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Descricao referente a patente
de invencdo de Leif Baek, dina-
marqués, médico, residente em
Heinesgade 1, 4.tv., DK-2200 Co
penhagen K, Dinamarca e de Claug
Koch, dinamarqués, médico, resi
dente em Overgaden oven Vandet §
26, 1, DK-1415 Copenhagen K. Dit
namarca, para "PROCESSO PARA A
DETERMINACAO DA PRESENCA DE EN-
DOTOXINAS E PARA A PREPARACAO
DE ANTICORPOS MONOCLONAIS UTI-
LIZADOS NESSA DETERMINACAQ".

DESCRIQKO

DOMINIO DA INVENGAO

A presente invencao refere-se a um
processo para a determinagao da presenga de endotoxinas ou de
substiancias semelhantes a toxinas numa amostra bem como de prepa
racao de um anticorpo monoclonal e de um conjunto de anadlise
("test kit") que contém esse anticorpo util para a referida de-

terminacao.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Os limulos Limulus polyphenus, Ta-

chypleus tridentatus, Tachypleus gigas e Carcinoscorpius rotun-

dicauda s3o artrdpodes marinhos filogeneticamente primitivos que
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ndo evoluiram significativamente durante os Gltimos 300 milhOes
de anos (1).

0 limulo possui um sistema circula-
tdrio aberto que contém hemolinfa azul e o Gnico elemento forma-
do presente na hemolinfa & uma cé&lula chamada amebdcito (2).

A utilizagdo do lisado do amebdcito
de 1imulo (LAL) como ensaio in vitro para a presenga de endotoxi
nas resulta directamente da observagadao importante feita por Bang
(3). Este autor observou que o limulo sofreu um tipo de coagula-
¢do intravascular disseminada (CID) quando ocorria uma infecgao
generalizada com bactérias marinhas gram-negativas. Esta observa
¢80 in vitro inicial foi mais tarde ampliada pela descoberta de
que a coagulagao da hemolinfa de 1imulo pode ser produzida in vi
tro pela adigdo seja de bactérias gram-negativas viaveis seja de
endotoxina purificada a partir da parede celular de bactérias
gram-negativas (2). Foi também descoberto pelos mesmos investiga
dores (1) que o amebOcito era a origem de todos os factores ne-
cessirios para a coagulagao da hemolinfa.

A aplicacgao corrente do ensaio como
um método de andlise in vitro para endotoxinas baseia-se no fac-
to de que a disrupgao fisica dos amebocitos que foram isolados a
partir da hemolinfa por centrifugacao da origem a uma suspensao
(LAL) que contém os componentes de coagulagao que apenas podem
ser em seguida activados por endotoxina bacteriana.

A aplicagdo deste principio tornou
o ensaio LAL o método presentemente disponivel mais sensivel pa-
ra a deteccdo de bactérias gram-negativas, de endotoxinas e de
lipossacarideos (LPS). O LAL preparado por métodos de purifica-
¢ao correntes pode detectar com fiabilidade 0,1 ng/ml de endoto-
xina padrdao de Escherichia coli purificada. Mostrou-se que o LAL

detecta tanto as endotoxinas ligadas (associadas a células) como
as endotoxinas livres (4) incorporadas na parede celular de vir-
tualmente todas as bactérias gram-negativas. No entanto as endo-
toxinas preparadas por meio de diferentes métodos de extracgao a
partir de espécies diferentes podem variar amplamente em reacti-
vidade (5,6). Por estas razoes, foli preparada uma endotoxina pa-

drao de referéncia (EPR) pela US Food and Drug Administration




(USFDA) como meio de normalizacdo dos ensaios de pirogénios de
LAL e de coelhos (Farmacopeia dos Estados Unidos XX) (7).

Podem ser preparados lisados de ame
bbcito de reactividade semelhante em relagao ds endotoxinas a

partir das 4 espécies de limulo.

Processos de coagulacao em limulideos

Os processos de coagulacao em limu-

1ideos correntemente conhecidos estdao resumidos no Quadro 1.

QUADRO 1
PROCESSO DE COAGULACAO EM LIMULIDEOS
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Coagulogénio celular: O Coagulogénio & constituido por uma ca-

deia polipeptidica com ligagdes internas de dissulfureto que sdo
importantes para a estabilidade da forma polimerizavel da molécgé
la (8). Verificou-se que no Limulus polyphemus o coagulogénio &

{

constituido por 220 dcidos aminados com um conteido de semi-cis-|

tina de 18 residuos (9). Ndo se detectou qualquer grupo SH livrej
verificou-se que o {nico residuo N-terminal era glicina e que O
seu residuo C-terminal era serina (9). O coagulogénio & sempre
convertido por uma enzima protease de serina. ApOs coagulagao, a
proteina do gel apresenta uma estrutura em hé&lice ao microscOpio

electrdnico (10). Em Tachypleus tridentatus, o coagulogénio con-

tdm 132 a 135 acidos aminados incluindo niveis elevados de aci-
dos aminados de cardcter basico, com uma alanina N-terminal e
uma fenilalanina C-terminal. No Limulus, a formagao de coagulo
parece envolver a cisdo da {inica ligagdo peptidica Arg-Lys no
coagulogénio (11,9). Os N-peptideos interactuam entre si de for-
ma ndo covalente dando origem ao coagulo insolivel. Em Tachy-

pleus tridentatus, a formagdo enzimdtica do gel envolve uma pro-

tedlise limitada das ligagdes peptidicas Arg-Gly e Arg-Thr loca-
lizadas na porgdo N-terminal do coagulogénio, libertando deste

modo o peptideo (12,13). O fragmento C no Limulus contém princi-
palmente dcidos glutdmico e aspartico (14). Embora Liu et al.

(9) tenham detectado um peptideo C com 45 &cidos aminados nesta 9
espécie, Nakamura et al. (13) e Shishikura et al. (15) afirmaram
que este peptideo C tinha 28 residuos de &cidos aminados arranja
dos numa sequéncia especifica de cada espécie.

Enzima de coagulacdo: A enzima de coagulagdo & uma protease de

serina. Esta enzima existe sob duas formas activas com pesOos mo-
leculares de 78 000 e de 40 000, respectivamente, e com uma com-
posigao de acidos aminados muito similar, o que indica uma rela-

gao mondémero-dimero (9). Em Tachypleus tridentatus, a enzima de

coagulagdo ndo reduzida & descrita como uma glicoproteina com um
peso molecular de 42 000 que se agrega para formar uma proteina
com um PM de 350 000. A enzima de coagulagado & originada a par-
tir de uma pro-enzima de coagulacgao inactiva. A pro-enzima de
coagulagao pode ser activada de dois modos independentes (quadro

1) : pelo LPS de bactérias gram-negativas ou pelos (1—3)—63—D~glg




canos a partir das paredes celulares de certos fungos e algas.
Coagulacdo mediada pelos LPS: Em primeiro lugar foi demonstrado
que as endotoxinas ou os LPS activam uma pro-enzima de coagula-
¢do do tipo protease de serina (16,11). Em segundo lugar, verifi
cou-se que estava também envolvido na coagulagao de LAL induzida

por LPS um factor B adicional ou pro-activador uma vez que este
activava a pro-enzima de coagulagao (17,18). Esta activagao pro-
vavelmente envolve uma protedlise limitada, isto &, de uma liga-
cdo arginil-X ou lisil-X da pro-enzima de coagulagao (18). Final
mente, observou-se que este pro-activador era convertido num fac
tor B ou activador activo (isto &, protease de serina do tipo
tripsina) por outra enzima proteolitica chamada protease N (fac-

tor C em I. tridentatus) que parece ser dependente de LPS (18,

19). Estas observagdes sucessivas indicam que este processo de
coagulagao representa uma cascata enzimatica complexa que podera
também incluir outros factores desconhecidos (Quadro 1).

Factores anti-coagulacdo: Uma proteina de 80 KD da membrana do

amebdcito liga-se especificamente & endotoxina ou ao LPS (9,20).
De acordo com os autores, esta proteina receptora pode reconhe-
cer e imobilizar pequenas quantidades de LPS em sangue de Limu-
lus sem coagulagdo intravascular maciga. Além disso, estd presen
te no amebdcito da hemolinfa de Tachypleus tridentatus e de Li-
mulus polyphemus um anti-coagulante (factor anti-LPS) que inibe
a coagulagdo induzida por LPS (21). Este anticoagulante inibe a

activacdo do factor B mas ndo a sua actividade. A outra via de

coagulacdo mediada nao & afectada pelo factor anti-LPS (21).

Coagulacao mediada por (1-3)- B-D-glucano: Tanto o agente anti-
L
-tumor (1-3-/5-D-glucano como outros polissacarideos anti-tumor

possuem uma capacidade elevada de causar a gelificagao de LAL
(22) por meio da activagao de um factor G que actua sobre a pro-

-enzima de coagulagao (23).

Diferentes métodos para detectar endotoxinas por meio de LAL

0 método mais frequentemente usado
& de longe o ensaio de codgulo. Este método baseia-se no facto
de que o resultado final da cascata de reacgoes no LAL quando

reage com uma endotoxina & um gel opaco ou um codgulo. O ensaio

1
1
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& levado a efeito como se segue: mistura-se 0,1 ml de LAL com

0,1 ml da solugdo a analisar num tubo de ensaio. Incuba-se a migi
!

tura a 379 C num banho de agua durante uma hora. O ensaio é reco.
-

nhecido como positivo se se forma um codgulo e se o coagulo & es,

tavel quando o tubo de ensaio & invertido 1809. Tém sido descri-é

tas reacgdes menos intensas que se manifestam por um aumento de
viscosidade com um aspecto de grdnulos semelhantes a amido que
aderem i parede do tubo de ensaio, muitas vezes simultaneamente
com um aumento da opacidade. A subjectividade dos pontos que mar
cam o fim de uma formacdo de gel ndo completa té&m constituido mo
tivo de critica deste método de realizagdo do ensaio. Esta criti
ca & especialmente importante quando se ensaiam especimens clini
cos por causa da interferé@ncia de varias substancias.

Foram publicadas outras modifica-
¢oes do ensaio de LAL com base nos estudos acima mencionados do
mecanismo da reacgao em LAL, Estas modificagoes incluem um méto-
do turbidimétrico (24), um mdtodo cromogénico (25), um método co
lorimétrico (26), um método nefelométrico (27), métodos cineti-
cos (28 a 30), diferentes métodos de lamina (31 a 36), metodos
de tubos capilares (38, 39), um método de microdiluigao (40), um
método de gotas de LAL (41), um método de marcagao por radioisd-
topos de coagulogénio (42) e um mé&todo imunoelectroforético que
mede a perda de antigenicidade do coagulogénio quando este é cin
dido pela enzima activada por LPS (43). Em todos estes métodos,
excepto no método imunoelectroforético (43), o resultado do méto

do & lido visualmente ou indirectamente por meio de algum tipo

de equipamento. ;

Especificidade do LAL para as endotoxinas

A especificidade da reacgao do LAL
em relacdo ds endotoxinas ou aos LPS tem sido questionada por va
rios investigadores. Foi descrito que a trombina, a tromboplasti
na e certos polinucledtidos sintéticos dao todos como resultado
um ensaio LAL positivo (44). O peptidoglicano de bactérias gram-
-positivas (45), endotoxinas derivadas de .Streptococci do grupo

A (46), varios polissacarideos simples, incluindo mananos de le-
vedura e dextranos bacterianos (47), derivados sintéticos de dez
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trano (48) e ditidis (49) causam a gelificagao do LAL.

O ensaio de LAL tem sido usado para
determinar a actividade bioldgica de moléculas semelhantes a en-!
dotoxinas purificadas a partir de material da membrana de vérios?
organismos. Foram obtidos ensaios LAL positivos com icido lipo- %
teicdico de Streptococcus faecalis (50), com lipoglicanos de di-i
ferentes estirpes de Mycoplasma (51, 52), com facgOes da parede i
celular de Micropolyspora faeni (53) e Chlamydia psittaci (54) eé

com preparacdes puras de Plasmodium berghei (55) e com extractos
por mistura de agua-fenol quentes de Listeria monocytogenes (56).

Recentemente tem sido posta em dﬁvi

da a utilidade clinica do ensaio LAL. Elin (57) levou a efeito
uma andlise estatistica de 17 estudos diferentes em pacientes hu
manos com LAL e sangue e concluiu que a utilidade clinica do en-
saio LAL para o diagndstico de septicemia gram-negativa & margi-
nal. Outros estudos por Tubos (58) e por Galloway et al. (59) ,

respectivamente, mostraram que o plasma de pacientes infectados

1

com Borrelia recurentis dava reacgao positiva no ensaio com LAL.
Em quase todos os estudos menciona-

dos acima foram usados,métodos subjectivos para ler o resultado
do ensaio LAL, sendo um ensaio positivo definido como a gelifica
cdo ou um aumento de turvagao.

A prova mais dificil para o ensaio
LAL era a detecgdo de endotoxinas em sangue ou em plasma. Em prif
meiro lugar, a concentragao de endotoxina em-circulagao no san-
gue & normalmente baixa por causa da rapida destruicao no figado
Em segundo lugar, o plasma contém inibidores do LAL, substadncias
que inactivam as endotoxinas e proteinas que se ligam as endoto-

xinas.
Tém sido usados varios meétodos para

extrair as endotoxinas do plasma. Os melhores resultados foram
obtidos por uma combinagdo de diluigdo e de aquecimento do plas-
ma (43). i
Experiéncias com um método imunoe-
lectroforético de projeccao para determinar a reactividade do
LAL com uma endotoxina (43) mostraram que este método possui um

mais alto grau de precisfio e de sensibilidade em comparagao com
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varios outros métodos e & apropriado para finalidade de diagnds-

tico.
Estudos imunoelectroforéticos da in

teracgao entre o LAL e os antigenes soliveis de Pseudomonas ae-

!

ruginosa e de Staphylococcus aureus mostraram que o LAL & alta-

mente reactivo com LPS mas pode também reagir com outros antige-
i

nes de bactérias gram-negativas e gram-positivas (60).

O ensaio LAL na inddstria farmacéutica

A principal utilizagao do ensaio
LAL tem sido na indUstria farmacéutica que actualmente leva a
efeito centenas de milhares de ensaios por ano sobre varios flul
dos parenterais de grande e de pequeno volume, produtos bioquimi
cos e instrumentos médicos. O ensaio LAL & actualmente realizado
correntemente tanto para o controlo durante O processo Como para
a aprovagdo final de muitos fluldos injectdveis e de instrumen-
tos médicos de intervencdes produzidos pela ind@stria farmacéuti

ca em todo o mundo.

Aplicacdes clinicas do ensaio LAL

As aplicacdes clinicas do ensaio
ILAL foram discutidas exaustivamente por J@rgensen (61). A conclu
sdo que se pode tirar deste estudo de conjunto das aplicacoes
clinicas do ensaio LAL & que foram descritas varias aplicagOes
{iteis desde a introdugdo do ensaio no fim dos anos 1960. Todas
estas aplicagdes beneficiaram da velocidade, sensibilidade e es-
pecificidade geral do ensaio LAL para as endotoxinas bacterianas,

tanto para as endotoxinas ligadas de bactérias gram-negativas

i
I

vidveis como de endotoxinas livres como evidéncia residual de

crescimento bacteriano anterior ou periddico. Em todas estas apli
cagoes, verificou-se que o ensaio LAL €& superior em alguns aspec
tos aos métodos convencionais de diagndstico de endotoxinas bac-
terianas. No entanto, nenhuma destas aplicagles substituiu méto-
dos convencionais de modo que o ensaio LAL seja usado isoladamen
te para diagndstico. Em vez disso o ensaio LAL & um meio auxili-

ar poderoso para a determinacao da presenga de bactérias gram-ne




gativas numa variedade de casos clinicos. Tem utilizagOes de di-
agndstico correntes validas (meningite, infecgoes oculares, bac-
teriuria) e pode eventualmente conduzir a uma melhor compreensao
de outras consequéncias patofisioldgicas das endotoxinas, isto

&, a endotoxemia.

RESUMO DA INVENCAO

Os inventores da presente invengao
desenvolveram agora um hOvVO Processo para a determinagao da re-
acgdo entre o lisado do amebdOcito de Limulus ou de Tachypleus e
as endotoxinas. O processo apresenta a mesma sensibilidade e a
mesma especificidade para as endotoxinas que O método imunoelec-
troforético de projecgdo (43) mas nao necessita de equipamento
muito especializado ou de pessoal de alto grau de preparagao pa-
ra a sua realizagao de tal modo que pode ser levado a efeito pra
ticamente em todos os laboratdrios clinicos. E também mais sim-
ples pois & menos demorado e mais econdmico e necessita de meno-
res quantidades de reagente de lisado de amebocito. O novo pro-
cesso apresenta por conseguinte uma importante vantagem econdmi-
ca em comparagao com os métodos conhecidos.

Deste modo, a presente invengéo re-
fere-se a um processo para a determinacao da presenga de uma en-
dotoxina ou de material semelhante a uma endotoxina numa amostra,
compreendendo:

a) a incubagdo da amostra com um componente do lisado do amebdci
to ou da hemolinfa do 1imulo ou de um andlogo sintético deste,
sendo as propriedades do referido componente alteradas se es—;
tiver presente na amostra uma endotoxina ou um material seme-

lhante a uma endotoxina, de tal modo que nao tenha lugar qual

quer reacgao com um anticorpo suscitado contra ou dirigido

substancialmente apenas contra o referido componente ou andlo

go ou com um seu determinante imunoldgico, ou de tal modo que!
o produto da reacgao do referido componente ou analogo com |
uma endotoxina ou com um material semelhante a uma endotoxina!
na amostra reaja com um anticorpo suscitado contra ou dirigi-
do substancialmente apenas contra o referido produto da reac-

cdo ou um seu determinante imunoldgico,
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| duz febre. Demonstrou-se que a parte biologicamente activa de
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b) reacgao da mistura incubada da referida amostra e do referidd
componente ou analogo resultante da fase a) com um anticorpo
suscitado contra ou dirigido substancialmente apenas contra o
referido componente ou analogo ou com um seu determinante imy
noldgico, estando o anticorpo ligado ao referido componente
ou ao referido anadlogo presente na mistura, ou com um anticor
po suscitado contra ou dirigido substancialmente apenas con-
tra o referido produto da reacgao ou um seu determinante imu-
noldgico, estando o anticorpo ligado ao referido produto da
reacgao presente na mistura, e

c) determinacao da presencga de qualquer endotoxina ou material
semelhante a uma endotoxina na amostra por meio da detecgao
de qualquer anticorpo ligado na misturada reacgao resultante
da fase b), de tal modo que a detecgao de quantidades decres-
centes de anticorpo ligado mostre a presenca de uma endotoxi-
na ou de um material semelhante a uma endotoxina na amostra
se o anticorpo & um anticorpo suscitado contra ou dirigidd
substancialmente apenas contra o referido componente ou analo
go ou contra um seu determinante imunoldgico e a detecgao de
quantidades crescentes de anticorpo ligado mostre a presencga
de uma endotoxina ou de um material semelhante a uma endotoxi
na na amostra se o anticorpo @ um anticorpo suscitado contra
ou dirigido substancialmente apenas contra o referido produto
da reacgdo ou contra um seu determinante imunoldgico,
com a condigdo de que quer o referido componente ou analogo
quer o produto da reacgdo presente depois da incubagao da a-
mostra com o componente ou anidlogo na fase a) estdo ligados
a um suporte sdlido ou o referido anticorpo estd ligado a um
suporte sdlido ou a uma molécula que forme uma ponte ligada a
um suporte s6lido ou uma endotoxina ou material semelhante a
uma endotoxina presentes na amostra estao ligados'a um supor-
te sdlido.

No presente contexto, “"endotoxina
ou material semelhante a uma endotoxina" & definido como uma subg
tincia que & normalmente um componente da superficie exterior da

membrana bacteriana e que & normalmente um pirogénio, isto e, in

— 1 n _
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uma endotoxina de uma bactéria gram-negativa € um lipopolissaca-

rideo, sendo a fraccdo lipidica (lipido a) responsavel pelas pro
priedades pirogénicas e endotdxicas do lipopolissacarideo. De-
monstrou-se no entanto (45, 46, 60) que outros antigenes superfi
ciais também podem reagir com LAL, incluindo antigenes superfici
ais de bacteérias gram-positivas, e deste modo a expressao inclui
qualquer material ou componente bacteriano ou de outro microorga
nismo, como seja de fungos, leveduras ou algas, que apresente re
acgdo com LAL (22, 23, 47, 48).

0 termo "componente do lisado do
amebdcito ou hemolinfa de limulo" devera ser entendido como in-
cluindo o lisado integral ou a hemolinfa bem como os componentes
reactivos individuais destes, contendo o lisado integral ou a he
molinfa estes componentes reactivos que reagem com a endotoxina
ou material semelhante a uma endotoxina. Um componente normalmen
te preferido para a utilizagao no processo da presente invengao
& o coagulogénio (tal como se encontra presente no lisado inte-
gral). O lisado e a hemolinfa podem ser derivados de qualquer das
espécies de limulos, isto &, de Limulus polyphemus, de Tachy-
pleus tridentatus e de Carcinoscorpius rotundicauda, sendo nor-

malmente preferidos os lisados de Limulus e de Tachypleus.
O termo "analogo sintético" deve

ser compreendido como significando uma substancia que apresente
a mesma ou substancialmente a mesma reactividade com uma endoto-
xina ou com um material semelhante a uma endotoxina como um com-
ponente de ocorréncia natural no lisado do amebocito ou na hemo-
linfa do limulo. Este andlogo pode ser preparado por sintese qui
mica, por exemplo por um método habitual de sintese de peptideos;
de preferéncia por sintese de peptideos em fase sdlida, ou por
técnicas de ADN recombinante envolvendo a clonagem de um gene
que codifique para o referido componente num vector de expressao
conveniente, transformacdao de um microorganismo apropriado com ©O
vector recombinante resultante, cultura do organismo num meio
apropriado para a expressao do referido gene e isolamento a par-
tir do meio de cultura do componente produzido deste modo. Os
componentes especificos a utilizar no processo da presente inven

cao podem ser seleccionados de entre o grupo constituido por um

factor de coagulagao, por exemplo factor B, factor C, factor G,




factor N, pro-enzima de coagulagao, enzima de coagulagéo activa~
da factor anti-LPS ou coagulogénio, e uma aglutinina, por exem-

plo uma lecitina, como limulina ou polifemina, sendo o factor de
coagulagao normalmente encontrado nos amebdcitos e a aglutinina

na hemolinfa.

0 termo "produto da reacgao do refe
rido componente ou andalogo com uma endotoxina ou material seme-
lhante a uma endotoxina na amostra" deve ser compreendido como
significativa qualquer produto resultante de uma cisdo catalisa-
da enzimaticamente ou de outra alteragao induzida enzimaticamen-
te (por exemplo, na estrutura tercidria de uma proteina) de uma
substincia (incluindo outras enzimas na cascata enzimdtica acima
descrita) activada pela presenca de uma endotoxina ou material
semelhante a uma endotoxina na amostra na cascata enzimatica aci
ma descrita. O produto da reacgao pode ser seleccionado de entre
o grupo constituldo por coagulina, peptideo C, enzima de coagula]
g¢ao activada, factor b, C, G ou N activado ou produtos de cisao
destes factores e da pro-enzima de coagulagao.

O termo "amostra" & definido como
qualquer material a ser ensaiado para determinagao da presenga
de uma endotoxina. Este termo inclui de preferéncia qualquer dos
materiais habitualmente submetidos a anidlise de pirogénios.
Assim, a amostra pode ser seleccionada de entre preparados farma
céuticos, tais como fluldos parenterais ou fluidos injectaveis,
isto &, preparados contendo uma substancia activa, como seja um
produto quimico ou um nutriente, e instrumentos médicos usados
para insergao no corpo de um paciente, por exemplo, instrumentos
para implantagdo, tais como ca@nulas ou cateteres. Outros materi-
ais normalmente submetidos a andlise de pirogénios incluem mito-
génios, produtos bioquimicos, incluindo meios nutrientes e tam-
pbes, produtos alimentares, dgua pot@vel e agua usada para a in-
distria farmacéutica. Além disso, a amostra pode ser selecciona-
da de entre fluidos corporais, tais como urina, fluido cerebro-
espinal, sangue, soro, plasma ou qualquer produto preparado a
partir de sangue ou linfa, tornando deste modo possivel o diag-
ndstico de doengas induzidas por endotoxinas pelo processo da

presente invengdo. Um inconveniente dos métodos conhecidos para




a detecgdo de pirogénios em amostras clinicas tem sido que estas
anilises conhecidas, quando realizadas em amostras de fluidos
corporais, principalmente plasma e soro, nao apresentam a especi
ficidade e a sensibilidade necessarias para o diagndstico de bac
teremia e de septicemia. Surpreendentemente constatou-se que O
processo da presente invengao pode ser utilizado para a detecgao
de modo preciso de mesmo quantidades diminutas (ao nivel do pico
grama) de endotoxinas no plasma e no soro.

No contexto presente, o termo "de-
terminante imunoldgico" refere-se a uma subsequéncia do referido
componente ou analogo contra o qual podem ser suscitados anticor
pos que apresentam propriedades desejaveis no processo de ensaio
da presente invengao ou que reagem com um anticorpo. Deste modo,
o determinante imunoldgico pode ser por exemplo uma sequéncia in
cluindo um local de cisdo pelo qual o componente ou o andlogo &
cindido na cascata enzimatica acima descrita. O termo "anticorpo'
refere-se a uma substancia que & formada como uma resposta de um
animal ou de uma célula animal & exposigao ao referido componen-
te ou andlogo ou produto de reacgao. A fim de assegurar uma espe
cificidade e uma sensibilidade adequadas no processo de ensaio
da presente invengdo, o anticorpo & de preferéncia um anticorpo
monoespecifico que apresente especificidade em relagao a um com-
ponente inico do lisado do amebdcito ou da hemolinfa de limulo e
nao em relagao a varios componentes ou ao lisado integral ou a
hemolinfa. Para alguns fins, o anticorpo pode ser um anticorpo
policlonal mas & geralmente preferivel que o anticorpo seja um
anticorpo monoclonal uma vez que deste modo se assegura uma espe
cificidade e uma sensibilidade da analise mais elevadas permitin
do por conseguinte uma determinagao mais precisa da endotoxina
ou de materiais semelhantes do que os métodos de ensaio LAL habi
tuais, necessitando simultaneamente de uma menor quantidade do
componente ou do anadlogo do ensaio, o que torna O processo da
presente invengao de utilizac¢8@o mais econdmica.

De acordo com a presente invengao,
a presenca de uma endotoxina ou de um material semelhante a uma
endotoxina pode ser determinada tanto de modo negativo como de

modo positivo. A determinagao negativa resulta da utilizagao de
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um anticorpo contra o referido componente ou andlogo para a reac
¢ao com a mistura incubada da amostra e do componente ou analogo,
utilizando a incapacidade do anticorpo para se ligar a um produ-
to da reaccdo da incubagdo da amostra com o componente ou anilo-
go. Se apds a reacgao se detecta pouco ou nenhum anticorpo, ou
se, pelo menos, se detecta uma quantidade de anticorpo ligado di
minuida de modo significativo em comparagdo com a amostra de com
paragdo isenta de endotoxina, este facto indica a presenca de
uma endotoxina ou de um material semelhante a uma endotoxina na
amostra, uma vez que mostra que O componente ou andlogo foi cin-
dido por via enzimdtica ou teve a sua estrutura alterada de ou-
tro modo por via enzimdtica devido a presenga da endotoxina de
tal modo que o anticorpo dirigido contra o componente ou O analo
go ja ndo & capaz de se ligar. Por outro lado, se o anticorpo é
um anticorpo dirigido contra o referido produto de reacgao, o an
ticorpo adicionado na fase b) do processo da presente invencgao
liga-se no ensaio (ou, pelo menos, quantidades crescentes do an-
ticorpo se ligam em comparagdo com uma amostra de comparagao isen
ta de endotoxina), proporcionando deste modo uma determinagao po
sitiva da endotoxina ou do material semelhante a uma endotoxina
na amostra.

0 método da presente invengao & ade
quado tanto para a andlise qualitativa como para a analise quan-
titativa de endotorinas. Para determinagdes quantitativas, a
guantidade de anticorpo ligado no ensaio pode ser determinada
por diluicdes em série das amostras de modo conhecido em si (cf.
43) .

Quando, de acordo com a presente in
vencgdo, qualquer dos referidos componentes ou analogos ou qual-
quer dos referidos produtos de reacgao que permanega presente
apds a incubag@o da amostra com O componente ou analogo na fase
a) do método acima estd acoplado a um suporte sdlido, & possivel
entio adicionar ao suporte sdlido um anticorpo contra o componen
te ou anadlogo ou contra o produto de reacgao, demonstrado a au-
séncia de anticorpo ligado ou a presencga de uma quantidade menor
do anticorpo ligado em comparagao com uma amostra de comparagao

isenta de endotocina, no primeiro caso, a presenga de endotocina
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na amostra. No Ultimo caso, a presenga de anticorpo ligado de-
monstra a presenga de endotocina na amostra.

Em alternativa, o anticorpo & aco-
plado a um suporte solido ou a uma molécula que forme uma ponte
acoplada a um suporte sdlido e qualquer componente que reste
apds a incubagao da amostra com O componente ou com O andlogo na
fase a) do processo da presente invengao & ligado ao anticorpo
para reacgao adicional com uma quantidade adicional de anticor-
po.

Uma outra alternativa consiste em
acoplar qualquer endotoxina ou material semelhante a uma endoto-
xina na amostra a um suporte sdlido. Neste momento pode incubar-—
-se com o componente ou andlogo por adigdo do componente ou ana-
logo ao suporte sdlido e em seguida adicionar um anticorpo marca
do que pode ser um anticorpo contra o componente ou andlogo ou
entdo contra o produto da reacgdo resultante da incubagao do com
ponente ou analogo com a amostra. Neste caso, o componente (ou
andlogo) devera ser o lisado integral ou a hemolinfa ou o compos
to no lisado com o qual a endotoxina reage para induzir a casca-
ta enzimatica acima descrita.

De acordo com um outro seu aspecto,
a presente invencgdo refere-se a um processo para a preparagao de
um anticorpo monoclonal utilizado no processo de analise da pre-

sente invencdo, sendo o anticorpo suscitado contra ou dirigido

substancialmente apenas contra um componente do lisado do amebo-|

. . - e e
cito ou da hemolinfa do limulo ou contra um seu analogo 51ntet1—i
co ou um seu determinante imunoldgico.

De acordo com um outro seu aspecto,

a presente invengdo refere-se a um processo para a preparagao de

um conjunto de andlise ("test kit") para a determinagao da pre-

|

sengca de uma endotoxina ou de um material semelhante a uma endo—i

toxina numa amostra, contendo

a) um anticorpo suscitado contra ou dirigido substancialmente
apenas contra um componente do lisado do amebocito ou da hemgf
linfa do 1limulo ou contra um seu andlogo sintético ou um seu ‘
determinante imunoldgico ou um anticorpo suscitado contra ou

dirigido substancialmente apenas contra um produto da reacgao




do referido componente ou analogo com uma endotoxina ou com
um material semelhante a uma endotoxina ou um seu determinan-
te imunoldgico, e

b) um componente de lisado de amebdcito ou de hemolinfa de lImu-

lo ou um seu andlogo sintético.

DESCRIGCAO PORMENORIZADA DA INVENGAO

Conforme indicado acima, a ligagao
do anticorpo com o referido componente ou andlogo ou com o refe-
rido produto de reacgdo & de preferéncia um anticorpo monoespeci
fico contra um componente especifico no lisado do amebdcito ou
hemolinfa do 1limulo (ou um seu andlogo sintético). O anticorpo
moespecifico pode ser preparado por injeccao num animal adequado!
com um preparado substancialmente puro do componente ou analogo
em questdo seguida de uma ou mais injecgoes de reforgo a interva
los adequados (por exemplo, duas semanas a um més) até seis me-
ses antes da primeira sangria. Em seguida, enquanto se continua
este regime estabelecido de imunizagdo, os animais sao sangrados
cerca de uma semana depois de cada reforgo de imunizagao, e o an
ticorpo & isolado a partir do soro de um modo normal, por exem-
plo conforme descrito em Harboe e Ingild, Scand. J. Immun. 2
(Supl. 1), 1973, pp. 161-164.

Para finalidades gque nao requeiram

uma especificidade elevada, o anticorpo pode ser um anticorpo po
liclonal. Podem ser obtidos anticorpos policlonais substancial-
mente conforme descrito em Harboe e Ingild, op. cit.. Na maioria
dos casos, no entanto, & preferivel que o anticorpo usado no pro
cesso da presente invengao seja um anticorpo monoclonal uma vez

que este geralmente proporciona uma maior especificidade e uma

maior precisdo da andlise, necessitando ao mesmo tempo de menos
tempo para a sua realizagéo{ Para alem disso, pode utilizar-se
uma mistura de dois ou de mais anticorpos monoclonais diferentesé
uma vez que deste modo & possivel aumentar o limite de detecgao |
e a sensibilidade do ensaio. O anticorpo monoclonal pode ser ob-—
tido de acordo com o processo descrito seguidamente.

0 anticorpo usado no processo de

analise da presente invengdo encontra-se de preferéncia sob for-
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ma substancialmente pura a fim de melhorar a precisdo da andlise

Em alguns casos, como por exemplo
guando o anticorpo estad acoplado a particulas sdolidas (como ex-
plicado abaixo) que se aglutinam gquando o anticorpo reage com a
substincia contra a qual estd dirigido (isto &, o componente, ©
andlogo ou o produto da reacgao), o anticorpo pode ser usado sob
uma forma nao modificada. No entanto, para a maior parte das fi-
nalidades, o anticorpo & de preferéncia proporcionado com uma
marcagdo para a detecgdo de anticorpo ligado ou, em alternativa
(como seja numa andlise de anticorpo duplo), pode utilizar-se
uma combinagdo de um anticorpo marcado com um anticorpo nao mar-
cado. A substincia usada para marcagao pode ser seleccionada de
qualquer substancia que seja detectavel por si propria ou que
possa ser feita reagir com outra substdncia a fim de produzir um
produto final detectdvel. Deste modo, a marcagao pode ser selec-
cionada de entre o grupo constituido por enzimas, substancias
fluorescentes ou quimioluminescentes, crombforos, isdtopos radio
activos e agentes complexantes.

Exemplos de enzimas Uteis como mar-
cagdo sdo peroxidases (por exemplo, peroxidase de rabano bastar-
do), fosfatases (por exemplo, fosfatase acida), ég—galactosidase,
urease, glucose-oxidase, anidrase carbonica, glucoamilase, liso-
zima, malato-de-hidrogenase, glucose-6-fosfato-de-hidrogenase e
ribonuclease.

As enzimas ndo sao detectdveis por
si mas podem ser combinadas com um substrato a fim de catalisar
uma reacgdo cujo produto final seja detectdvel. Deste modo, pode
ser adicionado um substrato & mistura reaccional resultante da
fase b) acima dando como resultado um produto colorido, fluores-
cente ou quimioluminescente ou uma mudanga de cor ou uma mudanga
na intensidade da cor da fluorescéncia ou da quimioluminescéncia
S3o exemplos de substratos Gteis no processo da presente inven- f
¢do como substratos para as enzimas mencionadas acima H202, p-ni
trofenilfosfato, lactose, ureia, ﬁ-D—glucose, COZ' eéster de co-

lina, amido, M. lysodeikticus, maleato, glucose-6-fosfato e ARN.

O substrato pode ser combinado com, por exemplo, um cromdforo

que pode tanto ser um dador como um aceitador.
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As substdncias fluorescentes que po

dem ser usadas como marcagao para a detecgao directa de anticor-

po ligado podem ser seleccionadas de entre o grupo constituido
por 4-metilumbeliferil-D-galactopiranosido, 4-metilumbeliferil- |
-fosfato e Acido 3-(p-hidroxifenil)-propidnico. Estas substanci-
as sio detectdveis por si prdprias por meio de um espectrofotdme
tro de fluorescéncia, permitindo uma medida da fluorescéncia tan
to qualitativa como guantitativa.

As substdncias quimioluminescentes |
que podem ser usadas como marcagao para a detecgao da ligagdo do
anticorpo podem ser seleccionadas de entre o grupo constituido
por isoluminol/EDTA/H2O2, peroxidase/eosina/EDTA e luciferase e
um substrato apropriado. Estas substa@ncias s3o elas proprias de-
tectaveis por meio de um espectrofotometro, permitindo uma medi-
da da quimioluminescéncia tanto qualitativa como gquantitativa.

Os cromdforos que podem ser usados
como marcagdo para a detecgao do anticorpo ligado podem ser se-
leccionados de entre o grupo constituido por acido 5-aminossali-
cilico, &cido 2,2'-azino-di-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfdnico,
o-fenilenodiamina, o-diaminoicidina, 3-metil-2-benzotiazolina-hi
drazona, acido 3-(dimetilamino)-benzdico, o-toluidina, 3,3', 5,5]
~-tetrametilbenzidina, o—nitrofeniL—F—D—galactésido e p-nitrofe-
nil-fosfato. Estas substincias podem ser detectadas por si pro-
prias por meio de um espectrofotdmetro e ser usadas para a deter
minagdo tanto quantitativa como qualitativa da cor, por exemplo
da intensidade da cor ou de uma mudanga de cor.

Os isdtopos radioactivos gque podem |

ser usados para a detecgdo do anticorpo ligado podem ser selec— |

125I, 3H, 35P, 131I e

cionados de entre o grupo constituldo por
14C. A radioactividade emitida pelos isOtopos pode ser medida
num contador ¥ ou num contador de cintilagao, permitindo uma me-
digao qualitativa e quantitativa da radioactividade ligada.

Os agentes complexantes que podem
ser usados para a detecgao do anticorpo ligado podem ser selec-
cionados de entre o grupo constituido por biotina (que forma um
complexo com avidina e com estreptavidina), proteina A (que for-

ma um complexo com imunoglobulinas) e lectina (que forma um com-




plexo com determinantes de hidratos de carbono, por exemplo com
receptores). Neste caso, o complexo ndo & detectavel directamen—g
te por si proprio, necessitando de marcagao da substdncia com a ‘
qual o agente complexante forma um complexo. A marcagao pode ser

|
levada a efeito com qualquer das substancias indicadas acima pa-!

t

ra a marcagao do anticorpo, isto &, um cromdforo, uma enzima ou

uma substancia radioactiva.

Quando, no processo da presente in—z
vengao, o anticorpo esta acoplado a uma molécula em ponte ligada?
a um suporte solido, a molécula em ponte que serve de ligagao en
tre o suporte sdlido e o anticorpo pode ser seleccionada de en-
tre o grupo constituido por glutaraldeido, carbodiimida, lisina,

proteina A e hidrazina. O anticorpo pode ser marcado ou nao mar-
1

cado e, de acordo com um modo de concretizagéo do processo da

presente invengao, um anticorpo nao marcado pode estar acoplado !

a um suporte sdlido adicionando-se em seguida de forma sequenci-
al a mistura incubada do componente ou andlogo e a amostra e O
anticorpo marcado.

O suporte sdlido empregado no pro-
cesso da presente invencdo contém de preferéncia um polimero. O
suporte pode ser constitulido ele prdprio por um polimero ou pode
conter uma matriz revestida com o polimero. A matriz pode ser de
qualquer material sdlido adequado para a presente finalidade, tal
como vidro, papel ou plastico. O polimero que pode constituir
por si proprio o suporte sdlido ou que estd aplicado sobre uma
matriz pode ser seleccionado de entre o grupo constituido por
plastico, celulose, tal como papel de nitrocelulose, papel acti-
vado por brometo de cianogénio, papel de cloreto de 1-(3-nitro-
benziloximetil)-piridinio, papel de diazobenziloximetilo, papel
de nitrobenziloximetilo ou papel de aminobenziloximetilo, um po-
1imero de silicone e sIlica ou um silicato. S3o exemplos de plis
ticos adequados latex, um poliestireno, cloreto de polivinilo,
poliuretano, poliacrilamida, acetato de polivinilo e qualguer
coplimero adequado destes plasticos. Exemplos de polimeros de si
licone incluem siloxano; exemplos de silicatos incluem vidro. O
polimero pode, opcionalmente, conter grupos funcionais a fim de

facilitar a ligagao de um reagente particular que forme parte da
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cascata enzimdtica acima explicada, sendo exemplos destes grupos!
as moléculas em ponte mencionadas anteriormente, opcionalmente
acopladas a um suporte sOlido.

A forma fisica do suporte sdlido
nao é particularmente critica, embora algumas formas possam ser
mais convenientes ao uso do que outras para finalidades especifi
cas. Deste modo, o suporte sdlido pode ter a forma de uma placa,
por exemplo uma camada fina ou, de preferéncia, uma placa de mi-
crotitulagdo, ou de tiras, peliculas ou particulas sdlidas, in-
cluindo bactdérias revestidas de proteina A, ou papel. As particu
las sblidas para utilizag¢d@o no processo da presente invencao tém

normalmente uma dimensdo na gama de cerca de 1 a 10 um.

DESCRICAO DAS FORMAS PREFERIDAS DE CONCRETIZACAO

De acordo com uma forma de concreti
zagdo, o processo da presente inveng¢ao compreende

a) o acoplamento de um anticorpo suscitado contra ou dirigido
substancialmente apenas contra coagulogénio ou contra um seu
determinante imunoldgico ou suscitado contra ou dirigido subs+
tancialmente apenas contra coagulina ou peptideo C ou contra
um seu determinante imunoldgico a um suporte sdlido ou a uma
molécula em ponte acoplada a um suporte solido,

b) a incubagao de uma amostra com um material contendo coagulogé
nio de modo a provocar a cisdo do coagulogénio dando origem a
coagulina e peptideo C se estiver presente na amostra uma en-
dotoxina ou um material semelhante a uma endotoxina,

c) a adigdo da mistura incubada resultante da fase b) ao suporte
so0lido de modo a ligar todo o coaguldgenio presente na amos-
tra se o anticorpo acoplado ao suporte solido & um anticorpo
suscitado contra ou dirigido substancialmente apenas contra
coagulogénio ou contra um seu determinante imunoldgico, ou de
modo a provocar a ligagao de toda a coagulina ou todo o pepti
deo C presentes na amostra se O anticorpo acoplado ao suporte
solido & um anticorpo suscitado contra ou dirigido substanci-
almente apenas contra coagulina ou peptideo C ou contra um
seu determinante imunoldgico,

d) adigao ao suporte sdlido de um anticorpo marcado suscitado

— "N



e)

concretizagdo, o processo da presente invengao compreende

a)

b)

c)

contra ou dirigido substancialmente apenas contra coagulogé~-
nio ou contra um seu determinante imunoldgico de modo a pProvo
car a ligagdo a todo o coagulogénio presente ligado ao supor-
te sdlido ou suscitado contra ou dirigido substancialmente
apenas contra coagulina ou peptideo C ou contra um seu deter-
minante imunoldgico de modo a provocar a ligagdo a todo o coa|
gulogénio presente ligado ao suporte solido ou a toda a coagu
lina ou todo o peptideo C presentes ligados ao suporte s0lidoy
e

determinacdo da presenga de qualquer endotoxina ou material
semelhante a uma endotoxina na amostra por meio da detecgao
de qualquer anticorpo ligado na mistura da reacgao resultante
da fase d), de tal modo que a detecgao de quantidades decres-
centes de anticorpo ligado mostra a presenga de uma endotoxi-
na ou de um material semelhante a uma endotoxina na amostra
se o anticorpo & um anticorpo suscitado contra ou dirigido
substancialmente apenas contra coagulogénio ou contra um seu
determinante imunoldgico e a detecgao de quantidades crescen-
tes de anticorpo ligado mostra a presenga de uma endotoxina
ou de um material semelhante a uma endotoxina na amostra se o
anticorpo @ um anticorpo éuscitado contra ou dirigido substan
cialmente apenas contra coagulina ou peptideo C ou contra um

seu determinante imunoldgico.
De acordo com uma outra forma de

a incubacdo de uma amostra com um material contendo coagulogé
nio de modo a provocar a cisao do coagulogénio dando origem a
coagulina e peptideo C se estiver presente na amostra uma en-
dotoxina ou um material semelhante a uma endotoxina,

a adigd@o da mistura incubada da fase a) a um suporte solido a
fim de ligar todo o coagulogénio presente na mistura ou a fim
de ligar toda a coagulina ou peptideo C presente na mistura.
adicdo ao suporte sdlido de um anticorpo marcado suscitado
contra ou dirigido substancialmente apenas contra coagulogé-
nio ou contra um seu determinante imunoldgico de modo a provo
car a ligagdo a todo o coagulogénio presente ligado ao supor-
te sdlido ou suscitado contra ou dirigido substancialmente

Loty !



apenas contra coagulina ou peptideo C ou contra um seu deter-

minante imunoldgico de modo a provocar a ligagao a todo o coa

gulogénio presente ligado ao suporte solido ou a toda a coagy,
lina ou todo o peptideo C presentes ligados ao suporte s6lido;

e |
d) determinagao da presente de qualquer endotoxina ou material
semelhante a uma endotoxina na amostra por meio da detecgdo |
de qualquer anticorpo ligado na mistura da reacgao resultante
da fase c), de tal modo que a detecgao de quantidades decres-
centes de anticorpo ligado mostra a presenga de uma endotoxi-
na ou de um material semelhante a uma endotoxina na amostra
se 0 anticorpo & um anticorpo suscitado contra ou dirigido
substancialmente apenas contra coagulogénio ou contra um seu
determinante imunoldgico e a detecgao de quantidades crescen-
tes de anticorpo ligado mostra a presenga de uma endotoxina
ou de um material semelhante a uma endotoxina na amostra se O
anticorpo & um anticorpo suscitado contra ou dirigido substan
cialmente apenas contra coagulina ou peptideo C ou contra um
seu determinante imunoldgico.

Em ambas estas formas de concretiza
gdo pode ser vantajoso lavar o suporte s6lido pelo menos uma vez
e possivelmente varias vezes depois da reacgao da mistura incuba
da com o anticorpo a fim de eliminar toto o anticorpo nao ligado
(deve notar-se que as duas formas de concretizagao acima resumi-
das correspondem aos métodos de analise de imunossorvente ligado
a enzima (ELISA) respectivamente directo e duplo). Estes métodos
de ELISA sao particularmente vantajosos uma vez que se constatou
que requerem 40 vezes menos quantidade do componente especifico
utilizado (isto &, coagulogénio presente no LAL) do gue Os méto-
dos normais de coagulacao de gel. Para além disso, o tempo neces
sirio para realizar o ensaio & de cerca de 4 horas para varias
centenas de ensaios, representando um melhoramento importante so
bre os métodos de ensaio conhecidos. Para além destas vantagens,
os resultados obtidos com amostras clinicas, especialmente com
sangue ou plasma, pelo processo da presente invengdo nao sao pre
judicados pela presenga no sangue de substancias que interferem

de tal modo que o processo pode ser usado para analise de todas




as amostras clinicas. O método ELISA & um método bem estabeleci-

do e pode ser levado a efeito com equipamento de laboratdrio

existente, podendo ainda ser automatizado. O presente método tem,
por conseguinte, uma ampla aplicac¢do em laboratdrios clinicos pa
ra fins de diagndstico e na indlstria farmac@utica para andlise
de contaminantes em matérias primas ou em preparados.

De acordo com uma outra forma de
concretizagdao, o processo da presente invengao compreende

a) o acoplamento de um anticorpo suscitado contra ou dirigido
substancialmente apenas contra coagulogénio ou contra um seu
determinante imunoldgico ou suscitado contra ou dirigido subs
tancialmente apenas contra coagulina ou peptideo C ou contra
um seu determinante imunoldgico a superficie de particulas
solidas,

b) a incubagdo de uma amostra com um material contendo coagulogé
nio de modo a provocar a cisdo do coagulogénio dando origem a
coagulina e peptideo C se estiver presente na amostra uma en-
dotoxina ou um material semelhante a uma endotoxina,

c) a adigao da mistura incubada resultante da fase b) ao anticor
po da fase a) de modo a causar a aglutinag@o das particulas
sblidas na presenga de coagulogénio se o anticorpo & suscita-
do contra ou dirigido substancialmente apenas contra coagulo-
génio ou contra um seu determinante imunoldgico, ou de modo a
causar aglutinacdo das particulas sdlidas na presenga de coa-
gulina ou de peptideo C se o anticorpo & suscitado contra ou
dirigido substancialmente apenas contra coagulina ou peptideo
C ou contra um seu determinante imunoldgico, e

d) determinacdo da presenca de uma endotoxina ou de um material
semelhante a uma endotoxina na amostra por meio da auséncia
de aglutinagéo de particulas sdlidas s quais se encontra aco
plado um anticorpo suscitado contra ou dirigido substancial-
mente apenas contra coagulogénio ou contra um seu determinan-
te imunoldgico ou por aglutinacdo das particulas sélidas as
quais se encontra acoplado um anticorpo suscitado contra ou
dirigido substancialmente apenas contra coagulina ou peptideo
C ou contra um seu determinante imunoldgico.

Nesta forma de concretizagao, a pre
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senca de uma endotoxina pode ser detectada directamente (visual~-
mente) por determinagio da aglutinagdo das particulas solidas as
quais o anticorpo se encontra ligado. Por outras palavras, nor-
malmente ndo & necessaria qualquer marcagao do anticorpo nesta
forma de concretizacdo do processo da presente invengao.
0 anticorpo monoclonal da presente
invengdo, que se verificou ser de utilizagao particularmente van
tajosa no presente processo pelas razOes acima expostas, pode |
apresentar as caracteristicas acima descritas para os antlcorpos
em geral. Este anticorpo monoclonal pode ser preparado por meio
de um processo que compreende
a) a imunizagéo de um animal adequado ou de uma celula de um ani
mal adequado com um antigene constituldo essencialmente por
um componente do lisado de amebdcito ou da hemolinfa de 1imu-
lo ou por um seu andlogo sintético, ou por um seu determinan-
te imunoldgico ou constituldo essencialmente por um produto
da reaccgao do referido componente ou andlogo com uma endotoxi
na ou com um material semelhante a uma endotoxina ou por um
seu determinante imunoldgico a fim de obter células que produ
zem um anticorpo do referido antigene,

b) a fusdo das células que produzem o anticorpo do referido anti
gene com células de mieloma de uma linha de células adequada,

c) a selecgao e a clonagem das células de hibridoma resultantes
que produzem o referido anticorpo,

d) a cultura das células de hibridoma num meio adequado a fim de
produzir o referido anticorpo e

e) a recuperagdo a partir da cultura do anticorpo resultante.

A imunizagdo do animal & de preferén
cia levada a efeito por meio de uma solugao do referido componen
te, analogo ou produto da reacgao num solvente adequado como se-
ja um tampdo aquoso, por exemplo uma solugao salina tamponizada
com fosfato ou um adjuvante. S3o exemplos de adjuvantes apropria
dos o adjuvante de Freund completo ou incompleto e hidroxido de
aluminio. Os animais adequados para a imunizagao podem ser esco-
lhidos de entre o grupo constituido por coelhos, cabras, cavalos,
carneiros, ratos, galinaceos e cobaias. A colheita de sangue do

animal e o isolamento do anticorpo (policlonal) podem ser leva-




dos a efeito de um modo conhecido em si.

As celulas produtoras de anticorpo
usadas para as fusdes com as células de mieloma sao de preferén—%
cia células de bago ou células de génglios linfaticos. As celu-
las de mieloma e as células produtoras de anticorpo nao necessi-
tam ser derivadas da mesma espécie animal desde que seja possi-
vel fundir as células de uma espécie com as células da outra,

por exemplo células de rato com células de ratazana, células de

1

ratazana com células humanas ou células de rato com células huma
nas. No entanto, & preferivel usar a mesma espécie animal como
origem comum das células de mieloma e produtoras de anticorpo.
Uma linha de células de hibridoma preferida para a pratica da
presente invengao pode ser construida por fus3o de uma célula de

mieloma de rato com uma célula de bago de rato provocada por um

antigene.
As fusdes de células podem ser leva

das a efeito de acordo com uma modificagdo do método descrito
por Kdhler e Milstein, Nature 256, 1975, p. 495. Deste modo, a
fusido das células produtoras de anticorpo com as células de mie-
loma & realizada de preferédncia na presenga de um promotor de fu
s3o, como seja de polietilenoglicol. E preferida uma Proporgao
de cerca de 10 células produtoras de anticorpo por célula de mie
joma. A linha de células de mieloma utilizada & de preferéncia
do tipo designado por resistente a farmacos de tal modo que, num
meio selectivo, as células de mieloma nao fundidas morrem enquan
to que as células fundidas, células hibridas, sobrevivem. Na pra
tica habitual, as linhas de células que sao resistentes a 8-aza-
guanina e ndo possuem a enzima hipoxantina-guanina-fosforribosil
-transferase, sendo por conseguinte incapazes de crescer em meio
HAT (contendo hipoxantina, aminopterina e timidina) sao mais fre|
quentemente usadas para a fusao celular. Para além disso, a li-
nha de células de mieloma deverd de preferéncia ser do tipo "nao
secrecao" o que significa que n3o forma por si propria anticor-
pos ou cadeias de imunoglobulinas pesadas ou leves.

As células de hibridoma produtoras
de anticorpo contra o referido componente, analogo ou produto da

reacgao podem ser seleccionadas por meio de cultura de células

— 2R



produtoras de anticorpo ndo fundidas, c@lulas de mieloma n&o fug
didas e células fundidas em recipientes individuais e num meio
selectivo no qual as células de mieloma nao fundidas nao se divi
dem de modo que acabam por morrer depois de cerca de 1 a 2 sema-|
nas. As células produtoras de anticorpo nao fundidas vivem ape-
nas durante um nimero limitado de ciclos de divisdo celular, apd$
o que morrem (1 a 2 semanas), enquanto que as células fundidas
com éxito continuam a dividir-se porque herdaram as propriedades
de crescimento permanente das células de mieloma progenitoras e
a capacidade de sintetizarem a enzima hipoxantina-fosforribosil-
transferase das células produtoras de anticorpo progenitoras de
tal modo que estas células fundidas sO sao capazes de crescer no
meio selectivo (no caso presente meio HAT).

Devera notar-se que os anticorpos
monoclonais produzidos pelas células fundidas suscitados contra
o mesmo antigene podem, no entanto, ser distintos uns dos outros)
dependendo do determinante especifico que induz a sua formagao.
No entanto, para qualquer clone de hibridoma dado, todos os anti
corpos produzidos pelo clone sao monoespecificos para um determi
nante particular na molécula de antigene. Os hibridomas que pro-
duzem o anticorpo pretendido podem ser seleccionados, por exem-
plo por diluigdo limitante ou por outro método adequado, e podem
ser clonados por reclonagem repetida, por exemplo usando um sis-
tema de dilui¢do limitante de um modo conhecido em si, e & possi
vel obter anticorpos monoclonais clonados de alta pureza por cul
tura das células de hibridoma num meio adequado, por exemplo em
meio essencial minimo de Dulbecco. Por meio desta técnica in vi-
tro, produzem-se anticorpos monoclonais que apenas estao contami
nados por qﬁantidades reduzidas de proteinas do soro heterdlogo,
por exemplo de soro fetal de vitela, presentes no meio de cultu-
ra.

A fim de produzir uma concentragao
significativamente mais elevada de anticorpos monoclonais com
uma pureza que apenas & ligeiramente reduzida em comparagao com
a dos anticorpos produzidos in vitro, as-células de hibridoma se
leccionadas podem também ser cultivadas numa cavidade corporal

de um animal. De acordo com este método, injecta-se o clone de
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hibridona pretendido num animal, por exemplo num rato, de prefe-
réncia um rato singénico ou semi-singénico, dando como resultado
a formacdo de um tumor ascitico que liberta altas concentragdes
do anticorpo (cerca de 2 a 10 mg/ml) no sangue e no fluido asci-
tico do animal. Embora estes animais também produzam imunoglobu-
linas normais, a quantidade destas serd apenas de cerca de 5% da
guantidade de anticorpos monoclonais.

Uma vez que os anticorpos monoclo-
nais da presente invengao sao normalmente segregados a partir
das células, & possivel recuperad-los a partir do sobrenadante ce
lular ou do fluldo corporal por técnicas normais de isolamento
de produtos extracelulares, incluindo centrifugagao, filtragao,
precipitacdo, extracgao e/ou cromatografia.

Os reagentes individuais a) e b) do
conjunto de anélise'de acordo com a presente invengao podem apre
sentar qualquer das caracteristicas 'descritas acima para o anti-
corpo e o componente do lisado do amebdcito de limulo, respecti-
vamente. Para além disso, o conjunto de anadlise pode ser do tipo
que contém tanto anticorpo marcado como nao marcado (em particu-
lar para utilizagdo na analise de duplo anticorpo). Outros ingre
dientes do conjunto de andlise da presente invengao podem ser um
padrdo de endotoxina, o qual & Gtil para andlises quantitativas
em particular, tornando poséivel a determinacado de niveis mais
elevados ou mais reduzidos de ligacdo do anticorpo em comparagao
com o padrdo de comparagdo, bem como &gua isenta de pirogénios
(a fim de evitar resultados errdneos do ensaio em resultado do
uso de Aqgua contaminada por pirogénios) para a diluigdo dos rea-
gentes utilizados no conjunto de analise e no processo da presen

te invengao.

0 conjunto de anadlise da presente in

vencdo pode ser empregue para o diagndstico de condigoes clini-
cas/patoldgicas que resultem de infecgdes por uma ampla varieda-
de de agentes patogénicos, incluindo bactérias gram-negativas
(por exemplo Entercbacteraceae, por eXempld E. coli, Shigella

dysenteriae, Pseudomonas spp., Salmonella spp., Neisseria spp.,

Clostridium spp., Vibrio cholerae, Pasteurella spp.) e bactérias

gram-positivas (por exemplo Listeria monocytogenes e Streptococ—

13
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cus spp.); Mycoplasma spp.; Chlamydia spp; Treponema pallidum;
fungos (por exemplo Candida albicans) e protqzoérios como sejam

os parasitas da matéria Plasmodium falsiparum. O conjunto de ané
lise & também Gtil para a detecgdo da contaminagdo de matérias

primas e preparados farmacéuticos e de instrumentos médicos quer

por estes agentes patogénicos por si proprios quer pelas endoto-

xinas residuais ou por outros antigenes de superficie derivados

dos agentes patogénicos.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 mostra que a banda do
coagulogénio desaparece depois da reacgao de lisado de amebdcito
de Limulus com uma endotoxina, indicando a perda de reactividade

do coagulogénio com o anticorpo.
A Figura 2 mostra que o coagulogé-

nio residual medido por um ensaio de ELISA & inversamente propor

cional 3 concentragao de endotoxina.
AS Figuras 3 a 6 apresentam curvas

de reacgao LAL—endotoxina resultantes de diferentes combinagoes
de tempos de incubacdao e de diferentes diluigoes do LAL.

A Figura 7 mostra que o tratamento
do plasma com uma diluicao de 10 vezes seguido de 10 minutos de
incubagdo a 759 C da origem a uma recuperagao de quase 100% de
endotoxina, enquanto que apenas se conseguia cerca de 50% pelos

outros dois tratamentos.
As Figuras 8 e 9“apresentam curvas

de ELISA de IAL de 8 LPS de varias estirpes de bactérias gram-ng
gativas (Fig. 8) e de (1-3)—-P-D—glucano (Fig. 9). Os LPS usados
foram de Salmonella enteritidis (A), E. coli J5 (v), Pseudomonas
aeruginosa (¥), Salmonella abortus equi (4), E. coli 055:B5 (o),
Salmonella typhimurium (®), E. coli 0111:B4 (e) e Salmonella min:
nesota ( ). O sIimbolo (+) na Figura 8 indica as posigOes do va-

lor da absorvancia do LAL obtido em agua isenta de endotoxinas.

A Figura 10 apresenta o efeito da
diluigdo sobre EIA50 de soro humano (O), plasma humano (@), poli
mixina (#) e plasma de Limulus (o). O soro humano e o plasma fo-

ram preparados a partir de um voluntario. O plasma de Limulus
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foi o sobrenadante isento de células preparado por centrifugagao

do sangue reunido de doze Limulus polyphemus a 5000 x g durante

30 minutos.
A invencgdo & ilustrada adicionalmen

te por meio dos exemplos nao limitativos que se seguem.

EXEMPLO 1

Preparacao de um anticorpo monoclonal contra coagulogénio (LAL)

1. Preparacdo e purificacdo de coagulogénio

Produziu-se um lisado de amebdcito
de Limulus a partir de Limulus polyphemus por métodos usuais con
forme descrito por Tvede M, e Baek L, Acta Pathol. Microbiol.

Immunol. Scand. Sect. B 91, 1983, pp. 9-15.
Dialisaram-se 10 ml de lisado e mis

turaram~-se com um volume igual de tampao de Tris.HCl 0,05 M de
pH 7,9 contendo CaCl2 2 mM. Aplicou-se a mistura a uma coluna de
DEAE-Sepharose(R) CL-6B (15 x 1,5 cm) equilibrada com O mesmo
tampao. A fracgao que nao foi absorvida na coluna foi em seguida
aplicada a uma outra coluna de Heparina—Sepharose(R) CL-6B equi-
librada com o mesmo tampdo de Tris. Nestas condig¢des o coagulogé

(R) nas foi possi

nio ficou ligado & coluna de Heparina-Sepharose
vel elui-lo com um tampao de Tris.HC1 0,05 M de pH 7,9 contendo
NaCl 0,15 M e CaCl, 2 mM. O material eluido continha coagulogé-
nio de pureza >90%, conforme determinado por electroforese em

gel de SDS-poliacrilamida.

2. Imunizacao de ratos Balb/c com coagulogénio

Adsorveu-se coagulogénio purificado
conforme obtido na fase 1 acima em gel de hidrdxido de aluminio
(Al(OH)3) correspondendo a 200 pg de coagulogénio/mg de Al(OH)3)
e ajustou-se a suspensao a 1 mg de Al(OH)3)/ml.

Para a imunizagado primaria, cada ra
to foi injectado por via intraperitoneal com 0,5 ml de suspensao
de coagulogénio emulsificada com 0,5 ml de adjuvante de Freund

incompleto (correspondente a 100 pg de coagulogénio/rato) . Duas
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semanas mais tarde, cada rato recebeu uma injecgéo de reforcgo
por via intraperitoneal de 0,5 ml de suspensdo de coagulogénio

sem adjuvante de Freund.
No dia 28 injectou-se uma dose simi|

lar e 4 dias mais tarde retirou-se 0 bago e preparou=-se uma sus-
pensdo de células de bago por dissecagao cuidadosa e disrupgao

do bago. As células de bago resultantes foram usadas para fusao

de células na fase seguinte.

3. Fusdo e cultura de células

As células de bago obtidas acima fo
ram misturadas com células de mieloma (X63Ag8.653) numa propor-
cdo de 10:1 (lO8 células de bago para 10> células de mieloma) e
foram incubadas com uma solugd@o de polietileno-glicol (50% p/v
de PEG 1500, 7% p/v de DMSO (dimetilsulfdxido) em solugao salina
tamponizada) durante 90 segundos a 379 C a fim de promover a fu-
s3o das células. Adicionaram-se 20 ml de meio essencial minimo
de Dulbecco (MEMD) e centrifugaram-se as células a 1 000 x g. O
aglomerado celular foi ressuspenso em 100 ml de meio HAT (conten
do hipoxantina, aminopterina e timidina) contendo 10% de soro fe
tal de vitela e distribuiram-se as células em 10 placas de micro
titulacdo de 96 alvéolos (NUNC, Dinamarca). A cada alvéolo ti-
nham sido adicionadas lO4 células/alvéolo de ratos normais como
células de alimentagdo a fim de promover o crescimento celular e
de inibir a contaminagdo microbiana. O meio foi mudado duas ve-

zZzes por semanada.

4, seleccao de células de hibridoma que produzem um anticorpo

anti-coagulogénio

Seleccionaram-se clones positivos
por meio de uma andlise de imunosorvente ligado a enzima (ELISA)
Revestiram-se placas de microtitulagdo de 96 alvéolos (Immunopla
tes, NUNC, Dinamarca) com coagulogénio que tinha sido purificado
conforme descrito acima. O coagulogénio foi diluido num tampao
de carbonato de pH 9,0 até 2 pg/ml e adicionaram-se 100 pl de
tampdo contendo coagulogénio a cada alvéolo. Apos incubagao de

um dia para o outro a 4?9 C, lavaram-se Os alveolos quatro vezes
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com solugéo salina tamponizada com fosfato (SSTF) contendo 0,05%

de Tween(R) 20.

Incubaram-se os alvéolos durante
uma hora com 100 pl de sobrenadante das culturas das placas de
fusdo das células preparadas na fase 3 diluldo 1:10 em SSTF con-
tendo 0,02% de Tween(R), lavaram—~se e incubaram=-se durante uma
hora com Ig de coelho anti-rato conjugado com peroxidase (Dako-
patts, Copenhaga, cddigo P260, diluido 1:1000). Fez-se reagir a
peroxidase com 5 pl de uma solugao de H,0, a 35% em 10 ml de um
tampao de citrato-fosfato (7,3 g de acido citrico.Hzo e 11,86 g
de NazHPO4.2H20 por 1000 ml de agua destilada) a pH 5,0 contendo
8 mg de ortofenileno-diamina. A reacgao foi feita parar com sto4
e a absorvincia foi lida a 492 nm.

Apds uma cultura durante 2 semanas,
os sobrenadantes de 17 alvéolos apresentaram uma reacgao forte-
mente positiva. As células de hibridoma de 10 destes alvéolos fo
ram seleccionadas e clonadas e reclonadas por diluigoes limitan-
tes. Foram estabelecidos 7 clones estadveis. Os clones de células
de hibridoma resultantes foram cultivados em baldes de cultura
de células em meio MEMD suplementado com 10% de soro fetal de vi

7

tela a 379 C, 5% de CO, e 90% de humidade e injectaram-se 10 cé

lulas em ratos tratadoi com pristano (ratos injectados por via
intraperitoneal duas semanas antes com 1 ml de pristano) o que,
apds um certo tempo de incubag3o, leva & formagao de um tumor no
rato libertando altas concentragdes de anticorpo (2,3 mg/ml) no

respectivo sangue e no liguido ascitico.

5, Purificacdo dos anticorpos monoclonais

Concentraram-se os sobrenadantes
das culturas num sistema de ultrafiltragao Milipore. Adicionou-
-se NaCl até 3,3 M, glicina até 1,65 M e ajustou-se o pH a 8,85
com NaOH 0,2 M. Os anticorpos foram em seguida feitos passar a-
través de uma coluna de proteina A. Os anticorpos ligados foram
eluidos com citrato-fosfato 0,1 M de pH 2,8. Ajustou-se o pH a
8,0 com tris.HCl. A quantidade de anticorpo foi medida num espec
trofotémetro por meio da A,g,, admitindo-se que A280/l% = 14. Pa
ra uma determinagdo mais precisa usou-se um método de ELISA que
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[tulagio com imunoglobulina anti-rato de coelho (Dakopatts, cddi-|

apenas mede o anticorpo de rato. Revestiram-se placas de microti

go 2109) diluida a 1:1500 em SSTF. Adicionaram-se séries de di-
luigdo de um padrdo conhecido de Ig de rato (20 pg de Ig de ra-
to/ml) e diluigdes de amostras desconhecidas. A Ig de rato liga-
da foi detectada com Ig anti-rato de coelho conjugada com peroxi
dase (Dakopatts cddigo P260) diluida a 1:1000. E possivel calcu-

lar as concentragdes desconhecidas de Ig de rato a partir de uma

curva padrao.
0 anticorpo do fluido ascitico foi

purificado essencialmente do mesmo modo. No entanto, o fluido as
citico foi diluido 1:1 com um tampao NaCl/glicina/NaOH tal como

descrito acima antes de ser aplicado na coluna de proteina A.

6. Caracterizacao dos anticorpos monoclonais

Ensaiaram-se as classes e as sub-
classes dos anticorpos monoclonais produzidos pelas células de
hibridoma por meio de um método de ELISA com anticorpos de coe-
lho contra Lg de rato especificos em relagao as classes/subclas-
ses marcados com biotina (Zymed Corporation, EUA). O método era
essencialmente idéntico ao descrito acima para as medidas das
quantidades de Ig de rato, excepto em que a detecgao dos anticor
pos foi levada a efeito com anticorpos de coelho contra IgGl,
IgG2a, IgG2b, IgG3, IgM ou IgA de rato marcados com biotina. A
ligagdo foi finalmente detectada com estreptavidina marcada com
peroxidase. Todos os anticorpos eram da subclasse IgGl e tinham

cadeias K leves.

EXEMPLO 2

Reactividade dos anticorpos monoclonais com coagulogenio em lisaTt

do de amebdcitos de Limulus e falta de reactividade com lisado

de amebdcito de Limulus previamente reagido com endotoxina

Aplicaram-se 3 pl de lisado de ame-
bocito de Limulus (LAL) e LAL que se tinha previamente feito rea

gir com lipossacarideos (LPS) a um gel de agarose (1%) e subme-
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teu-se a electroforese durante duas horas a 20 V/cm. Depois da
electroforese, colocou-se um pedago de papel de nitrocelulose
por cima do gel de agarose e manteve-se uma pressao de 5 kg du-
rante cerca de 20 minutos a fim de ligar as proteinas no gel de
agarose ao papel de nitrocelulose. Os locais de ligagao em exces

so no papel de nitrocelulose foram blogueados com 0,05% de

Tween(R) 20.
O papel de nitrocelulose foi em se-

{|guida incubado com um anticorpo monoclonal conforme descrito no

Exemplo 1. Adicionaram-se 200 pl do sobrenadante da cultura con-
tendo o anticorpo a 50 ml de SSTF contendo 0,02% de Tween(R) 20.
Depois de se incubar de um dia para o outro, adicionou-se um an-
ticorpo secundario marcado com uma enzima (de coelho anti-rato
conjugado com peroxidase, Dakopatts, Copenhaga) diluido a 1:1000.
Por fim, adicionou-se tetrametilbenzidina e H202 (dissolveu-se
tetrametilbenzidina (24 mg) com 80 mg de sulfassuccinato de diogc
tilo e sddio em 10 ml de etanol e adicionou-se a 30 ml de tampao
de citrato-fosfato a pH 5,0 e 20 pl de H202 a 30%. Adicionou-se
Agua destilada até 50 ml). O anticorpo ligado foi visualizado
sob a forma de uma mancha de azul forte. Verifica-se na Figura 1
que o anticorpo monoclonal reage com coagulogénio em LAL que nao
tinha reagido mas n3o com LAL que tinha reagido com LPS. O méto-
do de mancha imunoldgica empregado foi no restante conforme des-
crito em C. Koch et al., J. Immunological Methods 84, 1985, pp.
271-278.

EXEMPLO 3

Deteccdo de endotoxina por meio de uma analise de imunosorvente

ligado a enzima (ELISA)

A cada um de varios tubos de ensaio
pequenos adicionaram-se 10 pl de uma preparagao comercial de LAL
(adquirida a Association of Cape Cod, Woodshole, MA, EUA) que ti
nha sido reconstituida e diluida a 1:4 num tampao de tris. Mg
isento de pirogénios. Adicionaram-se a cada tubo 10 pl de uma
amostra contendo virias concentragdes (ver Fig. 2) de endotoxina
do padrdo de referéncia da USP /E. coli 055:B5, Whitaker M.A.
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Bioproducts, Inc., Walkersville, EUA] (incluindo uma amostra de
comparacdo negativa que & um tampao isento de toxina). Incubou-
-se a mistura a 379 C durante uma hora. Fez-se parar a reacgao
por adigao de 0,5 ml de tampao de carbonato a pH 9,6 (contendo
1,59 g de Na2C03 por 1000 ml de agua destilada) a cada tubo, Fi-
zeram-se diluigoes 1:50 de cada tubo no tampao de carbonato.
Adicionaram-se 100 pl da mistura in
cubada diluida a cada alvéolo de uma placa de microtitulagao de
96 alvéolos (NUNC, Dinamarca). Depois de incubar durante uma ho-
ra i temperatura ambiente, lavaram-se as placas quatro vezes com
SSTF (contendo 29,2 g de NaCl, 0,2 de KC1, 0,2 g de KH2P04, 1,15
g de NaHPO,"2H,0 e 10 ml de rriton ®) x por 1000 ml de Agua des-
tilada). Conjugou-se peroxidase de rabano bastardo com um anti-
corpo anti-coagulogénio monoclonal preparado conforme descrito n¢
Exemplo 1 pelo método do periodato essencialmente conforme des-
crito por Wilson e Nakane (62). Deste modo, misturaram-se 4 mg
de PRB dissolvidos em 1 ml de agua destilada com 0,1 ml de uma
solugao de NaIO4 100 mM preparada de fresco e agitou-se durante
30 minutos & temperatura ambiente. Esta solugdo foi dialisada de
um dia para o outro a 49 C contra tampao de acetato de sodio 1
mM (pH 4,4) e em seguida foi misturada com 8 mg de anticorpo mo-
noclonal (dissolvido em 1 ml de tampao de carbonato 50 mM de pH
9,5). Depois de agitar durante 2 horas 3 temperatura ambiente,
adicionou-se 0,1 ml de solugao de NaBH , preparada de fresco (4
mg/ml) e incubou-se durante 2 horas a 42 C. O conjugado resultan-
te foi dialisado contra solugdo salina tamponizada por fosfato
(SSTF, pH 7,3) a 49 C de um dia para o outro. Adicionou-se em se
guida um volume igual de glicerol (87%) e conservou-se a =209 C.
Adicionaram-se aos alvéolos 100 pl do anticorpo monoclonal conju
gado com peroxidase diluido a 1:20 000 em tampao de diluicao (10
g de albumina de soro de bovino em 1000 ml de tampao de lavagem
de pH 7,2) e incubou-se durante uma hora. Depois de lavar as pla
cas quatro vezes com SSTF adicionaram-se 100 ul da solugao de co
loragao /contendo 7,3 g de acido citrico.Hzo, 11,86 g de Na,HPO, |
2H,0 por 1000 ml de Agua destilada a que se tinha adicionado um
substrato de peroxidase (40 mg de ortofenileno-diamina dissolvi-

dos em 100 ml de tampdo de coloragdo a que se tinham adicionado
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40 pl de peridrol)/. Depois de 30 minutos, fez-se parar a reac-
cao com H,50, 1 M e mediu-se a absorvancia a 492 nm.

A Figura 2 apresenta uma curva pa-
dr3o que mostra os resultados da adigao de varias quantidades de
endotoxina 3 amostra. £ evidente a partir da curva que a sensibi
lidade (gama de detecgdo) do processo da presente invengao se si
tua na gama de 10 a 0,75 pg de endotoxina/ml.

No ensaio descrito neste exemplo, o
coagulogénio da mistura incubada & acoplado directamente a placa
de microtitulacgao e, se estd presente uma endotoxina, estarao
presentes menores quantidades de coagulogénio, dando como resul-
tado uma diminuic@o detectd@vel na quantidade do anticorpo ligado
no ensaio em comparagao com uma amostra de comparagao isenta de
endotoxina. '

As Figuras 3 a 6 mostram curvas de
reacgao de LAL (coagulogénio) com endotoxina em diferentes condi
¢bes de tempos de incubagdo e de diluigdo do LAL; verifica-se a
partir das curvas que (1) a detectabilidade da endotoxina aumen-
ta com o aumento dos tempos de incubagao para todas as diluigoes
de LAL, sendo mais rdpida para as diluigOes superiores; (2) ob-
servou-se a mesma detectabilidade a uma diluigao de 1:4 e a di-
luigdes inferiores depois de 30 minutos de incubagdo e a diferen
ca de detectabilidade entre todas as diluigdes diminuia com o au
mento do tempo de incubagdo; (3) a distribuigao mais ampla da con
centragao de endotoxina que era possivel medir foi verificada nas

curvas em que Se usaram altas diluigOes de LAL.
0 método de ensaio de ELISA usando

o processo da presente invengao foi comparado com um metodo imu-
noelectroforético de projeccdo (descrito em 43) e com o método
convencional de codgulo de gel (no qual se misturou 0,1 ml de
LAL reconstituido em tampao de tris-McTT isento de pirogénios num
tubo de ensaio de vidro (10 x 75 mm) com 0,1 ml de solugdo de en
dotoxina. A formacao de um gel firme capaz de se conservar intac
to quando se invertia o tubo foi considerada como um resultado
positivo, sendo considerados negativos todos os outros resulta-

dos. Os resultados sao apresentados no Quadro II.
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QUADRO II

comparacio de trdés métodos de andlise de endotoxina

ELISA-LAL RIE~LAL COAGULO DE GEL
Endotoxina Aygp DM projecgao + ou -
(pg/ml1) cm ?
0 2.02 4.7 -
0.78 1.96 4.2 -
1.56 1.64 3.0 - i
3.12 1.00 1.5 -
6.25 0.15 0 +
12.5 0.07 0 +
25 0.07 0 +
Consumo
relativo 1/40 1/2 1
de LAL
tempo
necessario 4 6 1
(horas)
quantificagao sim sim ?
aplicabilidade
a plasma sim sim ?

Verifica-se a partir do Quadro II
que o novo processo & mais favordvel quando comparado com O méto
do imunoelectrofordtico de projecgao e que pode detectar uma con

centracdo 8 vezes inferior de endotoxina em relacdo ao método do

coagulo de gel.
Uma das vantagens do método de ELI-

SA-LAL reside em que as curvas padrdao com a sensibilidade deseja
da podem ser obtidas a partir de um lote de LAL comercial por
ajuste da diluigao e do tempo de incubagdo do LAL. Conseguiu-se

uma sensibilidade de 0,1 pg de endotoxina (Fig. 6).
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Com a aceitagao oficial do ensaio
de LAL como um ensaio para pirogénios, verificou-se uma grande
procura para o reagente comercial de LAL. Uma vez que a Gnica
fonte de LAL & o limulo, um invertebrado que se encontra em vias
de extingao, o desenvolvimento de um ensaio de LAL sensivel que
minimize o consumo de LAL tem uma grande importdncia. A alta sen
sibilidade do método de ELISA para a detecgdao de coagulogénio
(foi atingido um valor de A492 = 2,0 mesmo quando a diluigao ori
ginal do LAL era de dez mil vezes) proporciona a possibilidade
de se poderem usar quantidades de LAL muito pequenas neste méto-
do. Calcula-se que, considerando o volume e a diluigao do LAL,
apenas se necessite no método de ELISA-LAL de 1/160 da quantida-
de de LAL usada no método de coadgulo de gel para a mesma sensibi
lidade. Normalmente o método de ELISA-LAL que tem uma sensibili-
dade 10 vezes superior ao método do coagulo de gel necessita de
apenas 1/40 da quantidade de LAL usada neste dltimo método.

Para além do consumo minimo de rea-
gente de LAL, o método de ELISA-LAL necessita de quantidades mui
to pequenas de amostras. 10 pl de amostra sao suficientes para a
realizagdo de um ensaio, em contraste com os 100 pl normalmente
usados noutros ensaios de LAL. Esta vantagem pode tornar-se im-
portante nos casos em que apenas se dispoe de quantidades muito

pequenas de amostras.

EXEMPLO 4

Deteccao de endotoxinas numa amostra clinica

A fim de demonstrar a capacidade do
método da presente invengdo para detectar a presenga de uma endo
toxina numa amostra de soro com o mesmo limite de detecgao da so
lugdo tampdo, adicionou-se endotoxina padrdo de referéncia USP
(ver Exemplo 3) a plasma humano isento de LPS diluido 10 vezes
em Agua até uma concentragdo final de 200 pg/ml. A amostra de
comparagdo era endotoxina em &gua isenta de pirogénios.

Depois de se ter adicionado o LPS,

submeteu~se o plasma a um tratamento térmico durante 15 minutos

‘lla 659 C, 10 minutos a 759 C e 5 minutos a 1009 C, respectivamen-

D
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te, para trés amostras diferentes.

O ensaio foi levado a efeito em du-
plicado de modo substancialmente idéntico ao descrito no Exemplo
3 por preparagdo de uma série de diluigOes de cada uma das solu-
¢Oes de plasma obtidas acima usando como diluente plasma isento
de LIPS diluido e aquecido de modo idéntico. Os resultados sao
apresentados na Figura 7, a partir da qual se verifica que o tra
tamento do plasma durante 10 minutos a 759 C era o tratamento op
timo para a determinagao quantitativa de LPS. Os valores de A g4,
observados na amostra de comparagdo de agua isenta de endotoxina
nao eram significativamente diferentes dos obser#ados nas amos-
tras de plasma (dentro da limitagdo da variagdo do método de ELI
SA-LAL), indicando que 0Os niveis de endotoxina nestas amostras
estavam abaixo de 4 pg de endotoxina/ml (o limite de detecgdo) e
que o método de ELISA-LAL nao sofria interferéncia pela cor nem
pela turvagao do plasma. Os resultados obtidos demonstram que O
processo da presente invengao & também Gtil como um processo sen

sivel de anilise de amostras clinicas para a presenga de endoto-

xina.

EXEMPLO 5

Preparacao de um anticorpo monoclonal contra coagulogénio (LAT)

Usando essencialmente O mesmo proce
dimento descrito no Exemplo 1 mas substituindo o LAL por lisado

de amebdcito de Tachypleus (LAT) (Tachypleus tridentatus) como
material de partida, preparou-se um anticorpo monoclonal contra

coagulogénio de LAT. O anticorpo era reactivo no ensaio de ELISA

descrito no Exemplo 3.

EXEMPLO 6

Preparacao de um conjugado de anticorpo anti-coagulogénio mono-

clonal com biotina

Conjugou-se biotina com um anticor-

po anti-coagulogénio preparado conforme descrito no Exemplo 1 co
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mo se segue:

' Dialisou-se 1 ml de uma solugao de
anticorpo monoclonal purificado (1 mg de IgG/ml) contra tampao
de NaHCO, 100 mM (pH 8,0) a 49 C de um dia para o outro e em se-
guida misturou-se com 5 ul de N-hidroxi-succinimidobiotina (40
mg/ml; Sigma Chemical Co.). ApGs agitagdo & temperatura ambiente
durante 2 horas, a mistura foi dialisada contra SSTF (pH 7,3) a
49 C de um dia para o outro. Adicionou-se o conjugado a um volu-
me igual de glicerol (87%) e conservou-se a -209 C.

Este conjugado foi utilizado num
procedimento de ELISA por adigd@o de 100 pl de uma mistura de LAL
e endotoxina padrdo diluida incubada (preparada conforme descri-
to no Exemplo 3) a cada alvéolo de uma placa de microtitulagao
de 96 alvéolos (NUNC, Dinamarca) e incubagdo durante uma hora a
temperatura ambiente. Apds quatro lavagens com tampao de lavagem
conforme descrito no Exemplo 3, adicionaram-se 100 pl do conjuga
do anticorpo monoclonal-biotina diluido a 1:2000 em tampao de di
luicdo. Apds incubagdo durante 1 hora, lavou-se a placa 4 vezes.
Em seguida adicionaram-se 100 pl de conjugado de avidina-PRB
(Sigma Chemical Co.) diluido a 1:4000 em tampao de diluigao e in
cubou-se a placa durante 1 hora. A placa foi lavada 4 veezes e
adicionaram-se 100 upl de solugdo de substrato (conforme descrito
no Exemplo 3). Depois de 10 minutos de incubacao, fez-se parar a
reacgio por meio da adigdo de 150 ul de H,S0, 1 M. A absorvancia
foi medida a A492.

0 método de ELISA que usa um conju-
gado de PRB com anticorpo monoclonal inclui menos uma fase do qud
o método de ELISA que usa um conjugado de anticorpo monoclonal
com biotina (a utilizagdo de PRB-avidina) mas & muito mais facil
de produzir o conjugado de anticorpo monoclonal com biotina do
que o conjugado de PRB com anticorpo monoclonal. Os conjugados
eram estaveis quando conservados abaixo de 09 C. Uma vez que 1
mg do anticorpo monoclonal & suficiente para 20 000 ensaios sim-

ples, a utilizagdo do anticorpo monoclonal ndo tornard caro o me

todo ELISA~LAL.

h
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EXEMPLO 7

Ensaio de varias endotoxinas diferentes e de (1-3)-[3 -D-glucano !
v
por ELISA-LAL '

0 padrdo de referéncia de endotoxi-
na foi adquirido a Whittaker M.A. Bioproducts, Inc. (10 ng/fras—i
co). Os LPS (W) de Salmonella minnesota, Escherichia coli 0111:
:B4, Escherichia coli 055:B5, Salmonella abortus equi, Salmonel-
la typhimurium e Salmonella enteritidis foram adquiridos a Difco
Laboratories (Detroit, Michigan). Os LPS de alto grau de pureza
de Escherichia coli J5 e de Pseudomonas aeruginosa foram gentil-

mente cedidos pelo Dr. Anders Fomsgaard (Departamento de Doengas

Infecciosas, Rigshospitalet, Copenhaga).

Todos estes LPS foram reconstitui-
dos e diluidos até a uma concentrac¢ao de 1l mg/ml e congelados a
-209 C até serem usados. Imediatamente antes da analise, prepara
ram-se varias diluigdes de LPS em agua isenta de endotoxina. To-
das as anilises de LPS foram levadas a efeito em duplicado e fo-
ram calculadas médias dos valores salvo indicagdo em contrario.

Tornou-se (1—3)—(3 -D-glucano de Al-
caligenes faecalis var. myxogenes IFO 13140 (Curdlan, Wako Pure
Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japao) isento de endotoxina
conforme descrito por Obayashi et al. (63). A solugdo concentra-
da (1 mg/ml) foi conservada a 49 C até utilizagao.

0 método ELISA-LAL foi levado a efei

to conforme descrito no Exemplo 3 usando um conjugado de PRB-an-
ticorpo monoclonal.

As Figuras 8 e 9 apresentam as cur-
vas da andlise por ELISA-LAL de 8 LPS purificados e a curva de
(1—3)—@-{%glucano. As curvas dos LPS apresentam um declive acen
tuado sendo aparentemente paralelas entre si, o que implica uma
similaridade intrinseca na sua reacgao com LAL apesar de existir
uma grande diferenga de actividade. A actividade do (1—3)-§ -D~-
-glucano era pelo menos 1000 vezes mais baixa e o declive da res
pectiva curva de reacgao era muito menos acentuado do que ©O da
dos LPS, indicando uma velocidade de reac¢ao com LAL muito mais

baixa.
Tem sido descrito que varias outras
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substincias para além das endotoxinas causam reacgbes positivas
a altas concentragoes (60,47). Mostrou-se que O (l-3)—ﬁ -D-gluca
no podia reagir com LAL a uma concentragao de 1 ng/ml, sendo a
substincia mais activa a seguir &s endotoxinas (23). No entanto,
as conclusdes destes estudos foram frequentemente postas em cau-
sa devido & possivel contaminag@o de endotoxinas nos materiais
ensaiados. No presente estudo o (1—3)—(3—D—glucano foi ensaiado
selectivamente usando o método de ELISA-LAL e a sua reactividade
era pelo menos 1000 vezes inferior 3 das endotoxinas. Para além
disso, © (1—3%—@-D—glucano parece comportar-se de um modo in-
trinsecamente diferente do das endotoxinas, como & evidenciado
pela sua velocidade de reacgdo com LAL muito mais baixa. Este
facto pode ser explicado pela descoberta de Morita et al. (23)
de que a activagao do LAL por (1—3)—@-{%glucano é realizada por
uma via diferente da das endotoxinas. Julga-se que as duas vias
£ém uma fase em comum, nomeadamente a activagao da pro-enzima de
coagulagao. Deste modo, a activagao de qualquer das duas vias re
sulta na cisd3o do coagulogénio e na perda da sua antigenicidade.
0 método de ELISA-LAL pode ser uma ferramenta fitil para um estu-
do mais aprofundado das substincias com capacidade de reagir com
LAL, uma vez que as reacgoes das endotoxinas e do (1—3)-@ -D-glu

cano com LAL podem ser distinguidas cineticamente.

EXEMPLO 8

Deteccao de endotoxina em plasma

Depositou-se sangue venoso de paci-
entes com suspeita de sepsia quando admitidos em tubos de vidro
isentos de endotoxinas e contendo heparina (10 IU/ml de sangue) .
Diluiu-se plasma preparado por centrifugag¢ao a 2000 rpm durante
15 minutos 10 vezes em agua isenta de endotoxinas e em seguida
submeteu-se a aquecimento a 759 C durante 10 minutos. A analise
por ELISA-LAL subsequente foi levada a efeito conforme descrito
no Exemplo 3, excepto em que o LAL foi reconstituido conforme in
dicado pelo fornecedor. O limite de detecgdo da anadlise de ELISA
-LAL para endotoxinas em plasma foi de 4 pg de endotoxina/ml. As
concentragoes de endotoxinas em especimens foram calculadas a
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partir da curva padr@o tomando em consideragao o factor de dilui
cao.

O Quadro III apresenta os resulta-
dos da determinacgdo de endotoxina nas amostras de plasma de 10
pacientes. Os niveis de endotoxina nestes pacientes com sepsia
era geralmente baixo e nem sempre estava em relagao com os resul
tados da cultura bacteriana do sangue ou do fluldo cerebroespi-
nal (FCE).

0 paciente n9. 1 tinha uma histdria
de infecgao por gonorreia e ao ser admitido suspeitou-se de sep-
sia. N3ao se conseguiu efectuar uma cultura das bactérias mas en-
controu-se um aumento significativo do anticorpo especifico da
gonorreia no sangue. O paciente n?. 4 tinha bactérias gram-posi-
tivas no sangue e no FCE e morreu de shock seéptico 4 dias depois
da admissdo. O paciente n?. 8 tinha uma suspeita de urosepsia e
tinha uma bacteriuria significativa. O paciente n?. 9 tinha uma
suspeita de sepsia meningococica mas nao se conseguiu qualquer
cultura de bactérias por ter sido tratado com penicilina antes

da admissao.
A presencga de concentragoOes muito

baixas de endotoxina no sangue dos pacientes com sepsia (Quadro
IIT) mostra a necessidade de um ensaio de LAL sensivel. E inte-
ressante notar que ndo foram encontradas amostras de sangue nor-
mal com um conteido de endotoxina superior ao limite de detecgao
do ensaio de ELISA-LAL (4 pg de endotoxina/ml).

Para conclusao, o método de ELISA-
-IAL constitui um ensaio de LAL promissor para a detecgao clini-
ca de endotoxina porque tem uma alta sensibilidade, sofre menos
interferéncias do plasma, tem um consumo minimo de reagente de
LAL e de amostra, apresenta boa reproductibilidade e & de facil

realizagao.
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QUADRO III

Detecgao de endotoxina em amostras de plasma

de pacientes com sepsia

Pac. Diagnostico Cultura de Cultura ELISA-LAL Outros
ne. clinico sangue de FCE pg de critérios
CSE/ml de diag.
1. Gonorreia neg neg 200 Febre, ar-
trite, vas
culite,
TAG elev.
. Mielomatose P.aeruginosa neg 24
. Meningite neg N.menin 28 Petéquia
gitidis na pele,
sepsia
4. Meningite S.pneumoniae S. pneu 20 K.pneumo-
purulenta niae no
pulmao
5. Meningite neg N.men- 8 Petéquia
purulenta na pele,
sepsia
6. Febre S. typhosa neg 9
tifoide
7. Meningite N.meningiti neg 8 Petéquia
purulenta na pele,
septicémia
8. Meningite neg neg 8 Petéquia
na pele,
sepsia
9. Septicemia neg neg 11 >105E.coli
na urina
10. Meningite neg N.me- 8 Petequia
na pele,
sepsia

+ Titulo de Anticorpos de Gonorreia
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EXEMPLO 9

Anidlise da actividade de inactivacao de endotoxina do plasma hu-

mano

A inactivacdo em dependéncia da do-
se de LPS por soro e plasma humanos, plasma de Limulus, LAL e poO
limixina B foi demonstrada pelo m@todo de ELISA-LAL descrito no

Exemplo 3.
A cada tubo de vidro isento de endo

toxina adicionaram-se secessivamente 50 pl de cada uma das amos-
tras a analisar (soro e plasma humanos, plasma de Limulus, LAL e
polimixina B) e 50 pl de LPS (E. coli 0111:B4) em varias dilui-
cdes em solugdo salina estéril. Misturou-se bem o contetdo de ca
da tubo e incubou-se a 379 C durante 1 hora. As solugoes referi-
das foram diluidas pelo menos 1000 vezes em Agua isenta de endo-
toxina a fim de alcangar a gama de andlise de LPS (1 a 100 pg/ml]
bem como para eliminar a possivel interferéncia de amostras com
o ensaio LAL subsequente. A determinagéo quantitativa do LPS re-
sidual foi feita usando LAL combinado com uma determinagao por
ELISA de coagulogénio, conforme descrito no Exemplo 3.

Todas as analises foram realizadas
de forma independente pelo menos em duplicado e os valores foram

calculados como médias.
A reacgao do LAL com LPS gerou uma

curva linear entre a absorvancia e a concentragao de LPS, deter-
minada por um método de ELISA-LAL usando um anticorpo monoclonal
contra coagulogénio, conforme descrito no Exemplo 3. A inibigao
pelo soro da reacgao foi significativa mesmo quando a amostra de
soro estava diluida 100 vezes. No entanto, a inibigdo desapare-
ceu totalmente quando o soro estava diluido mais de 250 veezes.

A Figura 10 apresenta a inactivagao
de forma dependente da dose de LPS por soro e plasma humanos, po
limixina B e plasma de Limulus. NZo se observou qualquer diferen
ca entre a EIA50 do soro e do plasma humanos. O plasma de Limu-
lus aparentemente tinha uma capacidade significativamente mais
elevada de inactivagdo de LPS do que o plasma humano.

Estes resultados indicam que o méto

do de ELISA-LAL descrito no Exemplo 3 pode ser usado para anali-
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sar o plasma a fim de determinar o seu efeito de inactivacgao de
endotoxinas. O plasma que, de acordo com esta analise, possua um
alto efeito de neutralizagdo das endotoxinas pode ser administra

do a pacientes com sepsia a fim de melhorar o respectivo estado.

INSTRUCOES

£ possivel detectar a activagado do
factor C por uma endotoxina por preparagdo do factor C de acordo
com o método descrito por Nahamura et al. (64). Pode preparar-se
ent3o um anticorpo monoclonal contra o factor C purificado de
acordo com o procedimento descrito no Exemplo 1. Este anticorpo
monoclonal pode entdao ser conjugado tal como descrito nos Exem-
plos 1 ou 6 e pode ser usado num método de ELISA-LAL conforme
descrito no Exemplo 3.

Este procedimento corresponde essen
cialmente ao descrito no Exemplo 3 com a excepgao de que se de-
termina a perda de antigenicidade do factor C e nao do coagulogé
nio & medida que o factor C & convertido em factor C activo ao
reagir com endotoxina.

£ também possivel detectar a activa
gao do factor G por (1-3)—@-{%glucano por preparagao de factor
¢ de acordo com o método descrito por Morita et al. (23) e prepa
racdo e conjugagdo de um anticorpo monoclonal contra o factor G
pelo procedimento descrito nos Exemplos 1 ou 6. Este anticorpo
monoclonal conjugado pode entdo ser usado num método de ELISA-

-LAL conforme descrito no Exemplo 3.
Admite-se que, uma vez preparados

os anticorpos monoclonais contra os factores C e G, & possivel

empregar o mesmo lisado para trés ensaios diferentes usando fac-
tor G, factor C e coagulogénio como componentes do lisado, cuja
presenga ou auséncia & detectada. Admite-se ainda que estes en-
saios podem ser levados a efeito na mesma placa de microtitula-

gao, acelerando deste modo o procedimento de, por exemplo, deter

minagdo da causa de sepsia em pacientes sépticos.
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REIVINDICAGCOES

Processo para a determinagao da pre
senca de uma endotoxina ou dum material semelhante a uma endoto-,
xina caracterizado por compreender as fases de:

a) incubagio de uma amostra com um componente dum lisado ou de
hemofinfa de amebdcito de limulo ou de um andlogo sintético
daqueles, estando as propriedades do referido componente alte
radas se estad presente na amostra qualquer endotoxina ou mate
rial semelhante a uma endotoxina de tal modo que nao tem lu-
gar qualquer reacgao com um anticorpo suscitado contra ou di-
rigido substancialmente apenas contra o referido componente
ou andlogo ou com um seu determinante imunoldgico ou de tal
modo que um produto da reacgao do referido componente ou ana-
logo com uma endotoxina ou com um produto semelhante a uma en
toxina na amostra reaja com um anticorpo suscitado contra o
referido produto de reacgao ou com um seu determinante imuno-
18gico.

b) reacgao da mistura incubada da referida amostra e do referido
componente ou analogo resultantes da fase a) com um anticorpo
suscitado contra ou dirigido substancialmente apenas contra o
referido componente ou andlogo ou contra um seu determinante
imunoldgico, estando o anticorpo ligado ao referido componen-=
te ou ao referido analogo presentes na mistura, ou com um an-
ticorpo suscitado contra ou dirigido substancialmente apenas
contra o referido produto de reacgao ou contra um seu determi
nante imunoldgico, estando o anticorpo ligado a qualquer dos
referidos produtos presentes na mistura.. e

c) determinagdo da presenca de uma endotoxina ou de um material
semelhante a uma endotoxina na amostra por meio da detecgao
de qualquer anticorpo na mistura de reacgao resultante da fa-
se b), mostrando a detecgdo de quantidades decrescentes do an

ticorpo ligado a presenga de uma endotoxina ou de um material




semelhante a uma endotoxina na amostra se o anticorpo & um an
ticorpo suscitado contra ou dirigido substancialmente apenas
contra o referido componente ou andlogo ou contra um seu de-
terminante imunoldgico, e mostrando a detecgao de quantidades
crescentes do anticorpo ligado a presenga de uma endotoxina
ou de um material semelhante a uma endotoxina na amostra se O
anticorpo & um anticorpo suscitado contra ou dirigido substan
cialmente contra o referido produto da reacgao ou contra um

seu determinante imunoldgico,

com a condicao de que o referido componente ou analogo dequa%

quer dos referidos produtos de reacgao presentes apds a incu-
bacdo da amostra com o componente ou andlogo na fase a) esta
imobilizado num suporte sdlido ou de que o referido anticorpo
estd imobilizado num suporte sdlido ou acoplado a uma molécu-
la intermédia ligada a um suporte sdlido, ou de que qualquer
endotoxina ou material semelhante a uma endotoxina presente

na amostra estid imobilizada num suporte sdlido.

Processo de acordo com a reivindica
cdo 1, caracterizado por o lisado ou a hemolinfa de amebdcito de
1imulo ser seleccionado do grupo constituido por um factor de
coagulagdo, p. ex. factor B, factor C, factor G, factor N, enzi-
ma prdé-coagulagdo, enzima de coagulagao activada, factor anti-
~LPS e coagulogénio, e uma aglutinina, p. ex. uma lecitina tal
como limulina ou polifemina, ou por o produto da reacgao do refe
rido componente ou anadlogo com a referida endotoxina ou com O re
ferido material semelhante a uma endotoxina ser seleccionado do
grupo constituldo por coagulina, peptideo C, enzima de coagula-
cdo activada, factor B, C, G ou N activado e produtos de cisao

destes factores e da enzima prd-coagulagao.




I

l

Processo de acordo com a reivindiqgi
cdo 1, caracterizado por a endotoxina ou material semelhante a
uma endotoxina serem seleccionados de entre o grupo constituido
por endotoxinas ou antigenes de superficie de microorganismos
tais como bactérias gram-negativas ou gram-positivas, fungos, le

veduras e algas.

Processo de acordo com a reivindica

cao 1, caracterizado por o anticorpo ser um anticorpo especifico,
um anticorpo policlonal, um anticorpo monoclonal ou uma mistura

de dois ou de mais anticorpos monoclonais.

Processo de acordo com a reivindica
¢do 1, caracterizado por o anticorpo ter uma marcagao, p. exX. se
leccionada de entre o grupo enzimas, substancias fluorescentes

ou quimioluminescentes, cromdforos, isotopos radioactivos e agen

tes de complexagao.

Processo de acordo com a reivindica
¢do 1, caracterizado por o anticorpo estar imobilizado num supor
te sdlido ou acoplado a uma moldcula intermédia ligada a um su-

porte sdlido e qualquer componente referido que reste apds a in-




cubagao da amostra com O componente ou analogo na fase a) do pro

cesso da reivindicagao 1 ser ligado ao anticorpo para reacgao

adicional com uma nova quantidade de anticorpo.

Processo de acordo com a reivindica
¢3o 6, caracterizado por o suporte sdlido conter um polimero ou

uma matriz revestida com um polimero.

Processo de acordo com a reivindica
cao 1, caracterizado por compreender as fases de

a) imobilizagdo de um anticorpo suscitado contra ou dirigido subg
tancialmente apenas contra coagulogénio ou contra um seu de-
terminante imunoldgico ou suscitado contra ou dirigido subs-
tancialmente apenas contra coagulina ou contra peptideo C ou
acoplamento do referido anticorpo a uma moldcula intermédia
ligada ao referido suporte,

b) incubagao da amostra com um material que contenha coaguloge-
nio de modo a cindir o coagulogénio em coagulina e peptideo C
se estiver presente na amostra uma endotoxina ou um material
semelhante a uma endotoxina,

c) adigdo da mistura incubada resultante da fase b) ao suporte
solido de modo a que qualgquer coagulogénio presente na amos-
tra fique ligado se o anticorpo imobilizado no suporte sdlido
& um anticorpo suscitado contra ou dirigido substancialmente

apenas contra coagulogénio ou contra um seu determinante imu-

noldgico ou de modo a que qualquer coagulina ou peptideo C pre

sente na amostra fiquem ligados se o anticorpo imobilizado ao
referido suporte & um anticorpo suscitado contra ou dirigido

substahcialmente apenas contra coagulina ou contra peptideo C

o




.

d)

e)

ou contra um seu determinante imunoldgico,

adigao ao suporte sblido de um anticorpo marcado suscitado
contra ou dirigido substancialmente apenas contra coagulogé-
nio ou contra um seu determinante imunoldgico de modo a que
qualquer coagulogénio ligado presente no suporte solido fique
ligado, ou suscitado contra ou dirigido substancialmente ape-
nas contra coagulina ou contra peptideo C ou contra um seu de
terminante imunoldgico, de modo a que qualdquer coagulogénio
ligado ou qualquer coagulina ou peptideo C ligado presentes
no suporte sdolido fiquem ligados, e )

determinacdo da presenga de uma endotoxina ou de um material
semelhante a uma endotoxina na amostra por meio da detecgao
de qualquer anticorpo marcado ligado ao suporte solido da fa-
se d), mostrando a detecgdo de quantidades decrescentes do an
ticorpo ligado & presenga de uma endotoxina ou de um material
semelhante a uma endotoxina na amostra se o anticorpo & um an
ticorpo suscitado contra ou dirigido substancialmente apenas
contra o referido coagulogénio ou contra um seu determinante
imunoldgico, e mostrando a detecgao de quantidades crescentes
do anticorpo ligado a presenga de uma endotoxina ou de um ma-
terial semelhante a uma endotoxina na amostra se o anticorpo
& um anticorpo suscitado contra ou dirigido substancialmente
contra coagulina ou peptideo C ou contra um seu determinante

imunologico.

Processo de acordo com a reivindica

cdo 1, caracterizado por compreender as fases de

a)

b)

incubacdo de uma amostra com um material contendo coagulogé-
nio de modo a cindir o coagulogénio para formar coagulina ou
peptideo C se estiver presente na amostra uma endotoxina ou
um material semelhante a uma endotoxina,

adigdo da mistura incubada resultante da fase a) a um suporte

solido de modo a que qualquer coagulogénio presente na amos-




c)

d)

gao 1, caracterizado por compreender as fases de

a)

b)

tra fique ligado ou a que qualquer coagulina ou peptideo C
presente na amostra fique ligada,

adicao ao suporte sdlido de um anticorpo marcado suscitado
contra ou dirigido substancialmente apenas contra coaguldge-

nio ou contra um seu determinante imunoldgico de modo a que

qualquer coagulogénio ligado presente no suporte solido fique
ligado, ou suscitado contra ou dirigido substancialmente ape-!

nas contra coagulina ou contra peptideo C ou contra um seu de

1
i

terminante imunoldgico, de modo a que qualquer coagulina ou
peptideo C ligado presente no suporte s6lido fique ligado, e
determinacdo da presenga de uma endotoxina ou de um material
semelhante a uma endotoxina na amostra por meio da detecgao
de qualquer anticorpo marcado ligado ao suporte s6lido da fa-
se ¢), mostrando a detecgdo de quantidades decrescentes do an
ticorpo ligado a presenga de uma endotoxina ou de um material
semelhante a uma endotoxina na amostra se o anticorpo & um an
ticorpo suscitado contra ou dirigido substancialmente apenas
contra coagulogénio ou contra um seu determinante imunologico,
e mostrando a detecgao de -quantidades crescentes do anticorpo
ligado & presenga de uma endotoxina ou de um material seme-
lhante a uma adotoxina na amostra se o anticorpo & um anticor
po suscitado contra ou dirigido substancialmente contra coagu

lina ou peptideo C ou contra um seu determinante imunoldgico.
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Processo de acordo com a reivindica

imobilizagdo de um anticorpo suscitado contra ou dirigido subs
tancialmente apenas contra coagulogénio ou contra um seu de-
terminante imunoldgico ou suscitado contra ou dirigido subs-
tancialmente apenas contra coagulina ou contra peptideo C ou
contra um seu determinante imunoldgico na superficie de partl
culas sdlidas,

incubagado da amostra com um material que contenha coagulogé-




nio de modo a cindir o coagulogénio em coagulina e peptideo C
se estiver presente na amostra uma endotoxina ou um material |
semelhante a uma endotoxina,

c) adicdo da mistura incubada resultante da fase b) ao anticorpo
da fase b) de modo a causar a aglutinagdo das particulas sdli
das na presencga de coagulogénio se o anticorpo @ um anticorpo
suscitado contra ou dirigido substancialmente apenas contra
coagulogénio ou contra um seu determinante imunoldgico ou de i
modo a causar a aglutinagdo das partIculas sdlidas na presen-
ca de coagulina ou de peptideo C se o anticorpo € um anticor-
po suscitado contra ou dirigido substancialmente apenas con-
tra coagulina ou contra peptideo C ou contra um seu determi-
nante imunoldgico, e

d) determinagdo da presenga de uma endotoxina ou de um material
semelhante a uma endotoxina na amostra por meio da auséncia
de aglutinacdo de particulas sdlidas ds quais se encontra li-
gado um anticorpo suscitado contra ou dirigido substancialmen
te apenas contra coagulogénio ou contra um seu determinante
imunoldgico ou pela aglutinagao das particulas as quais se en
contra ligado um anticorpo suscitado contra ou dirigido subs-
tancialmente apenas contra coagulina ou contra peptideo C ou

contra um seu determinante imunologico.

Processo para a produgao de um anti
corpo monoclonal suscitado contra ou dirigido substancialmente
apenas contra um componente de lisado ou hemolinfa de amebdcito
de 1limulo ou contra um seu andlogo sintético ou contra um seu de
terminante imunoldgico caracterizado por compreender as fases de
a) imunizacdo de um animal adequado ou de células de um animal

adequado com um antigene constituido essencialmente por um
componente de lisado ou de hemolinfa de amebdcito de 1imulo
ou de um seu analogo sintético ou de um seu determinante imu~

noldgico ou constituido essencialmente por um produto da reac
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cao do referido componente ou andalogo com uma endotoxina ou
com um material semelhante a uma endotoxina ou com um seu de-
terminante imunoldgico de modo a obter células que produzem |
um anticorpo do referido antigene,

b) fusdo das células que produzem o anticorpo do referido antige
ne com células de mieloma de uma linha de células adequada,

c) selecgao e clonagem das células de hibridoma resultantes que
produzem o referido anticorpo e

d) cultura das células de hibridoma num meio adequado a fim de

produzir o referido anticorpo.

Processo de acordo com a reivindica
¢ao 11, caracterizado por o componente de lisado ou de hemolinfa
de amebdcito de limulo ser seleccionado de entre o grupo consti-
tuido por um factor de coagulagao, p. ex. factor B, factor C,
factor G, factor N, enzima prdo-coagulagao, enzima de coagulagao
activada, factor anti-LPS ou coagulogénio, e uma aglutinima, p.

ex. uma lecitina, tal como limulina ou polifemina.
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Processo de acordo com a reivindica
gdo 11, caracterizado por o anticorpo monoclonal ser suscitado
contra ou dirigido substancialmente apenas um produto da reacgao
de um composto de lisado ou de hemolinfa de amebdcito de limulo
ou dum seu andlogo sintético com uma endotoxina ou com um materi
al semelhante a uma endotoxina ou contra um determinante imunolé

gico do referido produto de reacgao.




Processo de acordo com a reivindica
cdo 13, caracterizado por o referido produto de reacgao ser se-
leccionado de entre o grupo constituldo por coagulina, peptideo
C, enzima de coagulagio activada, factor B, C, G ou N activado

ou produtos de cisdo destes factores e de enzima prd-coagulagio.

1

Processo de acordo com qualquer das
reivindicagdes 11 ou 13, caracterizado por o anticorpo ter uma
marcagao, p. ex. seleccionada de entre O grupo enzimas, substan-
cias fluorescentes ou quimioluminescentes, cromdforos, isotopos

radioactivos e agentes de complexagao.

Processo de acordo com qualquer das
reivindicagoes 11 ou 13, caracterizado por o anticorpo estar imo
bilizado num suporte sdlido ou acoplado a uma molécula interme-

dia ligada a um suporte sdlido.

Processo para a preparagao de um
conjunto de andlise ("test kit") para a determinacdo da presenga
de um endotoxina ou de um material semelhante a uma endotoxina
numa amostra caracterizado por se incorporar
a) um anticorpo quando preparado de acordo com qualquer das rei-

- AN -
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vindicagdes 11 a 16 e
b) um componente de um lisado ou hemolinfa de um amebScito de 13

mulo ou de um seu andlogo sinteéetico.

Processo de acordo com a reivindica;
¢ao 17, caracterizado por o componente de lisado ou de hemolinfa
de amebdcito de limulo ser seleccionado de entre o grupo consti-
tuido por um factor de coagulagao, p. ex. factor B, factor C,
factor G, factor N, enzima prd-coagulagao, enzima de coagulagao
activada, factor anti-LPS ou coagulogénio, e uma aglutina, p. ex

uma lecitina, tal como limulina ou polifemina.

Processo de acordo com a reivindica
cdo 17, caracterizado por o anticorpo ser um anticorpo especifi-
co, um anticorpo policlonal, um anticorpo monoclonal ou uma mis-—

tura de dois ou de mais anticorpos monoclonais.

Processo de acordo com a reivindica

¢do 17, caracterizado por o anticorpo ter uma marcagao, p. eX.
seleccionada de entre o grupo enzimas, substdncias fluorescentes

ou quimioluminiscentes, cromdforos, isdtopos radioactivos e agen

tes de complexagao.
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Processo de acordo com a reivindica
cao 17, caracterizado por o referido conjunto de anadlise conter

um suporte sdlido.

Processo de acordo com a reivindica
¢do 21, caracterizado por o suporte sdlido conter um polimero ou

uma matriz com um polimero ligado.

Processo de acordo com a reivindica
¢80 17, caracterizado por o referido conjunto de analise conter

tanto um anticorpo ligado como nao ligado.

- 24= -

Processo de acordo com a reivindica
¢do 17, caracterizado por o referido conjunto de analise conter

adicionalmente uma endotoxina padrao.

Processo de acordo com a reivindica

¢do 17, caracterizado por o referido conjunto de andlise conter

- A7 -




adicionalmente agua isenta de pirogénios.

Os requerentes declaram que o pri-

meiro pedido desta patente foi apresentado na Dinamarca em 20 de
Maio de 1987, sob o n9. 2558/87. ’

Lisboa, 19 de Maio de 1988.
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RESUMO

"DPROCESSO PARA A DETERMINACAQO DA PRESENCA DE ENDO-
TOXINAS E PARA A PREPARACAO DE ANTICORPOS MONOCLO-
NAIS UTILIZADOS NESSA DETERMINACAQ"

A invencao refere-se a um processo
para a determinagdo da presenga de uma endotoxina ou dum material
semelhante a uma endotoxina que compreende as fases de:

a) incubagdo de uma amostra com um componente dum lisado ou de
hemolinfa de amebdcito de limulo ou de um andlogo sintético
daqueles, estando as propriedades do referido componente alte
radas se estd presente na amostra qualquer endotoxina ou mate
rial semelhante a uma endotoxina de tal modo que nao tem lu-
gar qualquer reacgdo com um anticorpo suscitado contra ou di-
rigido substancialmente apenas contra o referido componente
ou anilogo ou com um seu determinante imunoldgico ou de tal
modo que um produto da reacgao do referido componente ou ana-
logo com uma endotoxina ou com um produto semelhante a uma en
dotoxina na amostra reaja com um anticorpo suscitado contra o
referido produto de reacgdo ou com um seu determinante imuno-
logico,

b) reaccdo da mistura incubada da referida amostra e do referido
componente ou andlogo resultantes da fase a) com um anticorpo
suscitado contra ou dirigido substancialmente apenas contra o
referido componente ou andlogo ou contra um seu determinante
imunoldgico, estando o anticorpo ligado ao referido componen-
te ou ao referido andlogo presentes na mistura, ou com um an-
ticorpo suscitado contra ou dirigido substancialmente apenas
contra o referido produto de reacgao ou contra um seu determi
nante imunoldgico, estando o anticorpo ligado a qualquer dos
referidos produtos presentes na mistura, e

c) determinagdo da presenga de uma endotoxina ou de um material
semelhante a uma endotoxina na amostra por meio da detecgao
de gqualquer anticorpo na mistura de reacgao resultante da fa-

se b), mostrando a detecgéo de quantidades decrescentes do an
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ticorpo ligado a presenca de uma endotoxina ou de um material
semelhante a uma endotoxina na amostra se o anticorpo & um an
ticorpo suscitado contra ou dirigido substancialmente apenas
contra o referido componente ou andalogo ou contra um seu de-
terminante imunoldgico, e mostrando a detecgao de quantidades
crescentes do anticorpo ligado a presenga de uma endotoxina
ou de um material semelhante a uma endotoxina na amostra se O
anticorpo & um anticorpo suscitado contra ou dirigido substan
cialmente contra o referido produto da reacgao ou contra um
seu determinante imunoldgico,

com a condigao de que o referido componente ou analogo de qual
quer dos referidos produtos de reacgao presentes apo0s a incu-
bacao da amostra com o componente ou analogo da fase a) esta
imobilizado num suporte sdlido ou de que o referido anticorpo
esti imobilizado num suporte sdlido ou acoplado a uma molécu-
la intermédia ligada a um suporte sdlido, ou de que gqualquer
endotoxina ou material semelhante a uma endotoxina presente

na amostra estd imobilizada num suporte solido.
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