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Elisadecapturacom IgY paraquantificacdo deacetato delupeol
em Vernonia scorpioides lam. Per s (aster aceae)

CapturelgY-Elisato quantify lupeol acetatein Vernonia scorpioideslam. Per s (aster aceae)

Ronald BastosFreire! MarciadeFatimalnacioFreire? RicardoL ouroBerbara®

RESUMO

O presente experimento descreve, pela primeira
vez, a elaboracdo de um ensaio imunoenzimético (ELISA de
captura) com anticorpos IgY para a deteccdo e quantificagéo
de acetato de lupeol (LAc) em Vernonia scorpioides Lam. Pers
(Asteraceae). Anticorpos anti-LAc, obtidos partir do soro das
aves e gemas de seus ovos, apds imunizagdo com o conjugado
acetato de lupeol-cBSA, foram concentrados em coluna con-
tendo LAc-BSA acoplado a sepharose. A eficacia da
metodologia de detecgdo imunolégica foi de 97%, com indi-
ces de sensibilidade e especificidade de 99% e 95%, respecti-
vamente com limites de detecgdo do ensaio entre 0,02ug.g*
(inferior) e 10pg.g* (superior). A robustez do método foi ates-
tada pela sua elevada reprodutibilidade (entre 94,75% e
96,81%), e pelo baixo coeficiente de variagdo interna (4,22 +
1,03%) nas condi¢des de execucdo descritas.

Palavras-chave: IgY-ELISA, 1gY, Vernonia scorpioides, acetato
de lupeol, controle de qualidade vegetal.

ABSTRACT

For the first time, a yolk immunoglobulins-based
immunenzymatic assay (capture |gY-ELISA) was carried out
to detect Lupeol acetate (LAc) from Vernonia scorpioides Lam.
Pers (Asteraceae). Antibodies (1gY) against lupeol acetate (anti-
LAc antibodies) were raised in White Leghorn hens immunized
with LAc conjugated to the bovine serum albumin (LAc-BSA).
The anti-LAc antibodies were recovered by cleanup columns
containing LAc-BSA coupled to sepharose. The capture IgY-
ELISA efficacy was of 97% when the predictive indices of
sensitivity and specificity were 99.0% and 95%, respectively.
The lowest and highest detection limits were of 0.02ugg™* and
10ugg? of plant extract, respectively. The strength of this method
was attested by its high reproducibility (between 94.75% and
96.81%), and a low internal variation (4.22 + 1.03%), under
the described conditions.

Key words: IgY-ELISA, IgY, Vernonia scorpioides, lupeol
acetate, vegetal quality control.

INTRODUGAO

A utilizacdo crescente de produtos na-
turaistornaessencial o desenvolvimento de méto-
dos analiticos com elevada especificidade, sensi-
bilidade e reprodutibilidade para que a sua
certificacdo e eficacia sejam garantidas
(CONNORS, 1982). Nas ultimas décadas, diversos
pesquisadores em todo o mundo tém desenvolvi-
do experimentos acerca da possibilidade de se de-
senvolver anticorpos de galinhas poedeiras (IgY)
paracapturar micromolécul as hapténicas, tais como
antibiéticos, pesticidas, herbicidas e metabdlitos
secunddrios caracteristicos de animais e vegetais
(POLSON, 1990; FREIRE, 1994, HERMANSON,
1996; WEL ZIG, 2003). Umavez gue 0s anticorpos
IgY tém sido considerados uma ferramenta barata e
conveniente paraimunoterapias e imunodiagndsti cos,
podem, também, ser utilizados para.o controle de qua-
lidade de plantas medicinais. A captura imunol6gica
de principios ativos € um processo pouco explorado
de biotecnologia avancada, embora haja sugestfes
de que sgjacapaz de simplificar eampliar os métodos
de“screening” que permitam umafécil, rapidae exten-
sa qualificacéo de principios ativos em plantas
(CIBOTTI, 1990). Dadas as suas diferencas
evoluciondrias, as|gY, aém de serem facilmente obti-
das a partir de gemas de ovos, ndo interagem com a
proteinaA de Staphylococcus aureus, sd0 maisresis-
tentes a protedlise, a temperaturas mais elevadas e
sd0 capazes de reconhecer, com facilidade, epitopos
antigénicos de imunogenicidade insignificante para
mamiferos (POL SON, 1990). No presentetraba ho, avar
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liou-seautilizacdo delgY paradeteccdo de acetato de
lupeol (LACc) (hapteno com peso molecular inferior a
500 daltons) em extratos metandlicos de Vernonia
scorpioidesLam., Pers (Asteraceae).

MATERIAL E METODOS

Prepar acdo deextratosdeplantas

Utilizou-se folhas e raizes de Vernonia
scorpioides colhidas no campus da UFRRJ, e
registradas no herbério RBR da UFRRJ sob 0 n°4140.
Um grama de planta seca e granulada foi adicionada
de 10mL de metanol sob agitacdo em banho-maria a
60°C. Cadaextrato obtido foi filtrado e evaporado até
atingir ovolumede 1mL, dosquais30uL foram utiliza-
dos para procedimentos de captura imunoldgica e
quantificagdo imunoenzimaticade LAc (WAGNER,
BLADT, 2001).

Prepar o do conjugado hapteno-proteina

Umasolucéo contendo 171mgmL-*deLAc
puro foi adicionada de igual volume de uma solugdo
contendo 10mgmL-de BSA emtampaoM.E.S. (0,1 M
2-N-morfolino-etanosulfonato, 0,15M deNaCl, pH 4,7),
sob agitacdo constante. Acrescentaram-se 50uL de
aldeido formico (SigmaAldrich, USA) sobreamistura
gue foi, em seguida, incubada sob agitacdo, em ba-
nho-mariaa 56°C durante 24 horas, e dialisada a 4°C
durante 72 horas contra2L de solugdo salinafosfatada
(0,01M deNaHPO4 adicionado de 0,15 M deNaCl, pH
7,2) com trés trocas diarias (MANNICH, 1912,
ERLANGER, 1973, 1980, HERMANSON, 1996). O n(
mero de moles de LAc (PM = 485.7244) por mol de
BSA (PM =67.000) foi estimado pelas concentractes
molaresrelativas.

Animaisutilizados

Foram utilizadas duas galinhas poedeiras
White Leghorn, com 20 semanas de vida, pesando em
torno de 1kg (Setor de Avicultura do Instituto de
Zootecnia da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro), mantidas em gaiolasindividualizadas, rece-
bendo agua potével eracdo de postura (Purina, Brasil)
ad libidum. As amostras de ovos e de soros foram
obtidas a cada sete dias, entre o dia da primeira
inoculagdo e 0 sexagésimo diade experimentacdo.

Inducdodeanticorposlgy anti Lac
Pesou-se, 500ug do conjugado BSA-LAce
fez-se umaemul sdo em adjuvante completo de Frelind
foram administrados por via subcutanea em duas
poedeiras. As aves, entdo, receberam outras doses do
conjugado BSA-LAc em adjuvante incompleto de

Fretind a cada intervalo de duas semanas: dois
indcul os contendo 250pg e quatro indcul os contendo
100ug do conjugado imunogénico (FREIRE, 1994,
WELZIG 2003).

Obtencéo epurificagdo deanticor posanti-LAc
Diluiram-se 10mL de gemas de ovos em
100mL deéguabidestiladaestéril, acrescentando-se 10%
(V/IV) de sulfato de dextrana (PM inferior a 500.000,
Sigma, USA) . A precipitacdo deglobulinasfoi redlizada
pela adicdo de igua volume de solugdo saturada de
sulfato de ambnia seguida de didlise do precipitado
contra solucdo salina tamponada com fosfatos (PBS)
(0,01M KH,PO,, 0,01 M Na,HPO,, 0,15M NaCl pH 7,4).
A purificacdo de IgY foi completada através de
cromatografia de troca anionica seguida de gel-filtra-
¢do emresinaSephadex G-25 (Sigma, USA) (POLSON,
1990). As fragdes de IgY anti-LAc foram obtidas por
cromatografia de imunoafinidade, e as das gy totais
interagiram com LAc-BSA presosaresinasativadasde
CNBr-Sepharose(Pharmacia). Apdsincubagdo por 2ha
temperatura ambiente, as IgY com diferentes
especificidades foram eliminadas por €luicdo PBS. As
IgY anti-LAc foram , finalmente, recuperadas com
glicinaHCl a 0,2M, pH 2,8 edidizadascontraPBS.

Ensaiol munoenziméticos

Em todos os ensaios de ELI SA realizados,
utilizou-se metodologiaclassica, previamente descri-
ta (HARLOW, LANE 1988, CROWTHER 1996).
Microplacas de fundo chato contendo 96 orificios
(NuncImmuno Maxisorp, Roche Diagnostics) foram
sensibilizadas com LAc-BSA, ou com IgY anti-LAc
(20mgL* de proteinas, previamente diluidas em PBS
0,1M pH 7,4) durante umanoite a4°C. Asplacas sen-
sibilizadasforam lavadascom 200uL dePBS eadicio-
nadas de 200uL por orificio de uma solugéo de
soroabuminaBSA (1gL*emPBS) eincubadasa37°C
por 2h. As placas sensibilizadas foram adicionadas de
100uL por orificio desoros (diluidosentre 10t e 10%?),
ou de antigeno (diluido a 1:200), conforme o caso,
novamente incubadas, lavadas e, posteriormente adi-
cionadasde 100uL por orificiode 1:10.000delgY anti-
LAc, ou anti-lgY, marcados com peroxidase. Apds a
adicdo do sistemamarcado, as placasforam novamen-
teincubadas, lavadas e adicionadas de 200pL por ori-
ficio de uma solucdo de substrato (0,01% de
ortofenilenodiamina, 0,1M de CsHgO,.1H-0, 0,1M de
Na,HPO,.2H,0, 004% de peréxido de hidrogénio, pH
5,0). A revelag8o do ensaio deu-se por desenvolvi-
mento de cor apds 15 minutos atemperaturaambiente,
ao abrigo daluz eleiturasde Absorvanciaa492nm em
leitor de ELISA (Titertek, USA). Foram feitas curvas
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decalibrag&o paraanticorpos utilizando-se parémetros
de regressdo incorporados ao “software” Soft MAX
Pro. Para os ensaios de quantificacdo, utilizaram-se
calibradores e controles obtidos a partir de prepara-
¢bes contendo concentracdes definidas de LAc
purificadas segundo metodol ogia previamente descrita
(PIETRZYK, FRANK, 1974). Observou-se, também, o
efeito interferente da concentragdo final de metanol
sobreoensaiodelgY-ELISA. A reprodutibilidade (pre-
cisdo) do método foi considerada como sendo o in-
verso damédiado coeficiente devariagdo interna, ten-
do-se em conta 25 repeticOes para cada medida em
amostras de calibradores contendo concentracdes
baixas, intermediérias ou elevadas de LAc, durante
quatro dias consecutivos. As reagdes cruzadas foram
estimadas de acordo com a concentragdo na qua a
ligacdo IgY-LAcfoi inibidapelaadicéo de esgualeno,
lupeol ou lanolesterol (Sigma, USA), em relagdo ao
padréo de LAc, em, pelo menos, 50% (1 Cses). O grau
derecuperacdo analiticadas|gY anti LAc, foi determi-
nado através de trés series de extratos metandlicos
de Vernonia scor pioides (n=30) contendo 50, 60 e 80
mg.mL ! de L Ac, respectivamente. A recuperagdo ana-
liticafoi cal culada como sendo arazéo percentual en-
tre as concentracBes de LAc medidas e calculadas
fisicoquimicamente.

Andliseestatistica

Utilizaram-se comparagdes multiplas das
medias através deANOVA paracomparagdo de amos-
trassem LAc, assim como de amostras contendo dife-
rentes concentrages do triterpeno. NoOs casos em
queficou demonstradaasignificanciaestatistica, uti-
lizou-se o teste de Bonferroni, comparando-se multi-
plostestes T entre os grupos. As correl agdes entre as
diferentes dosagens de LAc e entre LAc e outros
triterpenos (esqualeno, lupeol e lanolesterol) foram
efetivadas por analises de regressdo linear utilizando-
se“software” apropriado (Axum LE 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ostriterpenos, como o esqualeno, o LAce
diversos compostos esteroidais com 30 domos de
carbono na sua estrutura principal, ndo sao
imunogénicos e podem ser encontrados em diversas
espécies de microorganismos, algas, insetos e famili-
as de plantas, estando sempre relacionados a ativida-
des biologicas relevantes (URICH, 1990). Estudos
farmacobotanicosrealizadoscom lupeol (L-OH) eLAc
indicaram serem estes possuidores de agéo
antiinflamatoria, anticancerigena, antibiética e
antimalarica e representam uma parcela significativa

dos terpenos com atividade bioldgica presentes em
Vernoniascorpioides(FREIRE etal., 1996, SING et al.,
1997). No presentetrabal ho, reporta-se aaplicacdo do
método de ELISA indireto para a deteccao e
quantificagdo deLAc, tal comorealizado por CIBOTTI
et al. (1990) que desenvolveram anticorpos
monoclonais, oriundos de hibridomas murinos, para
alcaldides da vinca. A diferenca basica do procedi-
mento presentemente descrito reside no fato de ha-
ver-se desenvolvido anticorpos em galinhas poedeiras
(IgY) que, por contadadistanciafilogenética, so ca
pazes de reconhecer determinantes antigénicos difi-
cilmente reconhecidos por anticorpos de mamiferos
(WELZIG, 2003). Alémdisso, as|gY sdo obtidasapar-
tir da gema de ovos provenientes de poedeiras
hi perimunizadas, sem que haja sacrificios ou proble-
mas de variagOesisotipicas (asgY possuem um Uni-
€0 isotipo) comumente encontrados em ensaios base-
ados em anticorpos de mamiferos (POLSON, 1990;
FREIRE, 1994; HERMANSON, 1996; WEL ZIG, 2003).
O acoplamento do hapteno aBSA (carreador) realiza-
do originou o conjugado imunogénico LAc-BSA, com
seis moléculas de LAc acoplados a cada molécula de
BSA. O anticorposlgY anti-LAc obtidosforam capa-
zes de reconhecer tanto ao hapteno, quanto ao con-
junto hapteno-carreador. Obteve-se, em média, 80 mg
delgY-anti LAc por gemade ovo hiperimune proces-
sada. As reagOes cruzadas intrinsecas foram elimina-
das pela passagem dos preparados em colunas de
sepharose adsorvidas ao conjugado LAc-BSA. A in-
terferéncia do carreador na determinagdo dos titulos
de anticorpos anti-L Ac foi completamente eliminada
pela presenca de BSA nas solugdes de diluicdo e na
etapa de bloqueio dos ensaios de ELISA. Os titulos
de anticorpos anti-LAc presentes nas gemas
corresponderam a 60% dos anticorpos recuperados,
corroborando com POL SON (1990) e HERMANSON
(1996) em estudos de obtencdo de IgY para outros
haptenos conjugados. Verificou-se que, tal como des-
crito anteriormente (WEL ZI G, 2003), aconcentracdo
delgY foi crescente e estabilizou-se ao longo do se-
gundo més, equivalendo a 90% dos anticorpos
circulantes das aves com as mesmas especificidades
(Figura 1). Uma vez purificados, os anticorpos IgY
obtidos foram utilizados para ael aboragéo do método
de deteccdo do triterpeno em extratos metandlicos de
V. scorpioides (IgY-ELISA anti LAc). Asabsorvancias
obtidasno 1gY-ELISA anti-LAc foram inversamente
proporcionais aconcentracdo de LAc nasamostras. A
curva de dose-resposta realizada pela associagéo das
absorvancias detectadas a 492nm e o logaritmo das
concentracdes de LAc contido nos diferentes
calibradores utilizados apresentou formasigmoidal ti-
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Figura 1 - Titulag8o através de ELISA de captura de anticorpos IgY anti-acetato de lupeol no soro (S), no 48° dia (48d) e na gema
de ovos (G), nos dias 40 (40d), 48 (48d) e 56 (56d), ap6s inoculagdo de galinhas poedeiras com o conjugado imunogénico
de soroalbumina bovina ligada a acetato de lupeol. A barra negra corresponde aos valores médios de anticorpos séricos e
as barras acinzentadas as médias dos titulos de anticorpos IgY anti-acetato de lupeol contidos nas gemas em diferentes

periodos de observagdo. N = 21, p<0,001.

pica. Os resultados obtidos foram linearizados atra-
vés de um programa logistico binario de transforma-
¢Bessimpleslogit-log, originando umarelacdo direta-
mente proporcional entre a concentragdo de LAc em
Hg.g* e as absorvancias a 492nm. As andlises foram
validadas através de cromatografialiquidade altaefi-
ciéncia (HPLC) e cromatografia gasosa acoplada a
espectrografo demassa (CG/MS) (CONNORS, 1992),
gerando coeficiente de correlagdo (r?) de 0,9956. A fai-
xade linearidade foi obtidaapartir dalCse estimada
como sendo equivalentea0,02uggdeLAc. Asvaria-
¢Oes de absorvanciaforam diretamente proporcionais
aconcentracdo de LAc nafaixaentre 0,02ug g* e 10ug
g, respectivamente, consideradas como sendo os li-
mitesinferior e superior dedeteccdo parao IgY-ELISA
anti-LAc (Figura?2). A reacdo cruzada com diferentes
terpenos ndo influenciou na qualidade dos val ores de
predicéo estabel ecidos, por conta da pequenainterfe-
rénciaque 0s mesmos ocasionaram (sempreinferiores
a0,02%), mesmo quando adicionados em concentra-
¢Oes superiores a 100ppm (Tabela 1). A adi¢cdo de L-
OH diminuiu em 10% al Cso, paraLAc quando aspre-
paragdes de IgY foram adicionadas de 0,029ppm no
extrato metandlico do vegetal (vmet-OH) e em 20%
guando o mesmo triterpeno estava presente na con-
centracdo de 100ppm. O parametro ajustavel de

positividade foi estabel ecido entre 89,7 € 99,7%, com
especificidade de 99,8%, na auséncia de reagdes cru-
zadas significativas (Tabela 2). Os controles de rea-
¢ao constituidos de metanol PA confirmaram ndo ha-
ver influéncia desse constituinte na capacidade de
captura de moléculas de LAc, corroborando com a
literatura(FREIRE, 1994, CROWTER, 1995). Oedeva-
do fator de diluic¢éo utilizado tanto para anticorpos (1:
4000) como paraosv-metOH (1:200), eliminou as pos-
sibilidades de interferéncias, decorrentes concentra-
¢Oes muito acimadalinearidade a cancada pel o méto-
do, ou de reagdes cruzadas, que somente ocorrem
guando ha uma grande disponibilidade de anticorpos
e (ou) antigenos, capazes de interferir na qualidade
analitica do método (HARLOW & LANE, 1988;
CROWTER, 1995). A eficiénciaestimadado IgY ELISA
anti LAc foi de 94,7%, com coeficiente de variagdo
interna de 4,22 + 1,03%, evidenciando uma
reprodutibilidade entre 94,75% e 96,81%. Por conta
disso, pbde-se atestar arobustez do método IgY-ELISA
anti-LAc, corroborando com trabalhos anteriores
(FREIRE, 1994; HERMANSON, 1996; WEL ZI G, 2003),
que ressaltam a utilidade da IgY para ensaios de
deteccdo e purificagdo de haptenos de origem vege-
tal, ou animal, tornados imunogénicos através de con-
jugagdo com umamol éculacarreadora.

CiénciaRural,v.34, n.4, jul-ago, 2004.
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Figura 2 - Curva de calibragdo utilizada na quantificagdo de
acetato de lupeol (LAc) através ELISA indireto. As
absorvancias a 492 nm foram relacionadas com
valores em ppm.mL-* correspondentes as diferen-
¢as entre as absorbancias em extratos metandlicos
de Vernonia scorpioides e o sistema branco (sem
LAc). As linhas pontilhadas indicam os limites mi-
nimo e méximo de deteccdo de LAc através de 1gY-
ELISA anti-Lac.

Tabela 1 - Medidas de especificidade do ensaio IgY-ELISA para
acetato de lupeol em amostras de calibradores submetidas a
adicdo de diferentes triterpenos capazes de ocasionar
diminuigdo da ICso. ELISA redlizado com acetato de
lupeol diluido a 1:200. Os resultados representam médias

de quatro ensaios com trés repeticoes, p<0,01.

) Acetato de
Triterpeno  Esqualeno Lanosterol Lupeol Lupeol
1Cs0% >100ppm >100ppm 29ppm 100ppm  0,02ppm
Reac0es <002% <002%  10%  <20%  100%
cruzadas

Tabela 2 - Percentual de sensibilidade do ensaio I1gY-ELISA anti-
acetato de lupeol em amostras associadas das partes
aérea (PA) e radicular (PR) de Vernonia scorpioides
com teores conhecidos (valor calculado) de acetato de
lupeol, nas proporcbes de 11; 1/5; 2/4; e 5/1,
respectivamente.  Resultados expressos em  ppm,
p<0,001.

PA/PF 1PA/5PF  2PA/4PF  5PA/1PF

Valorcalculado 62 103,5 93 78
IgY-ELISA 60 103,2 88 70
Sensibilidade 96,8 99,7 94,6 89,7

CONCLUSAO

OméododelgY ELISA anti-LAc, démdes
maissimpleseecondmico do que hibridomas, podetornar
0s ensaios de deteccdo imunol dgica de micromoléculas
mai's preci Sos que os métodos convencionais, prestando-
se para detectar e quantificar moléculas naturais ndo
imunogénicas (haptenos) em extratos de plantas. A gran-
dereprodutibilidade do méodo, assm como asensibilida-
de superior a90%, indica-o paraandlises em quantidades
reduzidasdemateria vegetal, possibilitando amostragens
maisrealistas e estatisticamente significativas.
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