4,68 4,65 0,0290 0,617
5,53 5,53 5,43 0,0951 1,72
6,29 6,35 6,22 0,130 2,07
7,15 7,12 7,01 0,110 1,54
7,85 7,81 7,80 0,0101 0,128
8,36 8,39 8,58 -0,195 -2,33

Na figura 4 estd ilustrado o gréafico de DL (%) para o

soro 1.

Soro 2

A partir do quadro 4 concluimos que os dados obtidos
com O Soro 2 ndo se ajustam a um polindmio de segunda
ordem, uma vez que o valor t calculado é inferior ao valor
t tabelado.

A partir deste resultados concluimos que o conjunto de
dados obtidos com o soro 2 ndo se ajusta a um polindmio de
terceira ordem, uma vez que o valor t calculado é inferior
ao valor t tabelado e a série de diluicdo ¢é considerada

linear.

Soro 3

A partir do guadro 4 concluimos que os dados obtidos
com O soro 3 ndo se ajustam a um polindmio de segunda
ordem, uma vez que o valor t calculado é inferior ao valor

t tabelado.
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A partir do quadro 4 concluimos que o conjunto de
dados pode eventualmente ajustar-se a um polindémio de ordem
superior e necessitamos de confirmar se a diferenca entre o
polindémio de primeira ordem e o polindmio de ordem superior
com o valor mais baixo do chi quadrado era superior a 5%
(DL). O polindémio de terceira ordem possui o valor mais
baixo do chi quadrado,

DL = P(x) - L(x)

em que P(x) é uma equagdo polinomial e L(x) €& a equagao

linear.
Quadro 6: cédlculos de DL(%) para o soro 3

Valores Valores calculados com o Valores calculados Diferenca Diferenca
médios polinémio de 32 ordem a com o polindmio de absoluta de DL % =
medidos partir da equacido (mg/L): 12 ordem a partir da DL = DL/ (valor
(mg/L) | PI{eisd, TEE, TSExe2,601x"- equagdo (mg/L): P3(x)-L(x) médio

803 L{x}=0,680+5.860% medido) x

100

0,730 0,768 0,680 0,0880 12,1
1,41 1,37 1,37 0,001111 0,0785
2,05 2,01 2,05 -0,0434 -2,12
2,69 2,69 2,74 -0,0551 -2,05
3,33 3,38 3,43 -0,0436 -1,31
4,04 4,10 4,11 -0,0186 -0,461
4,83 4,81 4,80 0,0103 0,214
5,58 5,52 5,49 0,0336 0,601
6,20 6,22 6,17 0,0415 0,669
6,89 6,89 6,86 0,0245 0,356
7,51 7,52 7,55 -0,0270 -0, 360

Na figura 5 estd representado um grafico de DL (%)
para o soro 3.

A partir dos calculos anteriores e tendo em conta o
conjunto de especificacdes para se concluir sobre

linearidade, verificou-se que o imunoensaio de cistatina C
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da presente invencdo ¢é linear no intervalo experimentado
compreendido aproximadamente entre 0,6-8,5 mg/L.

Uma vez que o intervalo de referéncia estd contido
neste dominio de wvariacgdo e tendo em conta que é ainda
necessario medir as concentracdes de cistatina C acima de 8
mg/L, o intervalo de variacdo linear documento é suficiente
para todos os fins clinicos de imuncensaios de cistatina C
segundo o processo da presente invencgao.

A partir deste estudo ¢é possivel concluir que o
processo turbidimétrico de imunoensaios para cistatina C de
acordo com a presente invencao, se caracteriza pelo facto
de apresentar um desvio em relacdo a linearidade inferior a
4% num intervalo de medicdo compreendido entre 1,32 e 7,5
mg de cistatina C por litro e um desvio em relagdo a
linearidade inferior a 15% num intervalo de medicéo

compreendido entre 0,75 e 7,5 mg de cistatina C por litro.

Exemplo 5 de ensaio: investigagdo da linearidade utilizando
o processo de acordo com a presente invencéao

Esta investigagdo foli realizada em conformidade com o
protocolo EP6-A EP6-A, vol. 23, No 16, da NCCLS.

Nesta experiéncia investigou-se a linearidade do
imunoensaio da cistatina C de acordo com a presente
invencdo. Isto foi feito diluindo uma amostra de soro com
elevada concentracdo com uma amostra de soro com baixa
concentracéao, entre 0-100%. Tragando um grafico dos
resultados das séries de diluicdes e estudando o grafico
com recurso as andlises de regressdo de primeira, segunda e
terceira ordens concluiu-se que 0 processo de imunoensaio
da cistatina C da presente invencdo foi linear de acordo

com os critérios dados. Os critérios consistiram em
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examinar e comparar os parametros do grafico por meio de um
teste t de student para se verificar se os pontos de
medicao (marcados no grafico em funcdo do facto de
diluicdo) se poderiam ajustar a um polindémio de segunda ou
de terceira ordem melhor do gque a um polindmio de primeira
ordem. Falhando o teste t, aceitou-se uma diferenca de 6%
entre o polindémico de primeira ordem e os polindmios de
ordem superior, com o valor mais baixo do chi qguadrado
comutado com o valor médio medido para cada concentracédo
(excepto nos pontos extremos, em dgque se aceitou uma
diferenca até 25% devido ao facto de ninguém raramente ou
mesmo nunca medir amostras com concentragdes de cistatina C
nesta zona). De acordo com estes critérios, o processo de
imunocensaios de cistatina C da presente invencgdo é linear

no sistema de medicdo com o aparelho Architect ¢i8200.

a) Instrumentos

Utilizou—-se um instrumento Architect ¢i8200.

b) Reagentes

Utilizou-se o tampdo de ensaio, 0 agente de calibracéao
de cistatina C e as imunoparticulas anti-cistatina C

descritos anteriormente.

c) Amostras

Foi utilizada uma amostra de soro de um paciente, A,
que contém concentragdes de cistatina C superiores a 6 mg/L.
Como diluente do soro com elevada concentracdo utilizou-se
uma amostra de soro de um paciente, D, com uma baixa

concentracgdo de cistatina C, inferior a 0,8 mg/L.
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Efectuou-se a série de diluigbdes da amostra A de
plasma conforme descrito no quadro 1. Diluiu-se a amostra
10 vezes, desde 100% até 0% da concentracgdo original com a
amostra D de baixa concentracao, em que 100% corresponde ao
soro puro com a concentracao elevada (Aip) e 0% corresponde

ao soro puro de baixa concentragcao (Digo) .

Quadro 7: quadro de diluicgcdo para a amostra A de soro

ID da Factor de |Volume de solugdo | Volume de solugédo
amostra diluigéo a 100 %, Ajo0 (ul) (a 0 %, Dioo (ulL)

Al 1 1000 0

A2 0,9 900 100

A3 0,8 800 200

A4 0,7 700 300

A5 0,6 600 400

A6 0,5 500 500

A7 0,4 400 600

A8 0,3 300 700

A9 0,2 200 800

Al0 0,1 100 900

All 0 0 1000

Efectuou-se uma calibracdo do aparelho Architect
ci8200 para se definir uma curva padrdo, utilizando os
paradmetros de ensaio seguintes:

+ volume a analisar: 220 uL
+ volume da amostra: 3 ulL
+ volume das imunoparticulas: 45 uL

Para cada uma das amostras diluidas foram efectuadas 3

medic¢gbdes e efectuou-se o0 registo dos resultados obtidos com

a amostra A.
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d) Resultados

dl) Anédlise de regresséo

Quadro 8: dados nado processados do soro A

Diluicgédo 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1
Medigédo 1 0,63 1] 1,58 2,45 3,36 4,25 5,31 6,36 7,38 8,12 8,77 muito
(mg /L) alto
Medigédo 2 0,64 ] 1,59 2,47 3,37 4,35 5,36 6,31 7,33 8,15 8,71 muito
(mg/L) alto
Medicgédo 3 0,621 1,59 2,48 3,33 4,27 5,38 6,32 7,35 8,16 8,83 muito
(mg/L) alto

0,63 ] 1,59 | 2,47 3,35 4,29 | 5,35 6,33 7,35 8,14 8,77 | muito
Média (mg/L)

alto

D.P. (mg/L) 0,01 0,006 [ 0,015 | 0,021 0,053 10,036 | 0,026 ) 0,025 ] 0,021 0,060 [ ND
CV (%) 1,591 0,36 0,62 0,62 1,23 0,67 0,42 0,34 0,26 0,68

Preferéncia de 0,88
baixa
concentragdo

(mg/L)

Preferéncia de | 3,63
alta
concentracdo

(mg/L)

Nas figuras 6, 7 e 8 estao

representados graficos dos

valores médios medidos em funcdo do factor de diluicédo para

o0 soro A, com anadlise de regressao.

d2) Teste t de student

Quadro 9: valores do teste t de student

Soro A

Coeficiente de segunda ordem do valor t

calculado no polindémio de segunda ordem

t = 0,591/0,548 = 1,078
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Coeficiente de segunda ordem do valor t
t =6,15/1,86 = 3,31
calculado no polindémio de terceira ordem
Coeficiente de terceira ordem do valor t
t =4,99/1,35 = 3,69
calculado no polindémio de terceira ordem
Valor t tabelado para o polindémio de
segunda ordem com df = 30 e o = 0,05/2 2,042
(teste bilateral)
Valor t tabelado para o polindémio de
segunda ordem com df = 29 e o = 0,05/2 2,045
(teste bilateral)

Soro A

A partir do quadro 9 concluimos que os dados obtidos
com O soro A ndo se ajustam a um polindmio de segunda
ordem, uma vez que o valor t calculado é inferior ao valor
t tabelado.

A partir do guadro 9 concluimos que o conjunto de
dados pode eventualmente ajustar-se a um polindmio de ordem
superior e necessitdmos de confirmar se a diferenca entre o
polindémio de primeira ordem e o polindémio de ordem superior
com o valor mais baixo do chi guadrado era superior a 6%. O
polindémio de terceira ordem possuili o valor mais baixo do

chi quadrado,

DL = P(x) - L(x)
em que P(x) € uma equacdo polinomial e L(x) & a equacgao
linear.
Quadro 10: calculos de DL (%)
Valores Valores calculados com o Valores calculados Diferenga Diferenga
médios polinémio de 32 ordem a com o polindmio de absoluta de DL % =
medidos partir da equagdo: 12 ordem a partir da DL = DL/ (valor
(mg/L) PIpo=t, Sﬂﬁ.ﬁx&&iﬁn’* equagdo: P3(x)-L(x) médio
‘W . ELeI=0 548, 2 medido) x
100
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0,630 0,695 0,640 0,0550 -8,73
1,59 1,50 1,57 0,0657 4,13
2,47 2,41 2,50 0,0932 3,77
3,35 3,37 3,43 0,0576 1,72
4,29 4,37 4,36 0,0111 -0,259
5,35 5,37 5,29 0,0830 -1,55
6,33 6,35 6,22 0,128 -2,02
7,35 7,27 7,15 0,116 -1,58
8,14 8,10 8,08 0,0180 -0,221
8,77 8,82 9,01 0,197 2,25

A partir dos cdlculos anteriores e tendo em conta o
conjunto de especificacdes para se concluir sobre
linearidade, verificou-se que o imunoensaio de cistatina C
da presente invencdo ¢é linear no intervalo experimentado
compreendido aproximadamente entre 0,6-8,8 mg/L.

Uma vez que o intervalo de referéncia estd contido
neste dominio de variacdo e tendo em conta que € ainda
necessario medir as concentracgdes de cistatina C acima de 8
mg/L, o intervalo de variacdo linear documento é suficiente
para todos os fins clinicos de imunocensaios de cistatina C
segundo o processo da presente invencgéao.

A partir deste estudo ¢é possivel concluir que o
processo turbidimétrico de imunoensaios para cistatina C de
acordo com a presente invencao, se caracteriza pelo facto
de apresentar um desvio em relacgdo a linearidade inferior a
4% num intervalo de medicdo compreendido entre 1,32 e 7,5
mg de cistatina C por 1litro e um desvio em relagdo a
linearidade inferior a 15% num intervalo de medicgéao

compreendido entre 0,75 e 7,5 mg de cistatina C por litro.

Exemplo 6 de ensaio: investigacdo de linearidade num ensaio

turbidimétrico da técnica anterior
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a) Ensaio

Efectuou-se um estudo correspondente ao exemplo 4 de
ensaio, utilizando o processo e o0s preceitos da técnica
anterior, em conformidade com a metodologia de ensaio
“Cystatin C - The marker of choice for renal function
testing", da autoria de Camilla Schmidt cujo texto estéa
publicado em European Clinical Laboratory, de 10 de
Fevereiro de 2004, e também no folheto da embalagem dos
produtos ‘Dako’ indicados no referido artigo, tendo sido

obtidos o0s resultados a seguir indicados.

b) Resultados

bl) Analise de regresséao

Nas figuras 10, 11 e 12 estdo representados o0s
graficos dos valores médios medidos em funcgdo do facto de
diluicéo para a totalidade dos trés soros A, B e C, com

andlises de regressao.

b2) Teste t de student

Realizou-se um teste t de student para se confirmar se
0s parémetros de regressdo de ordem mais elevada se
ajustavam aos dados. Os resultados estdo transpostos para o
quadro 11.

Quadro 11: valores do teste t de student

Soro 1 Soro 2 Soro 3

Coeficiente de segunda

t = t = t =
ordem do valor t calculado

1,51/0,186 = 0,235/0,129 = |1,67/0,12 =
no polindémio de segunda

8,11 2,52 13,91
ordem
Coeficiente de segunda t = t =0,25/0,75 [t =
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ordem do valor t calculado 3,796/0,709 = | = 0,33 2,10/0,68 =
no polinémio de terceira 5,35 3,09
ordem
Coeficiente de terceira
t = t =
ordem do valor t calculado t = 0,48/0,39
1,52/0,465 = 0,29/0,45 =
no polinémio de terceira = 1,23
3,27 0,64
ordem
Valor t tabelado para o
polindémio de segunda ordem
2,042 2,042 2,042
com df = 30 e o = 0,05/2
(teste bilateral)
Valor t tabelado para o
polindémio de segunda ordem
2,045 2,045 2,045
com df = 29 e o = 0,05/2
(teste bilateral)

SORO 1

O conjunto de dados pode eventualmente ajustar-se a um
polindémio de ordem superior e ¢é necessdrio comparar a
diferenga entre o polindémio de primeira ordem e o polindmio
de ordem superior com o valor mais baixo de chi quadrado
para se verificar se é superior a 6% (DL). O polindmio de
terceira ordem possui o valor mais baixo de chi quadrado.

As diferencas (DL) sao:

Quadro 12: célculos de DL (%)

Valores Valores calculados com o Valores calculados Diferenga Diferenga
médios polinémio de 32 ordem a com o polindémio de absoluta de DL &% =
medidos partir da equacgdo: 12 ordem a partir da DL = DL/ (valor
(mg/L) P x}=0,859+5884x equagdo: P3(x)-L(x) médio
fa;m%d,ml‘ L{x}0,37747 4365 medido) x
100
0,633 0,659 0,377 0,282 44,5
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1,24 1,20 1,12 0,0799 6,45
1,82 1,81 1,86 -0, 0553 -3,04
2,45 2,47 2,61 -0,133 -5,43
3,20 3,19 3,35 —0,162 -5,06
3,93 3,94 4,09 -0,152 -3,86
4,70 4,73 4,84 -0,111 -2,36
5,57 5,53 5,58 ~0,0492 —0,883
6,32 6,35 6,33 0,0247 0,391
7,22 7,17 7,07 1,101 1,41
7,96 7,99 7,81 0,172 2,16
Na figura 13 esta representado o grafico das

diferengas DL

(%)

para o soro 1.

SORO 2
O conjunto de dados pode eventualmente ajustar—-se a um

polinémio de ordem superior e ¢é necessdrio comparar a

diferenca entre o polindémio de primeira ordem e o polindmio
de ordem superior com o valor mais baixo de chi quadrado
para se verificar se é superior a 6% (DL). O polindmio de
terceira ordem possui o valor mais baixo de chi quadrado.
sao:

As diferencas (DL)

Quadro 13: célculos de DL (%)

Valores Valores calculados com o Valores calculados Diferenga Diferenga
médios polinémio de 32 ordem a com o polindmio de absoluta de DL % =
medidos partir da equacdo (mg/L): 12 ordem a partir da DL = DL/ (valor
(mg/L) mmmm_ equagdo (mg/L): P3(x)-L(x) médio
@,‘2&5&’ iﬁd&i:’ t{xﬁ.wh medido) x
100
0,480 0,516 0,480 0,0360 7,50
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1,04 0,984 0,961 0,0232 2,23
1,45 1,45 1,44 0,00781 0,538
1,91 1,92 1,92 -0,00795 -0,416
2,37 2,38 2,40 -0,0218 —0,919
2,86 2,85 2,88 -0,0314 -1,10
3,28 3,33 3,37 -0,0345 -1,05
3,83 3,82 3,85 —0,0288 —0,751
4,33 4,32 4,33 -0,0120 -0,276
4,87 4,83 4,81 0,0182 0,373
5,32 5,35 5,29 0,0640 1,20

Na figura 14 estd representado o grafico das

diferengas DL

(%)

para o soro 2.

SORO 3

Significa isto que o conjunto de dados pode ajustar-se
a um polindmio de ordem superior e é necessdrio comparar a
diferenca entre o polindémio de primeira ordem e o polindmio
de ordem superior com o valor mais baixo de chi quadrado
para se verificar se é superior a 6% (DL). O polindmio de
terceira ordem possui o valor mais baixo de chi quadrado.
sao:

As diferencas (DL)

Quadro 14: célculos de DL (%)

Valores Valores calculados com o Valores calculados Diferenga Diferenga
médios polinémio de 32 ordem a com o polindmio de absoluta de DL % =
medidos partir da equacdo (mg/L): 12 ordem a partir da DL = DL/ (valor
(mg/L) P30 82305 002 equagdo (mg/L): P3(x)-L(x) médio
Z30mc0,287%" L{x}0,36346,856» medido) x
100
0,610 0,623 0,363 0,260 42,6
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1,15 1,15 1,05 0,0973 8,46

1,74 1,71 1,74 -0,0251 -1,44
2,32 2,31 2,42 -0,109 -4,70
2,95 2,95 3,11 -0,156 -5,29
3,61 3,63 3,80 -0,168 -4,65
4,29 4,34 4,48 -0,146 -3,41
5,12 5,08 5,17 -0,0932 -1,82
5,83 5,85 5,86 -0,0101 -0,174
6,69 6,64 6,54 0,101 1,51

7,44 7,47 7,23 0,239 3,21

Na figura 15 estd representado o grafico das
diferencas DL (%) para o soro 3.

Concluimos que os imunoensaios turbidimétricos da
técnica anterior exemplificadas pelo imunoensaio de
cistatina C da ‘Dako’ nao sdo satisfatérios em termos de

linearidade na parte inferior do intervalo de referéncia.

Exemplo 7 de ensaio: correlacdo do ensaio turbidimétrico da
invengdo com os métodos de referéncia nefelométricos

Faz-se aqui referéncia a publicacdo “New improved
automated particle-enhanced turbidimetric immunocassay for
quantitative determination of human Cystatin C in serum and
plasma” por C. Schmidt, C. Kjoller e K Gronkjaer, acessivel
no website de ‘Dako Cytomation’, primavera de 2005. Num
estudo de correlacgdao com o) método de referéncia
nefelométrico da ‘Dade-Behring’, encontrou-se um ponto de
intercepcdo de +0,214 e um declive de 0,6954 na curva de
correlacao. Isto constitui uma diferenca grande em relacao
ao método de referéncia.

A presente invencdo proporciona um método que possui
uma correlacdo muito melhor com o método de referéncia,

pelas razdes supramencionadas.
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a) Condigbes de ensaio

Nesta experiéncia comparou-se o) imunoensaio de
cistatina C da presente invencd&o, com 08 parametros
regulados para o instrumento Hitachi 917, conforme descrito
anteriormente, com o método de ensaio da cistatina C da
‘Dade-Behring’, num aparelho ‘BN ProSpec’ do hospital da
Universidade Akademiska de Uppsala, Suécia, medindo as
mesmas 51 amostras de soro em duplicado em ambos o0s
processos (numa calibracgdo e num dia) e comparando—-0s com a
andlise de enviesamento e com a andlise de regresséao
linear. Além disso, determinou-se a diferenca em relacgdo ao
limite superior de confianca do processo ‘Dade-Behring’,
também designado por ponto de decisdo médica. O modelo de
pratica experimental e a andlise de dados estavam em
conformidade com as recomendacdes do protocolo EP-2, Vol.

22, No. 19 da NCCLS.

b) Resultados

As figuras 16, 17 e 18 seguintes demonstram o0s
resultados. As figuras 16, 17 e 18 demonstram dgue o
processo da presente invencgao proporciona
surpreendentemente medig¢des de cistatina C com um rigor
muito bom, fazendo <com que os resultados né&o sejam
significativamente diferentes dos obtidos com o processo de
referéncia nefelométrico. ©No ©presente estudo das 50
amostras analisadas, nao houve nenhum enviesamento
significativo entre os dois processos. No total houve um
enviesamento de 0,023, num intervalo de confianca a 95%

compreendido entre -0,023 e +0,0658; em termos essenciais,
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ndao houve nenhum enviesamento significativamente diferente
de zero.

O imunoensaio de cistatina C pelo processo ‘Dade-
Behring’ revelou um ponto de decisdo médica igual a 0,95
mg/L. Recorrendo a andlise de regressdo linear, concluimos
gque numa amostra em que se tenha medido o valor de 0,95
mg/L com o processo ‘Dade-Behring’ 1ird proporcionar um
resultado de medigdo entre 0,83 e 0,89 mg/L pelo processo
de 1imunoensaio de cistatina C de acordo com a presente
invencdo. A andlise de comparacgdo pelo processo do plasma
teve como resultado um declive da curva de correlacdo igual
a 0,968, com um ponto de intercepcdo igual a 0,103 mg/L.
Isto significa que o declive e o ponto de intercepcao pela
andlise do plasma estdo dentro do intervalo de confianga em
que se situam os valores de inclinagcdo e de intercepcao
pela andlise do soro.

Isto demonstra que o processo da presente invencao tem
uma correlacdo muito melhor com o processo de referéncia
nefelométrico, comparativamente com os melhores processos
turbidimétricos do estado anterior da técnica.

A publicacao supramencionada “New improved automated
particle-enhanced turbidimetric immunoassay for
quantitative determination of human Cystatin C in serum and
plasma” demonstra que as medigdes turbidimétricas de
cistatina C podem ser utilizadas para se estimar a taxa de
filtragcdo glomerular. Isto também foi demonstrado pela
publicacdo “Simple Cystatin C-Based Prediction Equations
for Glomerular Filtration Rate Compared with the
Modification of Diet in Renal Disease Prediction Equation
for Adults and the Schwartz and the Counahan-Barratt

Prediction Equations for Children” da autoria de Grubb et
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al, em Clinical Chemistry 51:8, 1420-1431. Ha uma
publicagdo semelhante, em que se utiliza o processo de
referéncia nefelométrico, com o titulo “Calculation of
glomerular filtration rate expressed in ml/min from plasma
Cystatin C values in mg/l1” da autoria de A. Larsson et al.,
em Scand. J. Lab. Invest. 2004; 64, 25-30. Como € evidente,
um processo de acordo com a presente invencdo, que tenha
uma correlagdo melhor com o processo nefelométrico, é ainda
melhor para este efeito do que o0s processos de medicgao

turbidimétricos da técnica anterior.
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REIVINDICACOES

1. Imunoensaio turbidimétrico para determinar a cistatina
C humana numa amostra de um liquido corporal humano que
compreende 0S passos seguintes:

a) preparar uma mistura de ensaio colocando a referida
amostra em contacto com um conjugado de nanoparticulas-
anticorpos, o qual ¢é constituido por nanoparticulas
adequadas para medigdes turbidimétricas, em gue as
referidas nanoparticulas sao recobertas com uma camada de
um material protéico qgue compreende anticorpos anti-
cistatina C humana ou os seus fragmentos de ligacé&o ao
antigénio, que se ligam a referida cistatina C, em que as
referidas nanoparticulas recobertas tém um didmetro mediano
no intervalo compreendido entre 58 nm e 200 nm e

b) determinar o teor em cistatina C humana, medindo a
variacdo da turvacao da referida mistura;
em gque o revestimento €& tal gque as referidas nanoparticulas
sdo recobertas com 10% a 35% de anticorpos que se ligam a
cistatina C humana, relativamente ao ©peso total do

conjugado de nanoparticulas-anticorpos.

2. Imunoensaio turbidimétrico para determinar a cistatina
C humana numa amostra de um liquido corporal humano que
compreende 0S passos seguintes:

a) preparar uma mistura de ensaio colocando a referida
amostra em contacto com um conjugado de nanoparticulas-
anticorpos, o qual ¢é constituido por nanoparticulas
adequadas para medicdes turbidimétricas, em que as
referidas nanoparticulas sao recobertas com uma camada de

um material protéico que compreende anticorpos de aves



anti-cistatina C humana ou os seus fragmentos de ligacédo ao
antigénio, que se ligam a referida cistatina C, em que as
referidas nanoparticulas recobertas tém um didmetro mediano
no intervalo compreendido entre 58 nm e 200 nm e

b) determinar o teor em cistatina C humana, medindo a

variacdo da turvacdo da referida mistura.

3. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que 0S
referidos anticorpos sdo anticorpos policlonais ndao humanos

e de ndo roedores contra a cistatina C humana.

4. Processo de acordo com a reivindicagdo 3, em que 0S
referidos anticorpos policlonais sao anticorpos de aves

contra a cistatina C humana.

5. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes
3 e 4, em que pelo menos 25% em peso dos referidos
anticorpos policlonais ou seus fragmentos foram obtidos por

purificacdo de afinidade com cistatina C humana.

6. Processo de acordo com uma das reivindicag¢bes 1 ou 2,
em que os anticorpos compreendem (a) anticorpos monoclonais
que se ligam a um Unico epitopo de cistatina C humana ou
(b) um conjunto de duas ou mais espécies de anticorpos
monoclonais, em que cada espécie de anticorpos monoclonais
se liga a um epitopo diferente de cistatina C humana ou em
que duas ou mais espécies se ligam a epitopos idénticos com

uma forga de ligacao diferente.

7. Processo de acordo com a reivindicagdo 6, em que 0S

anticorpos monoclonais sdao de origem nao humana.



3. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
anteriores, em gue as nanoparticulas sdo recobertas com uma
mistura de anticorpos anti-cistatina C humana e pelo menos

uma proteina inerte.

9. Processo de acordo com a reivindicacdo 8, em que a
proteina inerte é hidrofilica, em particular seleccionada
entre hemocianina de Megathura crenulata, haptoglobina,

albuminas e transferrinas.

10. Processo de acordo com qualgquer uma das reivindicacodes
anteriores, em que a variacdo da turvagdo € medida através
da variacd&o gue ocorre na absorvéncia da referida mistura
de ensaio a uma luz com um comprimento de onda compreendido
entre 500 e 600 nm e num intervalo de temperatura entre

10°C e 50°cC.

11. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes
anteriores, em que a vreferida wvariagcdo na turvacao,
expressa em Unidades mAbs/cm, para uma luz com um
comprimento de onda de 546 nm, é

superior a 15 Unidades mAbs/cm para uma concentracgdo de 9,9
ug de cistatina C por litro na mistura de ensaio ou
superior a 30 Unidades mAbs/cm para uma concentracgdo de
19,8 ng de cistatina C por litro na mistura de ensaio ou
superior a 75 Unidades mAbs/cm para uma concentracgdo de
34,1 pg de cistatina C por litro na mistura de ensaio,

se a referida mistura for mantida a 37°C durante 260

segundos depois de se ter formado a mistura, ou



em que a referida variacdo na turvacao, expressa em
Unidades mAbs/cm, para uma luz com um comprimento de onda
de 505 nm, é

superior a 20 Unidades mAbs/cm para uma concentracgdo de 9,9
ng de cistatina C por litro na mistura de ensaio ou
superior a 50 Unidades mAbs/cm para uma concentragdo de
19,8 pg de cistatina C por litro na mistura de ensaio ou
superior a 90 Unidades mAbs/cm para uma concentragdo de
34,1 png de cistatina C por litro na mistura de ensaio,

se a referida mistura for mantida a 37°C durante 260
segundos apds a formacdo da mistura;

em que a referida variagdo na turvagao, expressa em
Unidades mAbs/cm, para uma luz com um comprimento de onda
de 570 nm, €

superior a 10 Unidades mAbs/cm para uma concentracgdo de 9,9
pg de cistatina C por litro na mistura de ensaio ou
superior a 30 Unidades mAbs/cm para uma concentracgdo de
19,8 png de cistatina C por litro na mistura de ensaio ou
superior a 80 Unidades mAbs/cm para uma concentracgdo de
34,1 pg de cistatina C por litro na mistura de ensaio,

se a referida mistura for mantida a 37°C durante 260
segundos apds a formacdo da mistura;

em que a referida variacdo na turvacao, expressa em
Unidades mAbs/cm, para uma luz com um comprimento de onda
de 546 nm, é

superior a 12 Unidades mAbs/cm para uma concentracgdo de 9,9
ng de cistatina C por litro na mistura de ensaio ou
superior a 25 Unidades mAbs/cm para uma concentragdo de
19,8 pg de cistatina C por litro na mistura de ensaio ou
superior a 70 Unidades mAbs/cm para uma concentragdo de

34,1 png de cistatina C por litro na mistura de ensaio,



se a referida mistura for mantida a 32°C durante 600
segundos apds a formacdo da mistura;

em que a referida variacdo na turvacao, expressa em
Unidades mAbs/cm, para uma luz com um comprimento de onda
de 546 nm, é

superior a 8 Unidades mAbs/cm para uma concentracdo de 9,9
ng de cistatina C por litro na mistura de ensaio ou
superior a 20 Unidades mAbs/cm para uma concentragdo de
19,8 pg de cistatina C por litro na de ensaio ou

superior a 50 Unidades mAbs/cm para uma concentragdo de
34,1 png de cistatina C por litro na mistura de ensaio,

se a referida mistura for mantida a 37°C durante 120
segundos apds a formacdo da mistura;

em que a referida variagdo na turvacdo,expressa em Unidades
mAbs/cm, para uma luz com um comprimento de onda de 648 nm,
é

superior a 4 Unidades mAbs/cm para uma concentracdo de 9,9
pg de cistatina C por litro na mistura de ensaio ou
superior a 7 Unidades mAbs/cm para uma concentracdo de 19,8
pg de cistatina C por litro na mistura de ensaio,

superior a 15 Unidades mAbs/cm para uma concentracgdo de
34,1 pg de cistatina C por litro na mistura de ensaio ou

se a referida mistura for mantida a 37°C durante 40

segundos apds a formacdo da mistura.

12. Processo de acordo com gualgquer uma das reivindicagdes
anteriores, caracterizado pelo facto de se obter, gquando se
efectua uma curva de correlacao com 0s métodos
nefelométricos, um valor de intercepcg¢do para a cistatina C
inferior a 0,15 mg/mL pelo método turbidimétrico

comparativamente com um valor correspondente para a



cistatina C igual a 0 mg/L obtido pelo método
nefelométrico; e/ou

caracterizado pelo facto de se obter, quando se efectua uma
curva de correlagdo com os métodos de imunoensaio nao
homogéneo, um valor de intercepcdo para a cistatina C
inferior a 0,25 mg/L comparativamente com um valor
correspondente para a cistatina C igqgual a 0 mg/L; e/ou
caracterizado pelo facto de possuir um valor de
interferéncia para os triglicéridos, com uma concentracéo
de 15 mmol/LL. na amostra de ensaio, inferior a 6%
relativamente ao valor medido para a cistatina C ao nivel
de 1,2 mg de cistatina C/L; e/ou

caracterizado pelo facto de apresentar um desvio a
linearidade inferior a 5% no intervalo de medigao de
cistatina C entre 1,32 e 7,5 mg por litro, e um desvio a
linearidade inferior a 15% na regiao de medicédo
correspondente ao intervalo de medicao entre 0,75 e 1,32 mg

de cistatina C por litro.

13. Processo de acordo com gqualquer uma das reivindicagbes
1 a 12, caracterizado pelo facto de se determinar a
concentracdo de cistatina C existente numa amostra medindo
a taxa inicial de aumento da absorvéncia, (a) pelo registo
directo no momento da mistura, ou (b) fazendo o registo
imediatamente apds a mistura, juntamente com uma
extrapolacgao regressiva até ao aumento inicial de
absorvéncia, ou (c) medindo a diferenca de absorvéncias
entre dois ou mais pontos no tempo inferiores a 1 minuto

apbés se ter feito misturado a amostra com oS reagentes.



14. Processo para avaliar a taxa de filtracdo glomerular
num mamifero, em que o referido processo consiste em
derminar turbidimetricamente a cistatina C humana de acordo

com qualguer uma das reivindicagdes 1 a 13.

15. Estojo de reagentes ou conjunto de reagentes para a
realizagcdo do processo de acordo com qualguer uma das
reivindicagdes 1 a 14, o qgual compreende (a) particulas,
constituidas por imunoparticulas anti-cistatina C conforme
definido em qgualquer uma das reivindicagbées 1 a 10
anteriores, numa forma anidra ou em suspensao, (b) um
tampdo de ensaio numa forma anidra ou dissolvida, e,
facultativamente, (c¢) misturas de calibracdo e misturas de

controlo, qualquer delas numa forma anidra ou dissolvida.

16. Estojo de acordo com a reivindicagdo 15, em que as
particulas e o tampdo de ensaio sdo fornecidos em conjunto,

quer numa forma anidra guer em suspensao.

17. Conjugados de nanoparticulas—anticorpos de acordo com

a definicdo em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 10.

18. Utilizacgdo dos conjugados de nanoparticulas—-anticorpos
da reivindicag¢do 17 para um imunoensaio para a avaliacdo da
cistatina C humana, ou num processo de diagndéstico para a
medicdo da taxa de filtracdo glomerular de um mamifero; ou
num imunoensaio para avaliag¢do de cistatina C humana ou num

método de diagndstico para a avaliacgdo da disfungdo renal.

Lisboa, 23/08/2010



g/ LY

T

ciatatina

=diz wedida de

S tu =2

=
b

Toncentras

1

Congentragic wédia wedids de ciatatina T {mgdi)

ey e Comcantracis sedis do zox

maaffireee  Donoentracio

= Eommentracis wédis e zovs

b

-

=

14

0,2

84 B8 o8

Factor de diluigde

FIG. 2

[ g mt v mEOemdeons |

et SEXN | DO

Wxie Emy

Rx

wofpa Comcenrrsgis médie So sove 1 dmgill

. Ebzm':tx:;}ic madie dx sovo § fmgild

i 947551 oAt
wa | oWzl o

&2

B¢ 0§ a8

Tactor de diluigio

¥



frog# L)

atina T

CIEL

&diz medida da

S Tea

7

Concentya

10

2/10

FIG. 3

gl e

Wahe i 20 B

G854 pRYAt
FEHHIEE DD

SETIN garRS

e Cormentragse nedis de mooo 1 imglid
=ffes Corcertracis médie do soro & {myid

sy weee Corcentraciy midie do soro 3 {myfi)

————

41187

O 4 04 OF 08

Factor de diluigin

1




zora 1

DL,

15

1%

BTYC 3

B DL,

15

1%

i

3/10

FIG. 4

Grafioce de DL (%), =orx 1

0L (%} v= oconoentragic wmedis medida

& - ¥ DL mogo 1
e Limive infericoi®}
welll v Limite supecior (T3
e
L e A5 o . v
2 e o o 4 iy i £ sy ey
& 3 o *
........ - . ' &l
iy reses
&
L]
L2 &

2 4 & 8 1@

Concentracic média do soro 1 {mgsl}

FIG. 5

Graficn de DL (%), =oras 2

0L {%) w= concentracic média mwedida

% ¥ DU soxo 3
2 § Gdmive infesiocikd
& Liwmite samevioz{®}
s B ia o % . e Lo G B a
& a bl bl ]
“5 3
&
3 &

L

2 3 4 § & ¥ B

Concentragio wédis do sere 3 ngfll



4/10

FIG.6

Linearidade do imunocensaio de cistatina C ‘Gentian’ com o aparelho
Architect ¢i8200.
Concentragdo média medida de cistatina C vs factor de diluigédo.

Anidlise por regressdo linear.
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Linearidade do imunoensaio de cistatina C ‘Gentian’ com o aparelho
Architect ¢i8200.
Concentracdo média medida de cistatina C vs factor de diluigédo.

Andlise por regressdo de segunda ordem.
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FIG. 8

Linearidade do imunocensaio de cistatina C ‘Gentian’ com o aparelho
Architect ¢i8200.
Concentragdo média medida de cistatina C vs factor de diluigédo.

Anilise por regressdo de terceira ordem.
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Representacdo de diferencgas.
% de diferenga da diferenga absoluta entre os pontos de regressdo de primeira

e de terceira ordens e a concentracgdo média medida.
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