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RESUMO

O aumento na concentracdo de IgA Secretora em secre¢cBes externas € uma importante
ferramenta de diagnostico para infec¢des que acometem as mucosas. O uso de metodologia de
imunoquimiluminescéncia para realizar tal diagnostico permite uma maior sensibilidade que
0s métodos espectrofotométricos tradicionalmente utilizados. Neste trabalho, um ensaio Dot-
imunoquimiluminescente (Dot-CLIA) foi proposto para a determinagdo de IgA Secretora. Os
anticorpos anti-lIgAS e anti-lgG-peroxidase foram previamente conjugados com éster de
acridina (AE). Dot-ELISA e Dot-CLIA foram entéo realizadas aplicando amostras de 1gAS
em discos de membranas de nitrocelulose (0,45 pum de didmetro de poro) e foi medida a
atividade da peroxidase e a quimiluminescéncia (expressa em unidade relativa de luz; URL),
respectivamente. O complexo ternério formado por IgAS/anti- IgAS-AE/anti-1gG-peroxidase-
AE e o controle (PBS em substituicdo a IgAS) forneceram valores de 302.255 + 28.736 RLU
e 8.247 £ 3.479 RLU, respectivamente. Dot-ELISA simultaneamente realizada forneceu cor
marrom pelo complexo ternario e auséncia de cor foi observada para o controle. A relagdo
entre RLU versus quantidade de IgAS utilizando o método proposto mostrou uma curva
hiperbdlica. O leite materno sem lipidios e caseina purificado por HPLC apresentou trés picos
de proteina e os que correspondiam a IgAS e ao componente secretor livre apresentaram
valores de cerca de 50.000 RLU e 30.000 RLU, respectivamente. Portanto, pode-se concluir
que o ensaio Dot-CLIA é capaz de avaliar quantitativamente e especificamente 1gAS em
fluidos bioldgicos.

Palavras chaves: IgA secretora; componente secretor; anti-lgA secretora; Dot-ELISA;

imunoquimiluminescéncia; éster de acridina; membrana de nitrocelulose



ABSTRACT

The increase in the concentration of Secretory IgA in external secretions is an important
diagnostic tool for infections that affect the mucous membranes. The use of chemiluminescent
methodology to perform such a diagnosis enables a more sensitive than spectrophotometric
methods traditionally used. In this work, a Dot-chemiluminescent immunoassay (Dot-CLIA)
was proposed for the determination of Secretory IgA. The antibodies Anti-S-IgA and Anti-
IgG-peroxidase were previously conjugated to acridinium ester (AE). Dot-ELISA and Dot-
CLIA were then carried out spotting S-IgA on nitrocellulose membranes disks (6 mm
diameter and pore diameter 0.45 pm) and measuring the peroxidase activity and
chemiluminescence (expressed in relative light unit; RLU), respectively. The ternary complex
formed by S-lgA/anti-S-1gA-AE/anti-1gG-peroxidase-AE and the control (PBS replacing S-
IgA) vyielded values of 302,255 + 28,736 RLU and 8,247 + 3,479 RLU, respectively. Dot-
ELISA simultaneously carried out produced brown color by the ternary complex and no color
was observed for the control. The relationship between RLU and S-IgA amount using the
proposed method displayed a hyperbolic curve. The human milk without lipids and casein
purified by HPLC presented three protein peaks and those corresponding to S-IgA and free
secretory component showed values of about 50,000 RLU and 30,000 RLU, respectively.
Therefore, one can conclude that Dot-CLIA is capable to evaluate specifically and
quantitatively the S-IgA in biological fluids.

Key words: S-IgA; secretory component; anti-S-IgA; Dot-ELISA; chemiluminescence

immunological assay; acridinium ester.
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1. INTRODUCAO

Dentre as biomoléculas imunoativas recebidas pela crianga durante a amamentagéo e
que fornecem protecdo passiva ao recém-nascido (RN), ressalta-se a importancia da
Imunoglobulina A Secretora (IgAS) uma vez que atua impedindo a fixacdo de micro-
organismos aos epitélios mucosos (HANSON et al., 1984). O epitélio mucoso reveste uma
area aproximadamente 200 vezes maior do que a pele e cerca de 90% dos micro-organismos
causadores de infecgbes em humanos utilizam esta regido como porta de entrada
(BRANDTZAEG, 2003). Segundo NATHAVITHARANA et al. (1994), o anticorpo
especifico 1gAS encontrado no leite humano reflete os enteropatdgenos encontrados na
comunidade, protegendo os RNs contra infec¢Oes gastrointestinais.

A IgAS ¢é constituida por dois mondmeros de Imunoglobulina A (IgA); é um dimero
unido pela cadeia J e que, apds sofrer transcitose, adquire o componente secretor, sendo ent&o
denominado IgA Secretora ou Secretoria. Esta é a imunoglobulina presente em maior
quantidade nas secrecdes externas, tais como no colostro e leite humano (UNDERDOWN &
SCHIFF, 1986; KELSALL & STROBER, 1996). Possui a regido da dobradica glicosilada e
rica em prolina; tal caracteristica confere a esta imunoglobulina a capacidade de transitar no
trato gastrintestinal do recém-nascido sem sofrer ataques proteoliticos (KELSALL &
STROBER, 1996).

Apesar de ser considerada como primeira linha de defesa, a IgAS faz parte da
imunidade adquirida e leva tempo para ser produzida; por conseguinte, a IgAS nas secregdes
externas atua como primeira barreira contra micro-organismos previamente encontrados ou
que apresentem semelhanga antigénica com 0s micro-organismos da microbiota normal
(SHARON, 2000).

Ensaios recentes utilizaram métodos espectrofotométricos para determinacdo dos
niveis de IgAS como ferramenta de diagnostico para infeccbes em mucosas. Analises
laboratoriais baseadas na metodologia de quimiluminescéncia tém sido desenvolvidas para
dosagens que requerem uma alta sensibilidade (KRICKA, 2003), j& que este método apresenta
sensibilidade bem superior a encontrada nos métodos espectrofotométricos.

Vérios compostos organicos exibem quimiluminescéncia (QL) em condigdes
apropriadas. O éster de acridina (AE) é um deles e foi introduzido em imunoensaios a partir
da necessidade de substituir os marcadores radioisotdpicos que estavam se tornando pouco

populares devido a sua curta meia vida, ao perigo potencial & salde e aos problemas quanto
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aos dejetos gerados (WEEKS et al., 1983). Desde entdo o éster de acridina tem sido foco de
pesquisas para ampliar suas aplicacdes nas mais diversas areas de Biotecnologia
(ADAMCZYK et al., 2001).

Em nosso laboratdrio, demonstramos que biomoléculas conjugadas com éster de
acridina validam o meétodo quimiluminescente, permitindo uma maior precisdo na
identificacdo de determinados antigenos. Isto nos motivou a investigar e validar o mesmo
método com anticorpo do leite materno, pois, atualmente, anticorpos estdo sendo cada vez
mais utilizados na rotina do diagndstico de diversas doencas infecciosas.

A presencga de IgAS em secregOes externas ocorre quando entramos em contato com
antigenos que tém as mucosas como sitio-alvo. Durante infec¢des que acometem as mucosas,
os titulos desta imunoglobulina aumentam bastante, sendo este aumento um bom indicador de
infeccdo. Este projeto se postula a detectar os niveis de IgAS total mediante
quimiluminescéncia usando como marcador o ester de acridina. A literatura ndo registra

determinagdo quimiluminescente de IgAS em leite materno.



17

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aleitamento materno

Durante a lactacdo existem trés estigios bem definidos de maturacéo do leite: colostro,
leite de transicdo e leite maduro. O colostro humano é a secrecdo produzida inicialmente pelas
glandulas mamarias, nos cinco primeiros dias ap6s o parto. E um fluido viscoso e de cor
amarelada (VALDES et al., 1997). A partir do 5° dia p6s-parto forma-se o leite de transicéo,
que tem maior fluidez e volume; sua cor varia progressivamente do branco cremoso ao branco
azulado (LANG, 1999). No periodo de 10 a 15 dias ap06s o parto, o leite de transi¢do se
transforma em leite maduro definitivo (LANG, 1999).

De acordo com YUEN et al. (2012), em sua analise sobre leite de maes de Hong
Kong, foi observado diferencas constitucionais entre o colostro e o leite maduro materno,
como mostra a figura abaixo. O colostro possui maior contetdo protéico que o leite maduro e

sua concentracdo de IgAS é 48% maior que a do leite maduro (YUEN et al.2012)

Constituinte Unidade Colostro 1-5 dias Leite Maduro> 30 dias
Conteudo Protéico
Proteina total g/l 25,04 £ 11,34 10,06 £ 1,43
Caseina g/l 6,81 + 6,10 6,02 + 2,07
Elementos Imunoldgicos
Lactoferrina mg/dl 128,03 + 168,66 117,56 +261,95
IgAS mg/dl 806,35 + 792,58 545,94 + 334,60
Lisozima mg/dl 8,0+7,34 11,34+ 3,79

Figura 1: Resumo dos principais componentes nutricionais e imunoldgicos do leite humano de
maes de Hong Kong no periodo pds-parto.
Adaptacdo de: YUEN et al., 2012

Esta clara a existéncia de circulagdo broncomamaria e enteromamaria, que assegura que

qualquer patdgeno que entre em contato com a mae estimule a produgdo de anticorpos
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especificos nas glandulas mamarias, sendo estes encontrados no leite materno (AKRE, 1997).
Quando a mée se alimenta, linfocitos T e, principalmente, B, localizados nas placas de Peyer
dos tecidos linfoides associados ao intestino (GALT) entram em contato com micro-
organismos e antigenos alimentares (BRANDTZAEG et al., 1999). As células linfoides da
Placa de Peyer sdo drenadas pelos vasos linfaticos até os linfonodos mesentéricos, alcancam o
fluxo linfatico e chegam & circulagcdo sanguinea via ducto torécico (ZAHA, 1986) até
atingirem glandulas exdcrinas, como as mamarias (HANSON et al., 1984). Neste local ocorre
producdo abundante de IgAS que, por sua vez, sera ingerida pelo RN no momento da
amamentacdo através do leite materno; assim, a méae confere protecdo passiva ao RN contra

patdgenos aos quais estd exposta (ESTEVES, 2007).

2.2 Imunoglobulinas (1gs)

Imunoglobulina (Ig) é o termo genérico que se refere a um grupo diversificado de
moléculas encontradas no sangue e nos fluidos teciduais (DOAN et al., 2006). Este termo
deriva do fato de serem moléculas com funcéo imunoldgica e de migrarem em um campo
eletroforético na fracdo y-globulina das proteinas séricas (PEAKMAN & VERGANI, 1999;
DOAN et al, 2006).

Possuem em sua estrutura basica quatro cadeias polipeptidicas, sendo duas cadeias
idénticas leves (L= Light) do tipo k ou A, de 25 kDa, e duas cadeias idénticas pesadas (H=
Heavy) do tipo a, d, & 7 ou p, de 50-75 kDa (DOAN et al., 2006; GUILHERME, 2010;
ALBERTS et al., 1997; PEAKMAN & VERGANI, 1999). As pontes dissulfeto mantém as
cadeias leves e pesadas juntas (ligagdo intercadeia); estas ligagdes unem as cadeias pesadas na
regido dobradica, que confere flexibilidade a imunoglobulina (DOAN et al., 2006). Dentro
das cadeias leves e pesadas ha ligagdes dissulfeto intracadeia, formando os dominios
(PEAKMAN & VERGANI, 1999).

A forma simplificada de uma imunoglobulina é um Y, com dois sitios de ligacdo para
antigenos idénticos, cada um em uma das extremidades dos bracos do Y (ALBERTS et al.,
1997); esta regido é chamada de Fab (fragment antigen binding) (PEAKMAN & VERGANI,
1999). A funcdo efetora das imunoglobulinas é mediada pela cauda da molécula (ALBERTS
et al., 1997); esta regido é chamada Fc (fragment crystallisable) (PEAKMAN & VERGANI,
1999).
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Fonte: ABRAS et al, 1994

Figura 2: Estrutura da molécula de anticorpo
Adaptacdo de: ABRAS et al., 1994 apud CECCON et al., 1997

2.2.1 Imunoglobulina A (IgA)

HEREMANS et al.(1959) identificaram pela primeira vez a Imunoglobulina A (IgA) no
soro. Quase dois tergos da quantidade de anticorpos produzida diariamente pelo homem sdo
de IgA (66 mg/kg), sintetizada pelas células B nas paredes dos tratos gastrointestinal e
respiratorio (ABBAS et al., 2008; RUPOLO et al., 1998).

A principal funcdo biol6gica da IgA é a protecdo contra micro-organismos invasores
como virus e bactérias nas superficies mucosas, inibindo 0 mecanismo de aderéncia desses as
células epiteliais (RUPOLO et al., 1998). A IgA nio fixa complemento, por isso pode atuar
contra micro-organismos sem desencadear a cascata do processo inflamatério que danifica as
superficies epiteliais; apresenta meia-vida curta (aproximadamente 6 dias), por isso nem
sempre protege contra reinfecgdo; promove diminuicdo da absor¢do de uma variedade de
antigenos ou alérgenos, inalados ou ingeridos, que podem desencadear resposta imune
(RUPOLO et al., 1998). E eficiente nos processos de aglutinacio; a ligacdo do anticorpo ao

micro-organismo afeta a sua estrutura e os impede de se ligar a célula (DOAN et al., 2006).
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IgA é a segunda classe de anticorpos mais prevalente no soro humano (ALMOGREN et
al., 2007), constituindo cerca de 15% a 20% do total das imunoglobulinas séricas
(SHELDRAKE et al., 1984). Nas secrecdes internas (humor aquoso, fluidos sinovial, pleural,
peritoneal, amniotico, cerebrospinal), o contetdo de imunoglobulinas é similar ao soro
humano normal; nas secrecbes externas (lagrima, colostro, fluidos gastrointestinal e
respiratorio, secrecdes salivares parotideas e submaxilares, secrecdo nasal, bile, urina) ha uma
alta concentracdo de IgA, equivalente & concentracdo de Imunoglobulina G (1gG) no soro
(ZAHA-INOUYE, 1985).

2.2.2 Imunoglobulina A Secretora (IgAS)

Embora existam niveis significativos de IgA no soro é consenso geral que a forma
secretora desta imunoglobulina, sob o ponto de vista funcional, € mais importante (ROITT et
al., 2003). A maioria da IgA estd presente em secre¢des na forma dimérica, onde exerce
funcdo bioldgica importante como parte do tecido linféide associado a mucosa (MALT)
(BENJAMINI et al., 2002).

Superficies mucosas sdo constantemente expostas a antigenos estranhos e
devem ser eficientemente protegidas para evitar uma possivel invasdo por patdgenos
(ALMOGREN et al., 2009). A 1gAS é uma das primeiras linhas de defesa das mucosas, onde
exerce a sua funcdo de neutralizacdo e opsonizacdo de antigenos (ALMOGREN et al., 2009).
Também atua prevenindo a fixacdo de micro-organismos as superficies epiteliais
(MESTECKY et al., 1999).

Anticorpos I1gAS em secregdes mucosas contribuem para a homeostase imune por
limitac&o do acesso de antigenos microbianos e ambientais para o interior do corpo, mantendo
a integridade da barreira epitelial e moldando a composicdo da microbiota comensal
(MACPHERSON et al., 2008). Estas funcbes séo particularmente importantes no trato
intestinal, onde estdo localizadas cerca de 100 trilhdes de bactérias (JOHANSEN &
KAETZEL, 2011). A predominancia de IgAS em membranas secretoras leva a especulacéo de
que sua principal funcéo ndo deve ser a de destruir o antigeno, mas sim evitar o acesso deles
ao sistema imunoldgico geral (STITES & TERR, 1992).
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Figura 3: Atuacdo da IgAS contra patdgenos e toxinas do limen intestinal (A= pIgA é
transportada para o limen intestinal; B= plgA liga-se a camada de muco que cobre o epitélio
intestinal; C= plgA neutraliza os patdgenos intestinais e suas toxinas)
Adaptacdo de: JANEWAY et al., 2007

A microbiota intestinal estd envolvida no desenvolvimento do sistema imune intestinal
e na producdo de um repertorio diversificado de IgAS (NEWBURG & WALKER, 2007). Em
estudos com animais germ-free, MOREAU et al. (1978) e TALHAM et al. (1999)
observaram uma producéo de IgAS reduzida, que poderia alcangar valores normais dentro de
algumas semanas apos a recolonizagio intestinal (MATHIAS & CORTHESY, 2011).

A 1gAS é produzida localmente por plasmdcitos da lamina propria na forma polimérica,
que consiste em duas (ou as vezes trés ou quatro) moléculas de IgA ligadas covalentemente
por meio de sua por¢do Fc ao polipeptideo cadeia J (ALMOGREN et al., 2009). Ao passar
através da célula epitelial, a IgAS liga-se a um receptor secretado, 0 componente secretor
(SC), 0 que aumenta a sua resisténcia a digestdo por enzimas proteoliticas e alteracdes de pH
(CARBONARE & CARNEIRO-SAMPAIO, 2001). Tem peso molecular de 385-390 kDa e
coeficiente de sedimentacdo 11S (DOAN et al., 2006; ZAHA, 1986).
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Figura 4: Representacdo esquematica da Imunoglobulina A Secretora
Adaptacdo de: ROITT et al., 2003

A cadeia J é um pequeno polipeptideo &cido de 15 kDa sintetizado por células que
secretam imunoglobulinas poliméricas e esta ligada covalentemente ao penultimo residuo de
cisteina das cadeias o e p (STITES & TERR, 1992).

O SC é uma cadeia polipeptidica de alto contetdo de carboidratos sintetizado pelas
células epiteliais localizadas proximas da mucosa onde ocorre a secre¢éo (STITES & TERR,
1992). Possui mais carboidratos que a cadeia o, o que contribui para um maior conte(ldo de
carboidratos na IgAS do que na IgA sérica (STITES & TERR, 1992). Sua massa molecular é
de 79,6 kDa e é composto por cinco tipos varidveis de dominios de imunoglobulina (D1-D5)
com 100 a 110 residuos cada (KAETZEL, 2005). A protecdo contra o ataque de proteases
presente nas secre¢des mucosas se d& porque o SC protege a regido da dobradica da IgAS
(SHARON, 2000).

O SC esta associado apenas a IgAS e é encontrado quase que exclusivamente nas
secrecOes organicas, ja a cadeia J estd associada a todas as formas poliméricas de
imunoglobulinas (STITES & TERR, 1992). SC pode ser encontrado ligado a IgAS por fortes
interacBes ndo-covalentes ou livre nas secrecdes de individuos e pode estar presente mesmo
naqueles que ndo possuem IgA detectavel no soro ou nas secrecdes (STITES & TERR, 1992).

A IgAS é gerada através da cooperacdo entre dois tipos de células distintas em
membranas mucosas: células plasmaticas na lamina propria, que secretam IgA dimérica
(dlgA), e as ceélulas epiteliais, que transportam a IgAS para o limen (JOHANSEN &
KAETZEL, 2011). Esse processo de migracdo de dIgA através de células epiteliais intestinais

polarizadas é chamado transcitose e € mediado pelo receptor de imunoglobulina polimérica
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(plgR), uma glicoproteina epitelial que capta a sua carga na superficie basolateral e a
transporta através do processo de transcitose a face apical (JOHANSEN & KAETZEL, 2011).

Acredita-se que a cadeia J é reconhecida pela plgR (SHARON, 2000), dando inicio a
transcitose. Assim, a dIgA secretada é capturada pelo plgR expresso nas células epiteliais
intestinais na superficie basolateral (ASANO & KOMIYAMA, 2011). O complexo digA-
pIgR é internalizado e transferido para superficie apical, onde a porgéo extracelular do pIgR é
proteoliticamente clivada e liberada para o limen com a dlgA (ASANO & KOMIYAMA,
2011). Nesta clivagem, h& liberacdo dos cinco dominios extracelulares semelhantes a
imunoglobulina do plgR, também conhecidos como componente secretor (SC), para dentro do
l[imen em conjunto com a sua carga (d1gA), formando assim o complexo IgAS (JOHANSEN
& KAETZEL, 2011). Na auséncia de dIgA h4 transcitose constitutiva do pIgR, que € a fonte
de SC livre em secre¢des mucosas (JOHANSEN & KAETZEL, 2011) (Figura 6).
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Figura 5: Transcitose da IgAS
Adaptacdo de: ASANO & KOMIYAMA, 2011

Em secrecOes e no soro, IgA humana existe como duas subclasses, IgA;1 e IgA:
(ALMOGREN et al., 2007). SC se liga as duas subclasses de IgAS, embora tenha sido
mostrado que o SC liga-se covalentemente a IgAS;, mas principalmente ndo covalentemente a
IgAS, (ALMOGREN et al., 2007). As duas formas isotipicas, 1gA; e I1gA,, estdo presentes
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nos fluidos bioldgicos em vérias proporcdes de acordo com a secrecdo (KERR, 1990). A
subclasse monomérica IgA; perfaz cerca de 90% da IgA encontrada no soro; a forma dimérica
da 1gA: (IgA1S) é encontrada predominantemente em secre¢des acima do diafragma, como
leite, saliva, lagrima, secrecdes nasais e pulmonares (DOAN et al., 2006). A subclasse 1gA;
perfaz aproximadamente 10% da IgA sérica; sua forma secretora, IgAS,, corresponde a
maioria da IgA encontrada no limen da porc¢éo inferior do sistema gastrointestinal (DOAN et
al., 2006). Em secrecfes como o colostro, que é a mais rica fonte de IgAS, a concentracéo de
IgAS; e IgAS; é similar (ALMOGREN et al., 2007)

O significado fisioldgico das subclasses da IgAS permanece pouco claro, mas sabe-se
que polissacarideos, tais como LPS, induzem uma melhor resposta de IgAS; que IgAS:
(BROWN & MESTECKY, 1985; MOLDOVEANU et al., 1987). Em contraste, IgAS; €
principalmente dirigida contra antigenos protéicos (LADJEVA et al., 1989). A suscetibilidade
a proteases também difere.

Poucas espécies produzem proteases capazes de degradar IgA, dentre elas estdo agentes
bacterianos patogénicos de superficies mucosas; uma vez que outras espécies bacterianas
relacionadas, mas ndo patogénicas, do mesmo género ndo produzem proteases de IgA, a
producéo destas enzimas pode ser associada com a viruléncia dos organismos (LOOMES et
al., 1990).

ALMOGREN et al. (2009), analisando através de SDS-PAGE o SC sob condigdes néo-
redutoras, observaram que SC foi libertado da IgAS; em contraste com IgAS;, onde SC
manteve-se ligado. Eles sugeriram entdo que SC liga-se de forma diferente as duas isoformas
de IgAS e mostra diferente sensibilidade a clivagem proteolitica.

Pesquisas futuras sobre a fungdo e regulacdo do plgR e IgAS podem oferecer novas
perspecivas sobre a prevencédo e tratamento de doencas infecciosas e inflamatdrias, doencas
que sdo originadas em superficies mucosas (JOHANSEN & KAETZEL, 2011). Vérios
ensaios tém sido descritos para medir os niveis de subclasses de IgAS em secre¢des utilizando
anticorpos monoclonais (RUSSELL et al., 1986; MESTECKY et al., 1996). Contudo estes
ensaios sdo prejudicados pela necessidade de preparacdo de controles IgAS; e 1gAS; e por
variagdes na afinidade dos reagentes para a sua correspondente subclasse (DE FIUTER et
al.,1995). Além disso, anticorpos contra cadeias o humanas reagem diferentemente de acordo
com o status de IgA polimérica (HOCINI et al., 2000).
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2.3 Imunoensaios

Um ensaio imunoldgico consiste, basicamente, na utilizagdo de um anticorpo
especifico para a substincia que se deseja identificar ligado em um marcador (molécula
quimiluminescente, fluorescente, enzima, is6topo radioativo, etc.) que serd responsavel pela

revelacdo do complexo antigeno-anticorpo, se este for formado (XIMENES, 2000)

Segundo GREGORY & ALLANSMITH (1986), a presenca de antigenos em
determinados sitios induz grande expressdo clonal, que resulta em niveis elevados de

anticorpos IgA no local e em outros sitios ndo expostos ao antigeno simultaneamente.

Em seus estudos com pacientes com candidiase POLONELLI et al. (1991) concluiram
que a identificacdo de IgA na superficie de células de Candida albicans em pacientes com
sinais clinicos de candidiase pode ser uma forte evidéncia de seu papel na protecdo contra a
doenca, podendo ser utilizada, inclusive, como forma de diagndstico.

GARWEG et al. (2000), estudando toxoplasmose ocular, observaram que a
determinagdo de IgA especifica no soro e humor aquoso contribui para o diagndstico de
doenga ocular. Estudando a mesma doenga, LYNCH et al. (2004), utilizando ELISA,
observaram uma forte associacdo entre os niveis de IgAS em lagrima e o quadro clinico
compativel com padrdo ouro de toxoplasmose ocular. Fazendo comparagéo entre pacientes
com uveite toxoplasmica e pacientes saudaveis, obtiveram sensibilidade de 84% e
especificidade de 78%.

Também utilizando ELISA, ESTEVES (2007) analisou quantitativamente a presenca de
IgAS anti-Escherichia coli enteropatogénica em colostro humano, comparando seus niveis em
maes eutroficas e desnutridas, onde observou que a desnutricdo materna ndo afeta a producéo
de IgAS.

MAZZOLI et al. (2007) avaliaram o papel do anticorpo IgAS anti-Chlamydia
trachomatis em ejaculado total de pacientes afetados pela prostatite cronica / sindrome de dor
pélvica crénica como potenciais marcadores da infecgdo por C. trachomatis na prostata, em
comparacdo com controles saudaveis. IgAS anti-C. trachomatis foi determinada por IPAzyme
Chlamydia 1gG/IgA (Imunoperoxidase). Foi observada uma elevada produgdo de anticorpos
especificos IgA anti-C. trachomatis nesses pacientes, com deteccdo de 69,2% dos pacientes

que tiveram resultado positivo por PCR.
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Em estudo semelhante, FRESSE et al. (2010), utilizando swab uretral em homens e
cervical em mulheres, avaliaram o diagndstico direto de C. trachomatis em uma populacéo de
alto risco usando cultura de células, imunofluorescéncia direta (IFD) e PCR. O anticorpo
IgAS também foi avaliado usando ELISA com lipopolissacarideo recombinante (rELISA).
Concluiram que, combinando resultado positivo nos métodos diretos e/ou resultado positivo
de anticorpos IgAS, tinham uma indicacdo de infeccéo atual por C. trachomatis. Resultado
negativo nos testes diretos e no rELISA IgAS seria confirmatdrio de auséncia de infecgéo.

A determinacéo dos niveis de IgAS em varias secre¢des humanas é de grande valia para
o diagnostico de diversas doengas, principalmente as que acometem as mucosas. A utilizacdo
de metodologia de elevada sensibilidade, como a quimiluminescéncia, pode aumentar a

sensibilidade e a especificidade do método diagndstico, tornando o resultado mais fidedigno.

2.4 Luminescéncia

Luminescéncia é definida como emissdo de radiacdo eletromagnética em comprimentos
de onda que vao do ultravioleta ao infravermelho no espectro eletromagnético (SANTOS et
al.,1993). Essa emisséo ocorre quando uma molécula ou atomo excitado decai para seu estado
fundamental (DODEIGNE et al., 2000). A luminescéncia, a depender das formas de
excitacdo, estd subdividida em: quimiluminescéncia (reagdo quimica), bioluminescéncia
(fenbmeno  bioldgico), termoluminescéncia (fendmeno térmico), eletroluminescéncia
(bombardeamento de elétrons) e fotoluminescéncia (fluorescéncia e fosforescéncia) (BECK &
KOSTER, 1990 apud SANTOS et al.,1993; ATKINS, 2003). Dentre estas, a
quimiluminescéncia (QL) e a bioluminescéncia (BL) tém grande importancia analitica
(SANTOS et al.,1993).

2.4.1 Quimiluminescéncia

A quimiluminescéncia (QL) baseia-se na produgdo de radiacdo eletromagnética
(ultravioleta, visivel ou infravermelho) quando uma reacdo quimica produz uma molécula
eletronicamente excitada (GARCIA-CAMPANA et al, 2003). Ha conversio da

exotermicidade da reacdo em energia de excitacdo eletronica (CATALANI, 1996). A reacédo
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de QL envolve a absorcdo, pelos reagentes, de energia suficiente para a geracdo de um
complexo ativado, que se transforma em produto eletronicamente excitado (NERY &
BAADER, 2001). Se a espécie excitada for emissiva, esta produzird quimiluminescéncia
diretamente, se ndo, pode ocorrer transferéncia de energia do estado excitado formado para
uma molécula aceptora apropriada, resultando na emissdo indireta de quimiluminescéncia
(NERY & BAADER, 2001).

Entdo, em uma reacdo quimiluminescente ocorre 0 seguinte processo: o reagente no
estado fundamental (Ro) adquire energia suficiente para originar o complexo ativado (#), o
qual se transforma no produto eletronicamente excitado (P*); ao retornar ao seu estado
fundamental (Po), dissipa o excesso de energia na forma de luz (hv) (ADAM, 1980; NERY &
BAADER, 2001) (Figura 7c).
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Figura 6: Diagramas de niveis energéticos. a. Reacdo térmica; b. Reacdo fotoquimica; c.
Reacdo Quimiluminescente (Ro= Reagente inicial, # complexo ativado, R*= Reagente
excitado, P*= Produto Excitado, Po= Produto no estado fundamental, A= Energia na forma de
calor, hv= Energia na forma de luz)

Fonte: NERY & BAADER, 2001

O fendbmeno da QL ocorre devido a quebra de ligagdes ricas em energia, tais como
peroxidos, hidroperdxidos ou 1,2-dioxetanos, ja existentes nas moléculas ou formadas a partir
de rearranjos moleculares (intermediarios) (SANTOS et al., 1993). Esse processo pode ser
ativado enzimaticamente ou quimicamente (SANTOS et al., 1993).

As principais caracteristicas das reagfes quimiluminescentes adequadas para aplicacdo
analitica sdo os excelentes limites de deteccdo que podem ser alcancados e a simplicidade da
instrumentacdo necessaria para registrar o sinal analitico (ROBARDS & WORSFOLD, 1992).
Possuem ensaios rapidos, especificidade e, quando comparadas aos radiois6topos, possuem

toxicidade inferior, custo operacional mais baixo, ndo agressdo ao operador e ao meio
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ambiente e estabilidade dos reagentes (FERREIRA & ROSSI, 2002; KRICKA, 2003;
WHITEHEAD et al., 1979). Além disso, é um sistema frio, uma vez que a energia na forma
de luz é produzida diretamente de uma reagdo quimica, sem passar por um estagio
intermediério envolvendo calor (CATALANI, 1996).

Substancias luminescentes podem ser detectadas na faixa de fentomoles ou atomoles
(10™ a 10™® mol), com sensibilidade superior aos ensaios espectofométricos (10 a 102 mol)
e fluorimétricos (10”° a 10 mol) (CAMPBELL et al., 1985). O nivel de deteccéo por QL
pode chegar a zeptomoles (10 mol) (KRICKA, 2003).

A elevada sensibilidade de métodos analiticos quimiluminescentes esta ligada a varios
fatores, como auséncia da necessidade de uma fonte de radiagdo, o que diminui ou elimina 0s
espalhamentos de Raman e Rayleigh e o ruido associado com este tipo de componente,
aumentando a razdo sinal / ruido da medida (ROBARDS & WORSFOLD, 1992). A auséncia
de uma fonte de radiagéo externa para excitacdo diferencia a QL da fluorescéncia e permite
que a implementacdo dessa técnica seja simplificada (LEITE et al., 2004).

Analises laboratoriais baseadas em QL estdo sendo desenvolvidas para dosagens que
requerem uma alta sensibilidade e varios testes ja estdo disponiveis comercialmente, entre eles
a avaliacdo da funcdo tireoidiana, fertilidade, lesdo do miocérdio, marcadores tumorais,
monitoramento de drogas terapéuticas e doencgas infecciosas como, por exemplo, hepatite e
HIV (KRICKA, 2003).

Horménios, drogas e outras substancias presentes em baixo nivel em fluidos organicos
podem ser dosadas por imunoensaios baseados na luminescéncia (SANTOS et al., 1993).
Esses métodos empregam uma proteina de alta especificidade, como um anticorpo, ligado a
um marcador quimiluminescente (SANTOS et al., 1993). ReacBes quimiluminescentes
também so (teis como reacOes de deteccdo de componentes de misturas separadas por
técnicas como HPLC (High Performance Liquid Chromatography) (YAMAGUCHI et al.,
2002).

Vérios compostos organicos exibem QL em condicBes apropriadas, entre eles esta a
lofina, lucigenina, pirogalol e luciferina (ROBARDS & WORSFOLD, 1992; ALBERTIN et
al., 1998). Merece destaque o luminol, isoluminol, éster de acridina e seus derivados (RODA
et al., 2000).

As primeiras substancias quimiluminescentes utilizadas como marcadores foram o
luminol e o isoluminol, porém eles apresentam desvantagens como a diminuigdo do quantum

de luz quando acoplado as proteinas e o requerimento de um catalisador na reacdo, o que
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aumenta o “background”, reduzindo a sensibilidade da técnica (WEEKS et al., 1983;
CAMPBELL et al.,1985). Com maior sensibilidade, os marcadores com éster de acridina
(AE) rapidamente os substitui (CAMPOS et al., 2006)

2.4.2 Ester de acridina e seus derivados

Os derivados de acridina s@o moléculas que possuem um nitrogénio quaternario central
e uma ramificagdo no carbono 9 (C-9), onde estd inserido um radical éster fenil instavel
(WEEKS et al., 1983).
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Figura 7: 2,6-dimethyl-4-(N-succinimidyloxy-carbonyl)phenyl 10-methylacridinium-9-
carboxylate methosulphate (DMAE-NHS)
Fonte: Dodeigne et al. (2000)

O éster de acridina (AE) foi introduzido em imunoensaios a partir da necessidade de
substituir os marcadores radioisotopicos que estavam se tornando pouco populares devido a
sua curta meia vida, ao perigo potencial & salide e aos problemas quanto aos dejetos gerados
(WEEKS et al., 1983). Desde entdo o AE tem sido foco de pesquisas para ampliar suas
aplicacdes nas mais diversas areas da Biotecnologia (ADAMCZYK et al., 2001). O luminol e
isoluminol tornaram-se obsoletos pelas vantagens do AE, tais como inerente alta
sensibilidade, simplicidade e facilidade de manuseio e eliminagdo, além de vida util longa
(CAMPBELL et al., 1985). Os AEs apresentam répida emissdo de luz (completa em menos

de 5 segundos) com quimica simples e seu pequeno tamanho permite protocolos de rotulagem
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simples para proteinas e acidos nucléicos (NATRAJAN et al., 2010; NATRAJAN et al.,
2011).

De acordo com KING et al., 2007 o éster de acridina é estavel em solucbes acidas, mas
é rapidamente hidrolisado em solucfes bésicas. Em presenca do ion peroxido (HOO"), AE
forma um composto dioxetano instavel, que decai produzindo N-metilacridona e luz (KING et
al., 2007) (Figura 9). Acredita-se que essa emissdo de luz resulta da adigdo de ions
hidroperoxido ao anel de acridina em C-9, seguido por clivagem da ligagdo éster fendlico e,
finalmente, resultando na formacé&o de acridona no estado excitado, que é a fragdo de saida da
luz (NATRAJAN et al., 2010).
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Figura 8: Mecanismo da reacdo de QL entre AE e H,O, (I= AE; IV= Dioxetano instavel; V=
N-metilacridona)
Fonte: KING et al., 2007
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Estabelecer um método para deteccdo quimiluminescente de IgA secretora em fluidos

bioldgicos.

4.2 Objetivos Especificos

Conjugar o éster de acridina ao anticorpo anti-1gAS e anti-1gG-peroxidase;
Desenvolver um método Dot-imunoquimiluminescente para detectar IgAS em
fluidos bioldgicos

Comparar os resultados obtidos através do método Dot-imunoquimiluminescente
com aqueles obtidos através de Dot-ELISA

Validar o método Dot-imunoquimiluminescente através da detec¢do de IgAS em

leite materno
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DOT-CHEMILUMINESCENT DETERMINATION OF SECRETORY
IMMUNOGLOBULIN A.
Ana Katarina Moraes Monteiro Bezerra, Fabricio Andrade Martins Esteves and Luiz

Bezerra de Carvalho Junior.

Abstract.

The increase in the concentration of Secretory IgA in external secretions is an
important diagnostic tool for infections that affect the mucous membranes. The use of
chemiluminescent methodology to perform such a diagnosis enables a more sensitive than
spectrophotometric methods traditionally used. In this work, a Dot-chemiluminescent
immunoassay (Dot-CLIA) was proposed for the determination of Secretory IgA. The
antibodies Anti-S-IgA and Anti-1gG-peroxidase were previously conjugated to acridinium
ester (AE). Dot-ELISA and Dot-CLIA were then carried out spotting S-IgA on nitrocellulose
membranes disks and measuring the peroxidase activity and chemiluminescence (expressed in
relative light unit; RLU), respectively. The ternary complex formed by S-1gA/anti-S-1gA-
AE/anti-1gG-peroxidase-AE and the control (PBS replacing S-1gA) yielded values of 302,255
+ 28,736 RLU and 8,247 + 3,479 RLU, respectively. Dot-ELISA simultaneously carried out
produced brown color by the ternary complex and no color was observed for the control. The
relationship between RLU and S-IgA amount using the proposed method displayed a
hyperbolic curve. The human milk without lipids and casein purified by HPLC presented
three protein peaks and those corresponding to S-IgA and free secretory component showed
values of about 50,000 RLU and 30,000 RLU, respectively. Therefore, one can conclude that
Dot-CLIA is capable to evaluate specifically and quantitatively the S-IgA in biological fluids,

that human milk.

Abbreviations: AE: acridinium ester; S-IgA: secretory immunoglobulin A; Anti-S-
IgA: antibody against secretory immunoglobulin A; Anti-1gG-peroxidase: antibody against
immunoglobulin G conjugated to peroxidase; Anti-S-IgA-AE: antibody against secretory
immunoglobulin A conjugated to acridinium ester; Anti-1gG-peroxidase-AE: antibody against

immunoglobulin G conjugated to peroxidase and acridinium ester.

1. Introduction.
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Secretory IgA (S-1gA) is the prevailing immunoglobulin on the mucous membranes of
different tissues and plays an important role on the neonate mucosal membranes protection. It
is composed of at least two monomeric IgA molecules, covalently linked through the J chain,
and secretory component (Phalipon et al., 2002). While developing this immune system the
breast-fed baby is provided with 0.25-0.5 grams per day of secretory IgA antibodies via the
milk (Hanson and Soderstrom, 1981). Many procedures have been reported to determine S-
IgA concentration in biological fluids. They include the classical enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), radioimmunoassay (Shibata et al., 1978), lectin-based
enzyme-linked immunosorbent assay (Cullina and Greally, 1993), two-dimensional
electrophoresis followed by electroblotting and microsequencing (Murakami et al., 1998), an
immunosorbent assay system integrated into a glass microchip (Sato et al., 2000) and so on.

Chemiluminescence, the generation of light via chemical reaction, has been used in
clinical analysis routine and as a tool in clinical and biomedical research (Kricka, 2003).
The method offers advantages in sensitivity and reagent stability, detection precise control,
and low biohazard (Baeyens et al., 1989). Although the methods based on this phenomenon
have been widely used for many immunoglobulin quantification to the best of our knowledge
there is none reported for S-IgA. Here, it is described an attempt to establish a

chemiluminescent method to quantify S-1gA.

2. Material and Methods.

Reagents.

IgA from human colostrum (abbreviated as S-IgA) and monoclonal anti-Human
Secretory Component (mouse IgG1 isotype) (abbreviated as Anti-S-1gA) were purchased
from Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA). Peroxidase-conjugated rabbit anti-Mouse 1gG
(abbreviated as Anti-lgG-peroxidase) was obtained from Jackson Immunoresearch, Inc.
(Baltimore, USA). The acridinium ester 2,6-dimethyl-4-(N-succinimidyloxy-carbonyl)phenyl
10-methylacridinium-9-carboxylate methosulphate (DMAE-NHS) (Joss and Towhbin, 1994)
and abbreviated as AE was kindly donated by Dr. Howard H. Weetall.

Antibodies conjugations with acridinium ester.

AE was conjugated to anti-S-1gA and anti-1gG-peroxidase according to Weeks et alii
(Weeks et al., 1986). Briefly, the antibodies (500 pL containing 2 mg of protein) were
incubated with 15 pL of AE ester solution (0.2 mg diluted in 400 pL of N,N-
dimethylformamide) for 1 h at 25 °C under mild stirring. The conjugates (anti-S-IgA-AE and
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anti-1gG-peroxidase-AE) were applied to a column of Sephadex G-25 (10x1 cm), previously
equilibrated with 10 mM phosphate buffer, pH 7.2, and eluted with this buffer. Aliquots (1
mL) were collected and their protein contents (280 nm) and chemiluminescence were
established.

S-1gA assay by Dot-ELISA.

Nitrocellulose paper discs (6 mm diameter and pore diameter 0.45 pm) were
previously cut using a paper punch and each disk was transferred with metal clamp to a well
of the plate 96 wells and flat bottom. S-IgA (50 pL containing 3.2 pg of protein) diluted in
carbonate-bicarbonate buffer, pH 9.2, was spotted in the nitrocellulose paper disk and
incubated for 1h at 25°C; washed three times for 1 minute with 10 mM phosphate buffer, pH
7.2, containing 137 mM NaCl (from now on abbreviated as PBS) containing 0.01% Tween;
incubated with a 2% solution of skimmed milk Molico® (Nestlé Brasil Ltda.) prepared in
PBS for 1 h and washed three times for 1 min with PBS-Tween. The blocked S-IgA-
nitrocellulose paper disk preparation was incubated with the Anti-S-IgA antibody
preparations at dilutions of 1:500 for 1 h followed by washing three times for 1 min with
PBS-Tween. Anti-lgG-peroxidase was sequentially incubated for 1 h and washed three times
for 1 min with PBS-Tween. Finally, the antigen-antibody nitrocellulose paper disk
preparation was incubated to the chromogenic developer composed of 0.01 g of DAB (3,3’-
diaminobenzidine tetrahydrochloride) dissolved in 1 mL of methanol; 20 ml of PBS and 5 pL
of H20, (30% v/v). The presence of the S-IgA was detected by the brown color produced by
the DAB reduction under peroxidase catalysis.

S-1gA assay by Dot-chemiluminescent.

The chemiluminescent assay was carried out as above described for the Dot-ELISA
assay except that the antibodies were conjugated to AE and the disks removed at the color
development stage from the plate wells to Eppendorf containing 50 pL PBS and the
chemiluminescence established using a luminometer Modulus Single Tube 9200-001 (Turner
BioSystems, USA). The emission intensity was determined as relative light units (RLU) with
a counting time of 5 s per sample. Duplicate measurements routinely exhibit precision rate
lower than 5%. An experiment was carried out to evaluate the influence of the disk position
(spot upside and downside) on the light detection.

HPLC purification of human milk S-1gA.

The fraction of human milk without lipids and casein was purified on HPLC (Akta
Purifier Amersham Bioscience - Software Unicorn 4.11). The column used was Resource S

GE Healthcare (cation exchange; 1 mL and particle size 15 um), the flow rate was set to
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4ml/min and sample volume injected was 1 ml. The unbound material was removed by
washing with 50mM sodium acetate/acetic acid buffer, pH 5.2. The collection of fractions
started with 0% of 50mM sodium acetate/acetic acid buffer, pH 5.2, containing 0.3 M NaCl
and finished with 100% of this buffer. All eluted fractions (1.5 mL) were collected and frozen

at -20 ° C until analysis.

3. Results and Discussion.

Dot-ELISA is an extensively used immunological method in research as well as
analytical/diagnostic laboratories (Hawkes et al., 1982; Joss and Towbin, 1994). It is a
procedure based on the application of either antigen or antibody as a spot to a matrix such as a
nitrocellulose filters and ELISA is carried out to detect the immobilized protein. On the hand,
chemiluminescent probes have been replaced the enzyme in the dot approach that is called
chemiluminescence immunoassay — CLIA (Wang et al., 2012). Therefore an attempt to
replace  ELISA by chemiluminescence in dot-immunological (Dot-CLIA) S-IgA
determination could be feasible.

AE was successfully conjugated to the Anti-S-IgA according to the derivative
purification by Sephadex G-25 chromatography (Figure 1). There was a coincident peak of
protein (absorption at 280 nm) and chemiluminescence (RLU) at the 11" fraction and free
acridinium ester was only collected after the 50™fraction (not shown). This result is according
to previous results for other protein labeling as lectins concanavalin A (Con A) (Campos et
al., 2006; Brustein et al., 2012) and peanut agglutinin (PNA) (Brustein et al., 2012). The Anti-
S-1gA conjugated to acridinium ester (molecular weight circa of 150 kDa) was excluded in
this filtration procedure and was eluted in the void volume of the Sephadex G-25 column
(Figure 1). This conjugated antibody was used throughout this work and named as Anti-S-

IgA-AE from now on.
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Figure 1 - ANTI-S-IgA CONJUGATED TO ACRIDINIUM ESTER PURIFICATION
ON SEPHADEX G-25. Anti-S-IgA (500 pL containing 2 mg of protein) was applied on a
column (10 x 1 cm) of Sephadex G-25 and eluted with 10 mM phosphate buffer, pH 7.2,using

a flow rate of 1 mL/min. Fractions of 1 mL were collected for protein (280 nm) and

chemiluminescent (RLU) assays.

AE was also conjugated to the Anti-lgG conjugated to peroxidase (Anti-1gG-

peroxidase) and identical chromatogram was produced by the derivative purification using

Sephadex G-25 (Figure 2). This second conjugated antibody will be named as Anti-1gG-

peroxidase-AE from now on.
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Figure 2 —ANTI-IgG-PEROXIDASE CONJUGATED TO ACRIDINIUM ESTER
PURIFICATION ON SEPHADEX G-25. Anti-lgG-peroxidase-AE (500 pL containing 2 mg
of protein) was applied on a column (10 x 1 cm) of Sephadex G-25 and eluted with 10 mM
phosphate buffer, pH 7.2 using a flow rate of 1 mL/min. Fractions of 1 mL were collected for

protein (280 nm) and chemiluminescent (RLU) assays.

Table 1 compares the Dot-Elisa and Dot-chemiluminescent S-IgA assays using the
Anti-S-1gA; Anti-S-IgA-AE; Anti-lgG-peroxidase and Anti-lgG-peroxidase-AE. Both
procedures using S-IgA/Anti-S-1gA/anti-1gG-peroxidase complex detection showed a positive
reaction and low RLU values (614 +53).

The use of anti-lgG-peroxidase conjugated to acridinium ester yielded also positive
Dot-ELISA and higher RLU values (122,483 =+ 3,986). However, using both antibodies
conjugated to AE (Anti-S-1gA-AE and anti-1gG-peroxidase-AE) the chemiluminescence was
much higher (302,255 +28,736) as well as positive result for the Dot-ELISA.

The S-1gA/Anti-S-1gA-AE complex showed higher RLU values (45,806 + 14,243) and
Dot-ELISA was not carried out because there was no Anti-1gG-peroxidase.

The controls (PBS replacing the S-IgA) showed negative result and low
chemiluminescence (8,247 +3,479) using, respectively, anti-lgG-peroxidase and anti-1gG-
peroxidase-AE.
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Table 1 -DOT-ELISA AND DOT-CLIA OF S-IgA.

Antigen/antibody complexes Dot-ELISA* Dot-CLIA

(RLU)

S-1gA/Anti-S-1gA/anti-1gG-peroxidase Positive 614 +53

S-1gA/Anti-S-1gA/anti-1gG-peroxidase-AE Positive 122,483+ 3,986

S-IgA/Anti-S-1gA-AE/anti-lgG-peroxidase-AE | Positive 302,255 +- 28,736

S-IgA/Anti-S-1gA-AE Nd** 45,806 + 14,243

PBS/ Anti-S-1gA/ anti-1gG-peroxidase Negative Nd**

PBS/ Anti-S-1gA/ anti-1gG-peroxidase-AE Negative 8,247 £3,479

*-Brown color development was considered as positive
**-ND - not determined.

These results showed that S-IgA could be detected by Dot-chemiluminescent using the
Anti-S-1gA-AE only but the RLU (about 45,000) is too low compared with the total applied
chemiluminescent antibody (570,910 RLU). Furthermore, the standard deviation was high,
namely, 31% of the mean value. Surprisingly, when both employed antibodies were
conjugated to AE (S-1gA/Anti-S-1gA-AE/anti-1gG-peroxidase-AE) the best result was found
(302,255 + 28,736; standard deviation of 9.5%). It seems that there was a multiplying effect.

The use of only the Anti-lgG-peroxidase conjugated to AE in the ternary complex low
RLU was also observed (about 122,000)compared to total value applied(450,578 RLU) and
standard deviation of 41% of the mean value.

It is worthwhile to register that the disk position inside the Eppendorf during the
chemiluminescence measuring did not alter the light detection. The disks spotted with Anti-
IgG-peroxidase-AE (50 pL containing 0.5 pg of protein) introduced into the Eppendorf with
the spots upside and downside yielded RLU values of 443,569 and 457,588, respectively.

Figure 3 displays the relationship (hyperbolic curve) between RLU and S-1gA amount
using the proposed Dot-CLIA for S-1gA assay. A linear curve could be explored in the range
bellow one pg of S-IgA (nanograms) provided higher amounts of Anti-S-IgA-AE and Anti-
1gG-peroxidase-AE are used.
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Figure 3 — RELATIONSHIP BETWEEN CHEMILUMINESCENCE (RLU) AND S-
IgA AMOUNT. S-IgA (0.8 to 6.4 pg of protein) was spotted on nitrocellulose membrane
disks (6 mm diameter and pore diameter 0.45 pm) and incubated subsequently with Anti-S-
IgA-AE and anti-1gG-peroxidase-AE. Chemiluminescence was measured in luminometer
Modulus Single Tube 9200-001.

The fraction of human milk without lipids and casein purified by HPLC is displayed in
Figure 4. Three peaks of protein are shown: 1) 1-4 fractions range; 2"%) 7-16 fractions range
and 3") 17-20 fractions range. The Fractions 1 and 2 (1% peak; casein remaining?) did not
emit light by using the Dot-CLIA for S-IgA assay whereas Fraction 10 (2" peak) and
Fractions 18 and 20 (3" peak) presented RLU equal to 53,789; 21,543 and 44,538,
respectively. Thus one can conclude that the HPLC purified S-IgA (2" peak) and its free

secretory component (3rd peak) and corroborated the proposed Dot-CLIA for S-IgA assay.

0
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Figure 4 -CHROMATOGRAM OF HUMAN MILK WITHOUT LIPIDS AND
CASEIN. Sample volume injected was 1 ml and flow rate was set to 4mL/min. The column
used was Resource S GE Healthcare (cation exchange; particle size 15 um). The collection of
fractions (1.5 mL) started with 0% of 50mM sodium acetate/acetic acid buffer, pH 5.2,
containing 0.3 M NaCl and finished with 100% of this buffer.
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Table 2 -DOT-CLIA OF FRACTIONS OF THE CHROMATOGRAM.
Antigen/antibody complexes Dot-CLIA
(RLU)
Fraction 1/Anti-S-1gA-AE/anti-1gG-peroxidase-AE -
Fraction 2/Anti-S-1gA-AE/anti-1gG-peroxidase-AE -
Fraction 10/Anti-S-1gA-AE/anti-1gG-peroxidase-AE 53,789

Fraction 18/Anti-S-1gA-AE/anti-1gG-peroxidase-AE 21,543
Fraction 20/Anti-S-1gA-AE/anti-1gG-peroxidase-AE 44,538

4. Conclusion.

This contribution proposes a Dot-chemiluminescent immunological assay (Dot-CLIA)
for secretory IgA determination. Firstly, the antibodies Anti-S-IgA and Anti-lgG-peroxidase
were successfully conjugated to acridinium ester. Afterwards, Dot-ELISA and Dot-CLIA
were carried out showing that the S-1gA was recognized by both procedures (results expressed
by brown color and high RLU values, respectively), whereas the controls (antigen replaced by
buffer) yielded negative results. A hyperbolic curve was described the relationship between
RLU versus S-IgA amount under the experimental conditions. Finally, S-1gA and its secretory

component purified by HPLC were also recognized by this Dot-CLIA.
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6. CONCLUSOES

e Os anticorpos Anti-IgAS e Anti-lgG-peroxidase foram conjugados com
sucesso ao éster de acridina

e |IgAS foi detectada pelas metodologias de Dot-ELISA e Dot-CLIA

e O controle (PBS em substituicdo a IgAS) obteve resultado negativo em ambas
as técnicas

e Uma curva hiperbdlica foi descrita para a relacdo entre o valor de RLU versus
a quantidade de IgAS

e IgAS e o componente secretor livre, purificados por HPLC, também foram
reconhecidos por Dot-CLIA.

e O Dot-CLIA mostrou-se uma técnica promissora para deteccdo de IgAS em
amostras bioldgicas
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SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEQERAL DE PERNAMBUCO
Comité de Etica em Pesquisa
Of. N°. 451/2011 - CEP/CCS Recife, 29 de julho de 2011

Registro do SISNEP FR — 416201
CAAE - 0117.0.172.000-11
Registro CEP/CCS/UFPE N° 145/11

Titulo: Determinacdo quimiluminescente de IgA secretora em leite hurmano.
Pesquisador Responsavel: Ana Katarina Moraes Monteiro Bezerra

Senhor (a) Pesquisador (a): 4
Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Centro de
Ciéncias da Saade da Universidade Federal de Pemambuco (CEP/CCS/UFPE) registrou e analisou de

acordo com a Resolugic N.° 196/96 do Conselho Nacional de Sadde, o protocolo de pesquisa em
epigrafe, liberando-o para inicio da coleta de dados em 29 de julho de 2011.

Ressaltamos que a aprovacio definitiva do projeto sera dada ap6s a entrega do relatério final,

conforme as seguintes orientagies:
a) Projetos com. no méximo, 06 (seis) meses para conclus8o: o pesquisador deveré
enviar apenas um relatério final;
b) Projetos com peri maiores de 06 (seis) meses: o pesquisador devera enviar
relatérios semestrais.

Dessa forma, o oficio de aprovago somente sera entregue apos a analise do relat6rio final.

Atenciosamente

St e €
5 - i Gneth U‘T‘J"
fof{ Geraldo Bosco Lindoso Couto  ge# r V' 7% e JPE

Coordenador do CEP/ CCS / UFPE gt PR

A
Mestranda Ana Katarina Moraes Monteiro Bezerra
P6s-Graduacdo em Ciéncias Biolégicas - CCB/UFPE

Av. da Engenharia, s/n — 1° Andar, Cid. Universitaria, CEP 50740-600, Recife - PE, Tel/fax: 81 2126 8588;
www.ufpe.br/ccs; e-mail: cepecs@ufpe.br
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Anexo 2: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do Projeto: Determinacdo Quimiluminescente de IgA Secretora em Leite
Humano.

Pesquisador Responsavel: Ana Katarina Moraes Monteiro Bezerra.

Instituicdo a que pertence o Pesquisador Responsavel: Programa de Pds-Graduagao
em Ciéncias Bioldgicas / Laboratério de ImunopatologiaKeizo-Asami

Telefones para contato: (81) 2126-8484 / (81) 2126-8485

Nome da voluntéria:

Idade: anos R.G.

A Sr® estd sendo convidada a participar do projeto de pesquisa Determinacdo
Quimiluminescente de IgA Secretora em Leite Humano, de responsabilidade dos
pesquisadores Ana Katarina Moraes Monteiro Bezerra (Mestranda do Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Biolégicas), Prof. Dr. Luiz Bezerra de Carvalho Junior (na condicéo
de orientador)

1.0 Objetivo e descrigédo do estudo

Este trabalho visa estabelecer um protocolo para deteccdo quimiluminescente de IgA
secretora em leite humano. Para isso, serdo coletados 10ml de leite maduro de puérperas
atendidas pelo Setor de Obstétrica do Hospital das Clinicas da UFPE. Essa amostra sera
analisada no Laboratdrio de ImunopatologiaKeizoAsami (LIKA/UFPE).

2.0 Duracéo do estudo

Este trabalho se desenvolverd no periodo de 1 (um) ano a partir da data de aprovagao
do mesmo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE).

3.0 Riscos e Beneficios

A manipulagdo da mama da paciente durante a coleta do leite pode gerar algum tipo de
desconforto para a mesma. Este ocasional inconveniente, porém, serd minimizado uma vez
que a coleta seré realizada por pessoal técnico devidamente capacitado e do sexo feminino do
setor de obstetricia do Hospital das Clinicas da UFPE.

A realizacdo deste trabalho permitird o desenvolvimento de um método especifico e
sensivel para deteccdo quimiluminescente de IgA secretora em leite humano, anticorpo

produzido pela mée e que conferird protegdo & mucosa do recém-nascido.
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4.0 Confidencialidade

Serd garantido o sigilo de todas as informagdes referentes a paciente que
voluntariamente concordar em participar deste projeto de pesquisa. Para tal, a paciente
receberd uma numeracdo de ingresso no estudo e seu nome ndo serd citado em nenhum
momento.

5.0 Participagdo voluntaria

A amostra de leite sera obtida de puérpera que concordar em participar
voluntariamente deste estudo apds assinar este termo de consentimento. Em linguagem clara e
simples, os objetivos, riscos e beneficios deste estudo serdo apresentados a paciente durante a
consulta com o (a) profissional médico (a) responsavel pelo setor de obstetricia.

A qualquer momento a paciente poderd retirar-se do estudo.

Eu, , RG n°

declaro ter sido informado e concordo em participar, como voluntario, do projeto de pesquisa

acima descrito.

Assinatura da voluntéaria

Assinatura do pesquisador

Assinatura da 12 testemunha

Assinatura da 22, testemunha

Data: _ [/ [/

Para maiores informagdes, entrar em contato:

Ana Katarina Moraes Monteiro Bezerra

Av. Marcionilo Francisco da Silva n°315 apto. 301 - Mauricio de NassauCaruaru-PE
CEP: 55016-620 Telefone: (81) 9633-2751

Comité de Etica do Centro de Ciéncias da Salde da Universidade Federal de
Pernambuco. Av. da Engenharia s/n 1° andar — Cidade Universitéria Recife-PE
CEP: 50740-600Telefone: (81) 2126-8588
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Anexo 3: Normas da revista para submisséo do artigo

Journal of Immunological Methods

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section
numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to ‘the
text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its own
separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed
literature survey or a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published
should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in
the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section
represents a practical development from a theoretical basis.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion
of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which
may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eqg. (A.2), etc.; ina
subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig.
A.l, etc.
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Essential title page information

» Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

* Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double
name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual
work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter
immediately after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full
postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail
address of each author.

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax numbers
(with country and area code) are provided in addition to the e-mail address and the
complete postal address. Contact details must be kept up to date by the corresponding
author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was Vvisiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address’) may be
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the
work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used
for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately
from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be
avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in
the abstract itself.

Graphical abstract

A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article in a concise,
pictorial form designed to capture the attention of a wide readership online. Authors must
provide images that clearly represent the work described in the article. Graphical abstracts
should be submitted as a separate file in the online submission system. Image size: Please
provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The
image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi.
Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. See
http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images also in accordance with all technical requirements: =+lllustration
Service.
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Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points
that convey the core findings of the article and should be submitted in a separate file in the
online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet
points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). See
http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling
and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, ‘and’, 'of').
Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be
eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first
page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at
their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations
throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references
and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise.
List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language
help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Nomenclature and units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units
(SI). If other quantities are mentioned, give their equivalent in SI. You are urged to consult
IUB: Biochemical Nomenclature and Related Documents: =+
http://www.chem.gmw.ac.uk/iubmb/ for further information.

Database linking

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their readers
one-click access to relevant databases that help to build a better understanding of the
described research. Please refer to relevant database identifiers using the following format in
your article: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See
http://www.elsevier.com/databaselinking for more information and a full list of supported
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databases.
DNA sequences and GenBank Accession numbers

Many Elsevier journals cite "gene accession numbers" in their running text and footnotes.
Gene accession numbers refer to genes or DNA sequences about which further information
can be found in the database at the National Center for Biotechnical Information (NCBI) at
the National Library of Medicine. Elsevier authors wishing to enable other scientists to use
the accession numbers cited in their papers via links to these sources, should type this
information in the following manner":

For each and every accession number cited in an article, authors should type the accession
number in bold, underlined text. Letters in the accession number should always be
capitalised. (See Example 1 below). This combination of letters and format will enable
Elsevier's typesetters to recognize the relevant texts as accession numbers and add the
required link to GenBank's sequences.

Example 1: "GenBank accession nos. A1631510 , A1631511 , A1632198 , and BF223228 , a
B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BE675048 ), and a
T-cell lymphoma (GenBank accession no. AA361117 )".

Authors are encouraged to check accession numbers used very carefully. An error in a letter
or number can result in a dead link.

In the final version of the printed article, the accession number text will not appear bold or
underlined (see Example 2 below).

Example 2: "GenBank accession nos. A1631510, Al1631511, Al1632198, and BF223228), a B-
cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BE675048), and a T-
cell lymphoma (GenBank accession no. AA361117)".

In the final version of the electronic copy, the accession number text will be linked to the
appropriate source in the NCBI databases enabling readers to go directly to that source from
the article (see Example 3 below).

Example 3: "GenBank accession nos. A1631510, Al1631511, A1632198, and BF223228), a B-
cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BE675048), and a T-
cell lymphoma (GenBank accession no. AA361117)".

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using
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superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, and this
feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text
and present the footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include
footnotes in the Reference list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Artwork

Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

» Save text in illustrations as 'graphics' or enclose the font.

* Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol.
» Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Produce images near to the desired size of the printed version.

» Submit each figure as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given
here.

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please 'save as'
or convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for
line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.

TIFF: Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is
required.

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,
Excel) then please supply ‘as is'.

Please do not:

* Supply files that are optimised for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution
is too low;

* Supply files that are too low in resolution;

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork
Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office files)
and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit usable
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color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these
illustrations are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print,
you will receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of your
accepted article. Please indicate your preference for color: in print or on the Web only. For
further information on the preparation of electronic artwork, please see
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to
‘gray scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in
addition usable black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the
figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of
the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols
and abbreviations used.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes
to tables below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid
vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do
not duplicate results described elsewhere in the article.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and
vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and
personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in
the text. If these references are included in the reference list they should follow the standard
reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with
either 'Unpublished results' or ‘Personal communication'. Citation of a reference as 'in press'
implies that the item has been accepted for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source
publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.qg., after the
reference list) under a different heading if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any

citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software
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This journal has standard templates available in key reference management packages EndNote
(= http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager (=+
http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages, authors
only need to select the appropriate journal template when preparing their article and the list of
references and citations to these will be formatted according to the journal style which is
described below.

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by ‘et al." and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically.

Examples: ‘as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et
al. (2010) have recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the same
year must be identified by the letters 'a’, 'b', 'c’, etc., placed after the year of publication.
Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article.
J. Sci. Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.
Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in:
Jones, B.S., Smith, R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New
York, pp. 281-304.

Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with
their article are strongly encouraged to include these within the body of the article. This can
be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation content and
noting in the body text where it should be placed. All submitted files should be properly
labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that your video
or animation material is directly usable, please provide the files in one of our recommended
file formats with a preferred maximum size of 50 MB. Video and animation files supplied
will be published online in the electronic version of your article in Elsevier Web products,
including ScienceDirect: z+http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' with your
files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate image. These
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will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For
more detailed instructions please visit our video instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be
embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and
the print version for the portions of the article that refer to this content.

Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting
applications, high-resolution images, background datasets, sound clips and more.
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