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Introducéao

Os soros hiperimunes s&o produtos de origem
biolégica classificados junto as vacinas como
produtos imunobioldgicos. Eles s&o utilizados no
tratamento de doencas por conterem as
imunoglobulinas ou anticorpos necesséarios para
combater uma intoxicagdo ou uma determinada
doenga, ou ainda evitar a doenca (ho caso de soros
antirdbicos). A produgdo de soros hiperimunes ainda
€ baseada nos métodos originalmente descritos no
inicio do século passado, em que animais de grande
porte (geralmente equinos) s&o imunizados com 0s
antigenos e, ap0s algumas semanas, a sangria é
efetuada e o soro é purificado.® Um parametro
importante  no controle de qualidade destes
medicamentos € a concentragdo de proteinas, que
ndo deve exceder 15 g% (p/v).? Neste trabalho foi
desenvolvida uma metodologia para a determinacgdo
de proteinas totais em amostras de soros antirabicos,
antitetanicos e antiofidicos utilizando a
espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) e
calibragdo multivariada. O método de regressao por
minimos quadrados parciais (PLS) foi usado para
correlacionar a concentragdo de proteinas com os
dados espectrais, assim como Varios pré-tratamentos
dos dados e selecdo de variaveis foram testados
otimizar o modelo de calibragao.

Resultados e Discussao

As determinacdes das concentracfes de referéncia
de proteinas foram realizadas empregando-se um
proteindbmetro BAUSCH LOMB. espectros de
absorvancia no infravermelho préximo de 36 amostras
de soros hiperimunes foram obtidos empregando-se
um espectrofotdbmetro FEMTO NIR 900PLS. Os
espectros foram obtidos em triplicata, na faixa de
1100 a 2500 nm, com resolucdo nominal de 1 nm.
Para obtencdo dos modelos via PLS e para
realizacdo de pré-tratamentos nos espectros foi
empregado o programa The Unscrambler 9.5. O
algoritmo Kennard-Stone desenvolvido em Matlab 6.5
foi empregado para selecionar 20 amostras para o
conjunto de calibragdo e 16 amostras para o conjunto
de validacdo externa. Foram testados trés métodos
de selecdo de variaveis em conjunto e
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separadamente, sendo eles: avaliacdo de graficos de
coeficiente de regressdo, método dos minimos
quadrados parciais por intervalo (iPLS) e algoritmo
genético. Os dois primeiros métodos de selegdo
foram realizados no programa The Unscrambler 9.5 e
o terceiro no Matlab 6.5. O algoritmo genético foi
aplicado nas seguintes condi¢des: populacdo de 30
individuos, 100 geragdes, cruzamento de 50% e
mutacao de 1%.

Espectros tratados com primeira derivada seguida
de alisamento Savitzky-Golay (polinémio de segunda
ordem) ndo resultaram em modelos com melhor
desempenho.

O melhor resultado foi encontrado com os dados
autoescalonados e utilizando-se iPLS seguido da
selecdo das varidveis que apresentavam 0s mais
altos coeficientes de regressdo. A Figura 1 apresenta
as correlacdes entre dados de calibracdo, validacéo

cruzada (leave-one-out) e validagdo externa
empregando o melhor modelo obtido.
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Figura 1. Grafico de calibracao, validacéo cruzada e
validacdo externa do modelo que apresentou o melhor
desempenho.

Conclusdes

Este trabalho apresenta uma alternativa rapida, barata
e ndo destrutiva para determinagcdo de proteinas no
controle de qualidade de soros hiperimunes.

Agradecimentos

FAPERJ, Instituto Vital Brazil S/A, CNPq

! Cardoso, J.L.C.; Franga, F.O.S; Wen, F.H.; Malaque, C.M.S;
Haddad JR., V.; Animais Pegonhentos no Brasil: Biologia, Clinica
e Terapéutica dos Acidentes, Sdo Paulo: Savier/Fapesp, 2003, 367.
2 RDC 199, 12-06-2002, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria



